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>
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0 0] O

/\/\-)LOH HSCMOH /\/\/\/\)I\ OH
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Ce6:0 Acide hexanoique Acide caproique
C70 Acide heptanoique Acide énanthique
C8:0 Acide octanoique Acide caprylique
C90 Acide nonanoique Acide pélargonique
C10:0 Acide décanoique Acide caprique
C110 Acide undécanoique Acide undécylique
Acides g,ras C12:0 Acide dodécanoique Acide laurique
satures
(AGS) C14:0 Acide tétradécanoique Acide myristique
C150 Acide pentadécanoique Acide pentadécylique
C16:0 Acide hexadécanoique Acide palmitique
C17:0 Acide heptadécanoique Acide margarique
C180 Acide octadécanoique Acide stéarique
C20:0 Acide eicosanoique Acide arachidique
C22:0 Acide docosanoique Acide béhénique
C24:0 Acide Tétracosanoique Acide lignocérique
C10:1 n-1 Acide cis 1-décenoique Acide caproléique
Cl12:1 n-3 Acide cis 3-dodécénoique Acide lauroléique
Cl14:1 n-5 Acide cis 7-tétradécenoique Acide myristoléique
C16:1 n-7 Acide cis 9-hexadécénoique Acide palmitoléique
Acides gras C16:1 n-9 Acide cis 7-hexadécenoique -
monoinsaturé
(AGMI) C18:1 n-9 Acide cis 9-octadécenoique Acide oléique
C18:1 n-9 Acide trans 9-octadécénoique Acide élaidique
C18:1 n-7 Acide cis 11-octadéceénoique Acide cis-vaccénique
C20:1 n-9 Acide cis 11-eicosenoique Acide gadoléique
C22:1 n-9 Acide cis 13-docosenoique Acide érucique
C182n-6 Acide cis 9,12-octadécadienoique Acide linoléique
C202 n-6 Acide cis 11,14-eicosadienoique -
C183n-3 Acide cis 9,12,15-octadécatrienoique Acide a-linolénique
C183 n-6 Acide cis 6,9,12-octadécatrienoique Acide y-linolénique
C203 n-6 Acide cis 8,11,14-eicosatrienoique Acide di-homo-y-linolénique
C20:3n-3 Acide cis 11,14,17-eicosatrienoique -
Acides gras C20:3 n-9 Acide cis 5,8,11-eicosatrienoique Acide de Mead
polyinsaturé
(AGPI) C184 n-3 Acide cis 6,9,12,15-octadécatétraénoique Acide stéaridonique
C204 n-6 Acide cis 5,8,11,14-eicosatétraenoique Acide arachidonique ARA
C224 n-6 Acide cis 7,10,13,16-docosatétraenoique Acide adrénique
C20:5 n-3 Acide cis 5,8,11,14,17-eicosapentaenoique EPA
C22:5n-3 Acide cis 7,10,13,16,19-docosapentagnoique DPA
C22:5 n-6 Acide cis 4,7,10,13,16-docosapentaenoique -
C22:6n-3 Acide cis 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoique DHA
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Avant-propos
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L’amélioration de 1’état nutritionnel de la population constitue un enjeu majeur pour les
politiques de santé publique. Une alimentation équilibrée et appropriée aux besoins des
individus est un facteur de protection de la santé. Une malnutrition protéino-énergétique ou
des carences en nutriments essentiels (acides gras essentiels, fer ou vitamines C, B1, B3 et D)
peuvent entrainer une perte de poids involontaire, une desquamation de la peau, une fragilité
osseuse ou des problémes cardiaques. A I’inverse, une alimentation trop riche en calories par
rapport a la dépense énergétique peut conduire au surpoids et a 1I’obésité. Aux Etats-Unis, plus
de 33% des adultes sont obeses (Ogden et al., 2014) contre 15% en France (Eschwege et al.,
2015). L’accumulation excessive de graisses dans le tissu adipeux augmente fortement les
risques d’apparition de diabete de type 2 (non insulinodépendant), d’accidents cardio-

vasculaires et de certains cancers (cesophage, pancréas, colon-rectum, seins et reins).

Face a I’augmentation de la prévalence de I’obésité, des plans de santé publique ont vu le
jour, tel le Programme National Nutrition Santé (PNNS) lancé en 2001 en France et complété
en 2010 par le Plan Obésité (PO). Le but principal du PNNS est de réduire 1’obésité et le
surpoids dans la population, en incitant a pratiquer une activité physique réguliere et en
améliorant les pratiques alimentaires et la qualité des apports nutritionnels. Si certains
objectifs ont été atteints (apport en sel réduit, consommation de fruits accrue), I’augmentation
de la prévalence de 1’obésité s’est poursuivie en France entre 2009 et 2012 (de 14,5 a 15%)
avec néanmoins une tendance significative a la décélération (Eschwege et al., 2015). Des
données épidémiologiques, collectées dans neuf pays, montrent effectivement une
stabilisation, voire méme une diminution de la prévalence de 1’obésité, essentiellement chez

les enfants (Olds et al., 2011).

Pendant plusieurs décennies, il a été conseillé de limiter la part des lipides dans
I’alimentation, ceux-ci étant considérés comme responsables de 1’augmentation des maladies
cardio-vasculaires et de 1’obésité (Keys et al., 1984). Pourtant, outre leur role énergétique, les
lipides sont les précurseurs de molécules régulant les fonctions cellulaires (prostaglandines,
hormones stéroides), les constituants obligatoires de certaines structures (phospholipides des
membranes) et ont un effet protecteur contre certains cancers et contre les accidents
vasculaires. Tous les acides gras n’ont pas les mémes propriétés et effets sur la santé, d’ou

I’importance de ne pas les considérer en bloc et d’en privilégier certains dans son régime

20



alimentaire, comme le recommande I’ Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (ANSES) dans

ses Apports Nutritionnels Conseillés (ANC, 2010).

Le laboratoire de Biochimie et Nutrition Humaine d’Agrocampus Ouest (USC 1378,
INRA, Rennes) conduit des recherches sur le métabolisme et les roles nutritionnels des acides
gras. L’objectif général de ces recherches est de mieux comprendre les voies métaboliques et
les mécanismes d’utilisation des acides gras (alimentaires et synthétisés dans I’organisme),
afin de pouvoir expliquer et définir les besoins nutritionnels chez I’ Homme. L’équipe au sein
de laquelle j’ai effectué mon doctorat s’intéresse plus particulierement aux rdles
physiologiques des acides gras saturés. Si depuis 1997 les recherches menées par I’équipe
étaient focalisées sur I’acide myristique (C14:0), ce sont les acides gras saturés a chaine
moyenne (AGCM, 6 a 10 carbones) que j’ai étudiés, plus particulierement I’acide octanoique
(C8:0). Cette thématique de recherche est financée par le CNIEL (Centre national
interprofessionnel de 1’économie laitiere), la matiere grasse laiticre étant une des seules

sources d’acides gras saturés a chaine moyenne.

Les travaux de theése sont présentés dans ce manuscrit intitulé « Impact de D’acide
octanoique alimentaire sur ’octanoylation de la ghréline, chez le rat ». Une synthese
bibliographique fera, dans un 1% temps, le point sur les données relatives aux propriétés
métaboliques et physiologiques des AGCM et plus particulierement sur le role du C8:0 sur
I’octanoylation de la ghréline. Apres une présentation générale des objectifs de recherche, les

résultats seront présentés dans quatre parties consacrées a :

A) l’effet de la consommation chronique d’acide octanoique a différentes doses sur I’axe
ghréline-Ghréline O-Acyltransférase (GOAT) et sur le métabolisme, chez le rat adulte ;

B) la démonstration de 1’absorption gastrique de ’acide octanoique (ingéré sous forme de
triglycéride) par inhibition de la lipase préduodénale et 1’effet de cette inhibition sur la
concentration plasmatique en ghréline acylée, chez le raton ;

C) I’étude préliminaire du métabolisme du C8:0 dans les cellules gastriques in vitro, comparé
au métabolisme dans les hépatocytes ;

D) I’étude préliminaire de 1’activité de la ghréline O-Acyltransférase (GOAT) in vitro,

enzyme responsable de 1’octanoylation de la ghréline.
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Pour chaque partie, le contexte et les objectifs ainsi que les méthodologies expérimentales
utilisées seront détaillé€s, suivis des résultats des recherches et d’une discussion. Ce mémoire

se terminera par une discussion générale, accompagnée des perspectives.
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Tableau 1. Propriétés physico-chimiques des AGCM (C6:0, C8:0, C10:0) en
comparaison d’AGCL (C16:0, C18:1 n-9)

C6:0 C8:0 C10:0 C16:0 C18:1 (n-9)

Masse molaire 116,15 14421 172.26 256,42 282.46
(g/mol)
Point (ile fusion 3.4 16,5 31,9 62,5 13,4
°C)
egey 2 [
SOIUblllt? dal(l)s I'eau 11 0,68 0,15 non soluble  non soluble
(g/La20°C)
Tension superficielle 234 23.7 25,0 28,2 32,8
(dyn/cm)
Densité (a 20 °C) 0,93 0,91 0,89 0.85 0.89

pKa (a 25 °C) 4,88 4,89 4,90 4,75 5,02



Cette synthese bibliographique a pour objectif de présenter le groupe des acides gras
saturés a chaine moyenne (AGCM) en détaillant plus spécifiquement les caractéristiques de
lére

I’acide octanoique (acide caprylique, C8:0), capable d’acyler la ghréline. La partie

présentera les spécificités métaboliques des AGCM, de leur digestion a leur utilisation
2éme

cellulaire, comparées a celles des acides gras a chaine longue (AGCL). Dans la partie, les

propriétés physiologiques des AGCM ainsi que leurs utilisations dans le cas de certaines
3éme

pathologies seront détaillées. Une partie s’intéressera a I’octanoylation de la ghréline par

la ghréline O-acyltransférase (GOAT) et aux effets de cette acylation.

1. Métabolisme des AGCM : synthese, digestion, absorption
et utilisation cellulaire

1.1. Définition des AGCM

Les acides gras sont divisés en deux groupes : les saturés (AGS) et les insaturés (AGI). La
différence entre ces deux classes est l'absence (pour les AGS) ou la présence (pour les AGI)
d'au moins une double liaison dans la chaine hydrocarbonée. Les acides gras sont également
différenciés selon le nombre de carbones qui les constituent. Les acides gras a chaine longue
(AGCL) possedent 12 carbones ou plus. En dessous de 12 carbones, il s’agit d’acides gras a
chaine moyenne (AGCM) constitués de 6 a 10 carbones, et d’acides gras a chaine courte

(AGCC) avec moins de 6 carbones.

Les acides gras qui constituent la famille des AGCM sont donc I’acide caproique ou
hexanoique (acide carboxylique a 6 carbones, noté C6:0), I’acide caprylique ou octanoique
(C8:0) et I’acide caprique ou décanoique (C10:0). Il arrive parfois que 1’acide dodécanoique
ou laurique (C12:0) soit inclus parmi les AGCM, mais cet acide gras possede les
caractéristiques physico-chimiques des acides gras a chaine plus longue et ne sera pas
considéré ici comme un AGCM. Les AGCM se distinguent des AGCL par leurs
caractéristiques physico-chimiques (Tableau 1): des points de fusion bas, une grande

solubilité dans les milieux aqueux et une tension superficielle avec 1’eau inférieure a celle des
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Figure 1. Synthése de novo des AGCM dans les cellules de la glande
mammaire en lactation

L’acétyl-CoA est carboxylé en malonyl-CoA par I'acétyl-CoA carboxylase (ACC), puis condensé
avec de I'acétyl-CoA, décarboxylé, réduit et déshydraté et réduit une 2°™ fois par I'Acide
gras synthase (FAS) (Wakil et al., 1983). A chaque tour d’hélice, I'acide gras formé est allongé
de deux carbones. Contrairement au foie et au tissu adipeux, la thioestérase présente dans
les cellules de la glande mammaire permet de libérer les acides gras avant qu’ils n’atteignent
une longueur de chaine de 16 carbones (C4:0 a C14:0).

RE : réticulum endoplasmique



AGCL. Ces caractéristiques physico-chimiques ont de nombreuses conséquences sur le

métabolisme des AGCM et sur leurs propriétés physiologiques.

1.2. Origines endogene et alimentaire des AGCM

1.2.1. Synthése de novo des AGCM
Contrairement aux AGCL qui sont synthétisés principalement dans le foie, le cerveau et le
tissu adipeux, la syntheése de novo des AGCC et AGCM (C4:0 a C10:0) a seulement été

décrite dans la glande mammaire en lactation. Les 1%

étapes de la synthese des acides gras a
chaine courte, moyenne ou longue sont identiques et se déroulent dans le cytosol (Figure 1)

(Wakil et al., 1983) :

- Un acétyl-CoA est carboxylé en malonyl-CoA par I’acétyl-CoA carboxylase (ACC).

- L’étape suivante est catalysée par un complexe multienzymatique, 1’acide gras synthase
(FAS, Fatty acid synthase) (Griffin, 2004). Un acyl-CoA a 4 carbones (butyryl-CoA) est
formé, a partir d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA, par un cycle de quatre réactions :
condensation des deux substrats et décarboxylation (avec libération de CO,), 1o

2°M¢ réduction.

réduction, déshydratation,
- La répétition de ces quatre réactions, appelée hélice de Wakil (Wakil et al., 1983), conduit

a I’élongation de 1’acyl-CoA par groupe de deux carbones a chaque cycle.

Dans le foie, le cerveau et le tissu adipeux, la réaction s’arréte quand 1’acyl-CoA comporte
16 carbones (palmitoyl-CoA). Le palmitoyl-CoA est hydrolysé par la thioestérase I, incluse
dans le complexe FAS, qui libere 1’acide palmitique dans le cytosol (Singh et al., 1984). Dans
la glande mammaire en lactation, en revanche, I’acyl-CoA peut étre hydrolysé et libéré du
complexe FAS avant d’avoir atteint une longueur de 16 carbones, permettant ainsi la synthese
d’AGCM. Chez les mammiferes non-ruminants, la libération d’AGCM est due a la présence
de la thioestérase Il cytosolique, indépendante du complexe FAS (Libertini et al., 1978). Chez
le ruminant, cette synthese est catalysée par la thioestérase I, mais celle-ci posseéde une
affinité plus forte que dans les autres tissus pour les acyl-CoA a chaine plus courte (Kumar et
al., 1981). Dans les hépatocytes, une B-oxydation peroxysomale de I’acide palmitique (C16:0)

conduisant a un raccourcissement partiel de la chaine carbonée en acide myristique (C14:0) a
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Tableau 2. Teneur en AGCM dans les laits de différentes especes

Chienne
Cobaye
Femme

Jersey

Holstein

Chevre
Brebis
Jument
Rate

Lapine

Cé6:0 C8:0 C10:0 X AGCM
0 0 Traces 0
0 0 0 0

0.2 0.5 1 1.7
5 2.4 4.8 12.2
29 1.4 2.3 6.6
6.9 5.8 7.9 20.6
3.4 2.3 34 9.1
0.7 2.4 12.3 15.4
0 5.8 16.5 223
0 25 20 45

Les valeurs en % d’acide gras totaux (% AGT) constituent des ordres de grandeur de la teneur

en AGCM. La composition du lait étant fortement dépendante du régime alimentaire et

d’autres facteurs (phase de lactation, génétique), des valeurs différentes peuvent étre

mesurées.



été observée (Rioux et al., 2007), mais il ne semble pas que cela puisse conduire a la synthese

d’acides gras a chaline moyenne.

1.2.2. Sources alimentaires naturelles et synthétiques des AGCM

Les matieres grasses alimentaires, d’origine animale ou végétale, sont principalement
constituées d’AGCL (> 12 carbones) mais il existe quelques sources naturelles d’AGCM.
C’est le cas des produits laitiers qui contiennent des acides gras a chaine courte et moyenne.
L’abondance de ces acides gras dans la matiere grasse laitiere varie fortement selon 1’age,
I’espece, la race, la phase de lactation et le régime alimentaire. Les teneurs moyennes en C6:0,
C8:0 et C10:0 dans les laits de diverses especes animales sont présentées dans le Tableau 2.
Le C8:0 représente entre 0 et 0,5% des acides gras totaux (AGT) dans le lait humain (Jensen,
1996), 1-2% dans le lait de vache (Jensen et al., 1990), 3-6% dans le lait de chevre (Alonso et
al., 1999), 5-6% dans le lait de rate (Fernando-Warnakulasuriya et al., 1981) et atteint 15-18
% dans le lait de lapine (Perret, 1980). Les AGCM sont présents sous forme de triacylglycérol
(ou triglycéride) constitué d’une molécule de glycérol estérifiée avec trois acides gras. Les
AGCM du lait sont essentiellement estérifiés en position sn-3 des triglycérides dans les laits

de vache (Jensen et al., 1990), de rate (Staggers et al., 1981) et de femme (Jensen, 1996).

L’huile de coprah et ’huile de palmiste (extraite des noyaux du fruit du palmier a huile)
sont des sources végétales naturelles d’AGCM. La part d’acides gras avec moins de 14
carbones s’éleve a plus de 50% des acides gras totaux (AGT) dans ces huiles, dont 6 a 10%
d’acide octanoique dans I’huile de coprah et 2 a 5% dans I’huile de palmiste (Karleskind,
1992). Ces huiles contiennent une quantité importante d’acide dodécanoique (respectivement
39 a 54% et 44 a 51% des AGT) et d’acide décanoique (5 a 10% et 3 a 5% des AGT). Les
AGCM des huiles de coprah et palmiste sont estérifiés en position sn-1 et sn-3 des

triglycérides.

Il existe des sources synthétiques de triglycérides a chaine moyenne (TCM) appelés huiles
TCM. Ces huiles sont produites par hydrolyse des huiles de coprah et de palmiste suivie d’une
purification des AGCM puis d’une réestérification. Les huiles TCM contiennent presque
exclusivement du C8:0 et du C10:0 avec un ratio compris entre 50:50 et 80:20 (Bach et al.,

1982).
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Tableau 3. Apports nutritionnels conseillés en acides gras, pour un adulte
consommant 2000 kcal/jour (2010)

Lipides totaux 35-40
Acide linoléique (C18:2 n-6) 4
Acides gras . . :
. A -linolé 18:3 n- 1
indispensables cide a-linolénique (C18:3 n-3)
Acide docosahexaénoique (DHA) 250 mg
Acide eicosapentaénoique (EPA) 250 mg
Acide laurique (C12:0)
Acide myristique (C14:0) <8
Acides gras : ..
. e Acide palmit C16:0
non indispensables cide palmitique ( )
Acides gras saturés totaux <12
Acide oléique (C18:1 n-9) 15-20

Autres AG non indispensables -

Valeurs en % de I'apport énergétique total (AET)



1.2.3. Apport en AGCM dans I'alimentation et apports nutritionnels conseillés

Dans les régimes alimentaires occidentaux, les AGCM représentent moins de 2% de
I’apport énergétique total (AET) et sont essentiellement d’origine laitiere. Cette valeur peut
étre plus élevée dans les régimes alimentaires asiatiques, ou les huiles de coprah et de
palmiste sont plus couramment consommées. La consommation d’huile TCM augmente
I’apport énergétique en AGCM, mais cette huile est surtout utilisée en nutrition clinique

(orale, entérale ou parentérale) (Takeuchi et al., 2008).

Il n’y a pas d’apports nutritionnels conseillés spécifiques pour les AGCM (Tableau 3,
ANC 2010). Ce ne sont pas des acides gras dits essentiels et leur éviction ne semble pas
entrainer de conséquences néfastes sur la santé. L’ ANSES a fixé 1’apport maximal en acides
gras saturés a 12% de 1’apport énergétique total (AET) pour un apport journalier total de 2000
kcal, dont 8% pour la somme du C16:0, C14:0 et C12:0. Ainsi, les 4% restants correspondent
a I’apport maximal en C20:0, C18:0, C10:0, C8:0, C6:0 et C4:0. On peut estimer par
déduction qu’environ 2% de I’AET sont apportés par le C20:0, C18:0 et que les 2% restants

sont apportés par les autres acides gras (C4:0 au C10:0).

1.3. Digestion des AGCM, comparés aux AGCL

Environ 95% des lipides alimentaires provenant des graisses animales, des produits laitiers
ou des huiles végétales sont des triglycérides, 4,5% des phospholipides et 0,5% des esters de
cholestérol. Sous ces formes, les lipides ne sont pas absorbables par 1’intestin et doivent donc
étre hydrolysés, par exemple en acides gras libres et en monoglycérides pour les triglycérides.

Les étapes de digestion des AGCM different par rapport aux AGCL (Figure 2).

1.3.1. Emulsification des lipides

La 1% étape de la digestion des lipides est I’émulsification qui correspond a la dispersion
de ces lipides dans le milieu aqueux, sous forme de gouttelettes. Pour les AGCM d’origine
laitiere, cette étape est tres courte (voire inexistante) puisque les lipides laitiers sont déja
émulsifiés. Dans le cas général, I’émulsification commence des la cuisson des aliments, se
poursuit avec la mastication et finit dans le tractus digestif (Armand et al., 1996).
L’émulsification se fait lentement dans I’estomac, sous 1’action de mouvements péristaltiques
qui fragmentent les gouttes lipidiques en gouttelettes, et par la présence de composés
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Figure 2. Digestion et absorption des AGCM, comparé aux AGCL

Apres ingestion des triglycérides (TG) alimentaires, I’hydrolyse des triglycérides a chaine
moyenne (TCM) commence trés rapidement, dans la cavité buccale chez le rat et dans
I’estomac chez 'Homme, sous I'action de la lipase préduodénale qui agit préférentiellement
en position sn-3 des TG. L’hydrolyse des TCM est complétée dans l'intestin par la lipase
pancréatique. Les AGCM ainsi libérés sont absorbés au niveau duodénal et jéjunal puis sont
transportés jusqu’au foie ou ils sont catabolisés, en passant par la veine porte sous forme
non estérifiés, liés a I'albumine. Il est probable que la libération précoce des AGCM permette
également leur absorption dans I'estomac. Les triglycéride a chaine longue (TCL) sont
hydrolysés plus lentement essentiellement par la lipase pancréatique, absorbés dans
I'intestin, réestérifiés avec les 2-monoacylglycérol (2-MAG) également absorbés par les
entérocytes, incorporés dans les chylomicrons et transportés jusqu’aux organes
périphériques.



amphiphiles (protéines et phospholipides du bol alimentaire) qui stabilisent les gouttelettes en
se positionnant a I’interface huile-eau. Le processus s’accélere dans l'intestin grace a la
sécrétion des sels biliaires et pancréatiques (Igbal et al., 2009; Mu et al., 2004). Les sels
biliaires abaissent la tension superficielle a I'interface huile-eau, diminuant la taille des
gouttelettes. Les propriétés physico-chimiques des AGCM (Tableau 1) facilitent
I’émulsification des triglycérides a chaine moyenne (TCM) en comparaison des triglycérides a
chaine longue (TCL). L’émulsification augmente la surface d’interface eau-huile, ce qui va

2éme

permettre aux lipases digestives d’agir et d’amorcer la étape de la digestion.

1.3.2. Lipolyse des AGCM estérifiés par les lipases digestives

1.3.2.1. Roles des lipases digestives gastro-intestinales

La lipolyse gastro-intestinale est une étape clef de la digestion des lipides qui implique des
mécanismes physico-chimiques, biochimiques et enzymatiques. Plusieurs lipases
(triacylglycérol hydrolases, EC 3.1.1.3) participent a la lipolyse. Ces enzymes catalysent
I’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres et diglycérides puis monoglycérides, qui
vont pouvoir étre absorbés par les entérocytes. Ainsi, les substrats des lipases sont
hydrophobes alors que ces enzymes hydrophiles sont dans la phase aqueuse. Pour que les
lipases soient actives, elles doivent donc se placer a I’interface huile-eau, mise en place suite a
I’émulsification des graisses. L’augmentation de la surface d’interface huile-eau lors de
I’émulsification favorise le phénomene physico-chimique d’adsorption des lipases (Aloulou et
al., 2006). Chez de nombreuses especes animales, deux lipases digestives principales sont
responsables de ’hydrolyse des triglycérides. La longueur de chaine des acides gras influe sur

la lipolyse par les lipases.

1.3.2.2. Lipases préduodénales et libération précoce des AGCM
1.3.2.2.1. Origines des lipases préduodénales

La lipolyse des triglycérides alimentaires commence rapidement apres leur ingestion, sous
I’action de la lipase préduodénale. La synthese et la sécrétion de cette enzyme ne se font pas
au méme niveau du tractus digestif selon les especes. Elle est d’origine linguale chez le rat et
la souris, produite dans les glandes séreuses de Von Ebner (Fernando-Warnakulasuriya et al.,
1981; Roberts et al., 1984), d’origine pharyngiale chez le veau, I’agneau et le cabri
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(Timmermans et al., 1996) et d’origine gastrique chez le cobaye, le chat, le chien, le cheval,
I’Homme, le lapin, le porc et le singe (Carriere et al., 1993b; Moreau et al., 1988a). Quel que
soit le lieu de synthese des lipases préduodénales, elles sont le produit d’un seul gene,
orthologue chez toutes les especes. Pourtant, de nombreuses publications anciennes ou
récentes, font référence a la lipase linguale humaine (Jensen et al., 1982; Kawai et al., 2003;
Kulkarni et al., 2014; Liao et al., 1984), mais il s’agit d’une extrapolation des résultats
observés en modele murin. La mesure de I’activité lipolytique des triglycérides dans des
homogénats des différentes régions du tractus digestif obtenus a partir de dons d’organes
humains a montré sans ambiguité que seuls les homogénats d’estomacs contenaient la lipase

préduodénale (Moreau et al., 1988b).

La lipase linguale de rat a été la premicre lipase préduodénale a étre purifiée et clonée
(Docherty et al., 1985). 1l s’agit d’une glycoprotéine d’environ 52 kDa. Une séquence
hydrophobe de 18 acides aminés a été identifiée. La séquence protéique de la lipase linguale
de rat présente peu d’homologies avec la lipase pancréatique, excepté pour 6 acides aminés
(a.a) proches de la sérine 152 essentielle a I’action catalytique (Winkler et al., 1990). La lipase
gastrique humaine a été la seconde lipase préduodénale clonée (Bodmer et al., 1987). La
séquence d’a.a. présente 78 % d’homologie avec la lipase linguale de rat et peu d”’homologies
avec la lipase pancréatique. Les autres lipases préduodénales sont toutes des glycoprotéines
(15 % environ de glucides) d’environ 45 a 51 kDa, le poids moléculaire variant selon le degré

de glycosylation.

1.3.2.2.2. Lipolyse des AGCM estérifiés par les lipases préduodénales
1.3.2.2.2.1. Spécificités des lipases préduodénales

Les lipases préduodénales présentent plusieurs spécificités d’action. Premieérement, ces
enzymes ont une activité élevée sur les triglycérides, plus faible sur les diglycérides et quasi
nulle sur les monoglycérides. Elles n’hydrolysent ni les phospholipides, ni les esters de
cholestérol. Deuxiemement, elles agissent en priorité sur les acides gras estérifiés en position
sn-3 des triglycérides et plus faiblement en position sn-1 des diglycérides (Carriere et al.,
1997; Liao et al., 1984). Ainsi, les produits majoritaires de la lipolyse des lipases

préduodénales in vivo sont les 1,2-diglycérides, les 2-monoglycérides et les acides gras libres.
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En conséquence de cette spécificité des lipases préduodénales pour I’hydrolyse des positions
sn-1 et sn-3, ’action de ces lipases entraine rapidement la libération des acides gras a chaines
courte et moyenne dans le tractus digestif (Rogalska et al., 1993; Roman et al., 2007; Sams et
al., 2016), ceux-ci étant naturellement présents en position sn-3 des triglycérides d’origine

laitiere, et sn-1 et sn-3 dans les huiles de palmiste et coprah.

Les lipases préduodénales sont actives lorsque le pH est compris entre 2 et 7, avec un
optimum autour de 4-5 (Sams et al., 2016). L activité préférentielle des lipases préduodénales
a pH acide n’est pas due a un effet du pH sur la conformation spatiale de leur site actif mais
au phénomene physico-chimique d’adsorption des lipases, a I'interface huile-eau (Chahinian
et al., 2006). Les lipases préduodénales sont donc actives dans I’estomac mais également dans

le duodénum ou le pH est compris entre 6 et 7 (Roberts et al., 1984).

Les lipases préduodénales restent actives en présence de sels biliaires, de pepsine et sont
stabilisées par la présence de triglycérides et de phospholipides, in vivo et in vitro (Roberts,
1988). Elles sont en revanche inhibées par certains produits de la réaction qu’elles catalysent,
c’est-a-dire par les acides gras libres et les monoglycérides a chaine longue qui s’accumulent
a l'interface huile-eau. Cet effet inhibiteur des produits de la lipolyse gastrique est levé
lorsque le bol alimentaire est vidangé dans I’intestin, sous I’action des sels biliaires et
pancréatiques. Les acides gras a chaines moyenne et courte n’inhibent pas la lipase

préduodénale.

L’activité des lipases préduodénales est plus forte chez le jeune (chez ’Homme (Hamosh
et al., 1981) et le rat (Hamosh et al., 1978)) et diminue significativement avec 1’age. Une
étude post-mortem chez ’homme (Moreau et al., 1988b) a observé que ’activité lipolytique
passait de 4700 U/g de muqueuse fundique chez un sujet de 50 ans a 700 U/g chez une

personne de plus de 60 ans.

1.3.2.2.2.2. Importance physiologique des lipases préduodénales

Les lipases préduodénales sont décrites comme jouant deux rdles principaux dans la
digestion des lipides. Premi¢rement, ces enzymes permettent la libération précoce d’AGCM
dans le contenu gastrique. Cela est particulierement important en contexte périnatal ou les

AGCM du lait vont pouvoir étre hydrolysés puis absorbés tres rapidement pour étre utilisés
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comme source d’énergie. Sachant que ’activité de la lipase pancréatique n’est pas optimale
aux stades précoces de développement, le role de la lipase préduodénale est d’autant plus
significatif physiologiquement. Deuxieémement, 1’action de la lipase préduodénale facilite
I’action de la lipase pancréatique (Gargouri et al., 1986a). En effet, la libération dans
I’estomac de diglycérides et de monoglycérides, plus polaires que les triglycérides, favorise
I’émulsification (en plus des contractions péristaltiques). Par la suite, la lipase pancréatique va
pouvoir étre adsorbée plus rapidement au niveau de I’interface huile-eau et étre active tres peu

de temps apres la vidange gastrique.

1.3.2.2.2.3. Contribution a la lipolyse totale

Pendant de nombreuses années, la contribution des lipases préduodénales a la lipolyse
totale des triglycérides alimentaires a été sujette a controverse. Une étude chez des veaux
souffrant d’insuffisance pancréatique observait que 50% des lipides laitiers étaient digérés a la
sortie du jéjunum, contre 60% chez des veaux sains et que 70% des lipides étaient absorbés,
en absence de sucs pancréatiques, grace a I’action de la lipase préduodénale (Gooden et al.,
1973). Une autre étude chez des patients atteints de la mucoviscidose, ayant une baisse
d’excrétion de la lipase pancréatique, montrait une activité importante de la lipase gastrique
dans le duodénum. En absence d’activité de la lipase pancréatique, 40 a 70% des graisses
alimentaires étaient hydrolysées et absorbées (Abrams et al., 1984). Certains travaux in vitro
suggéraient également que les lipases préduodénales agissaient préférentiellement dans le
duodénum (Gargouri et al., 1986a) en synergie avec la lipase pancréatique (Gargouri et al.,
1986b) tandis que d’autres travaux montraient que ces enzymes purifiées étaient inhibées par
la lipase pancréatique (Bernbidck et al., 1987) et donc inactivées dans ’intestin (Roberts,
1988). Finalement, d’apres une étude effectuée chez le chien, il semblerait que la lipase
gastrique hydrolyse 17,5% des acides gras portés par les triglycérides in vivo. Or, sachant que
seulement deux acides gras sur les trois estérifiés en triglycéride doivent étre hydrolysés pour
permettre une absorption intestinale complete, la contribution de la lipase gastrique a la
lipolyse des triglycérides a été estimée plus précisément a 25% de la lipolyse totale, chez le
sujet sain (Carriere et al., 1993). L’activité spécifique de la lipase gastrique est tres forte in
vivo, il a méme été montré qu’elle pouvait réaliser la lipolyse complete d’un repas test in

vitro. Néanmoins, elle est faiblement concentrée dans le suc gastrique ce qui rend nécessaire
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son association avec la lipase pancréatique (Carriere et al., 2000). Chez les patients souffrant
d’insuffisance pancréatique exocrine, cette valeur peut, a priori, atteindre 30% de la lipolyse

totale grace a une sécrétion accrue de lipase préduodénale (Carriere et al., 2005).

1.3.2.3. Role de la lipase pancréatique

La lipolyse des triglycérides, amorcée dans I’estomac, se poursuit et s’acheve dans
I’intestin, apres vidange du contenu gastrique. Le pancréas, organe endocrine et exocrine,
sécrete dans la lumiere intestinale les sucs pancréatiques contenant plusieurs lipases dont la
lipase pancréatique. Deés les premieres sections de I'intestin gréle, la lipase pancréatique
hydrolyse une part importante des triglycérides (Lowe, 2002). La lipase pancréatique est,
comme la lipase préduodénale, une enzyme qui agit a I’interface huile-eau (Benzonana et al.,
1965; Sarda et al.,, 1958). Elle hydrolyse spécifiquement les positions sn-1 et sn-3 des
triglycérides et libere des 2-monoglycérides et des acides gras libres (Mattson et al., 1968).
Pour pouvoir hydrolyser les triglycérides, la lipase pancréatique requiert la présence d’une
colipase, présente dans les sucs pancréatiques sous forme de pro-colipase et activée dans la
lumiere intestinale par la trypsine apres clivage d’un pentapeptide N-terminal. La colipase, en
se fixant a la surface des gouttelettes lipidiques, permet a la lipase pancréatique d’accéder aux
triglycérides malgré la présence des acides biliaires a I’interface huile-eau. Son adsorption a la
surface des globules est facilitée par les AGCL (Gargouri et al., 1989). La sécrétion
pancréatique exocrine est controlée par des hormones gastro-intestinales et pancréatiques a
I’action stimulatrice (sécrétine, cholécystokinine (CCK), motiline) ou inhibitrice

(somatostatine, polypeptide pancréatique, peptide YY (PYY)).

L’altération de la lipolyse, en cas d’une insuffisance pancréatique exocrine qui peut
apparaitre suite a une pancréatite (inflammation du pancréas), un cancer (obstruction des
canaux pancréatiques par une tumeur) ou dans certaines maladies génétiques altérant la
fonction exocrine (mucoviscidose), entraine une malabsorption des graisses et une
malnutrition caractérisée par une stéatorrhée et une perte de poids (Buscail et al., 2010). Une
supplémentation en extraits pancréatiques (d’origine porcine) permet de rétablir 1’absorption

normale des graisses.
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1.3.2.4. Inhibiteurs de lipases

Les inhibiteurs des lipases digestives sont utilisés en traitement pharmacologique pour
favoriser une perte de poids chez des patients en surpoids ou obeses. L’Orlistat (Xenical®) est
un inhibiteur des lipases digestives préduodénale et pancréatique et est commercialisé dans de
nombreux pays (Hill et al., 1999). La prise d’Orlistat permet de limiter 1’absorption des
graisses d’environ 30 % (Hauptman et al., 1992; McNeely et al., 1998) mais elle est associée
a des effets secondaires génants (diarrhée, incontinence fécale, douleurs abdominales). De
plus, I’Orlistat réduit également I’absorption des vitamines liposolubles et des acides gras
essentiels de la famille des ®3 (Cruz-Hernandez et al., 2010), ce qui peut favoriser les
carences. Les effets de 1’Orlistat sur certaines hormones digestives ont été étudiés chez le rat
(Porsgaard et al., 2003) et ’'Homme (Ellrichmann et al., 2008) et une diminution de la
sécrétion des hormones anorexigenes (CCK, PYY) a été observée, ce qui pourrait contribuer a

la reprise de poids observée chez les patients utilisant ce médicament.

1.3.3. Absorption des AGCM dans le tractus-digestif

Les AGCM sont précocement libérés dans le tractus digestif sous ’action de la lipase
préduodénale et donc, rapidement absorbables par les entérocytes. Ainsi, ces acides gras
pénetrent la muqueuse intestinale deés le niveau duodénal, par simple diffusion sous forme
protonée. Pour les acides gras a chaine plus longue et les 2-monoglycérides, la diffusion a
travers la membrane des entérocytes se déroule €galement de maniere passive, lorsque la
concentration en acides gras libres dans la lumicre intestinale est plus élevée que dans les
cellules (Hussain, 2014). Quand ce n’est pas le cas, 1’absorption est rendue possible par un
transport actif protéique. Plusieurs protéines, notamment le cluster de différentiation 36 (CD

36) (Abumrad et al., 1998) sont impliquées dans le transport actif des lipides.

Apres avoir franchi la membrane des cellules intestinales, les AGCL sont transportés par
la protéine I-FABP (Intestinal Type Fatty Acid Binding Protein) entérocytaire et activés dans
le cytosol en acyl-CoA, par I’acyl-CoA synthétase. Puis, les AGCL sont réestérifiés dans le
réticulum endoplasmique (RE) avec les 2-monoglycérides en triglycérides. Les triglycérides
ainsi formés sont empaquetés dans les chylomicrons sous I’action des protéines MTTP

(Microsomal Triglyceride Transfer Protein) et sécrétés dans le systeme lymphatique, puis
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dans la circulation sanguine, pour atteindre les organes périphériques (Hussain, 2014). Or, la
protéine [-FABP et I’acyl-CoA synthétase ont peu d’affinités pour les AGCM. Par
conséquent, ces derniers quittent les entérocytes et passent tres rapidement dans la veine porte

qui irrigue le foie, sous forme non estérifiés et liés a I’albumine (Bach et al., 1982).

Il est possible qu'une partie des AGCM libérés dans 1’estomac (plus particulierement
I’acide octanoique) par la lipase préduodénale (Aw et al., 1980; Egelrud et al., 1971) soit
absorbée au niveau de la muqueuse gastrique (Perret, 1980). Cependant, la quantité d’acides
gras impliquée dans cette absorption gastrique, le mécanisme d’absorption et le devenir des

AGCM ne sont pas connus (Lai et al., 1998; Perret, 1980).

1.4. Utilisation cellulaire des AGCM dans le foie
1.4.1. Entrée des AGCM dans la matrice mitochondriale

Les AGCM alimentaires circulent par la veine porte, qui irrigue le foie, puis sont captés
par les hépatocytes. Une fois dans le cytoplasme, ces acides gras vont rapidement traverser la
double membrane des mitochondries. En effet, contrairement aux AGCL, les AGCM ne
requierent pas 1’action de la carnitine palmitoyl transférase (CPT, EC 2.3.1.21) pour entrer
dans la matrice mitochondriale (Papamandjaris et al., 1998). Les enzymes responsables de la
syntheése des triglycérides et des phospholipides ont peu d’affinités pour les AGCM ce qui
explique que ces derniers ne soient pas stockés dans le foie (Papamandjaris et al., 1998),
excepté dans les hépatocytes isolés de lapereau a la naissance, effet disparaissant avec 1’age

(Pégorier et al., 1989).

1.4.2. Activation des AGCM en acyl-CoA par les ACSM

Les AGCM sont ensuite activés en acyl-CoA dans la matrice mitochondriale des
hépatocytes par des Acyl-CoA synthétases spécifiques des chaines moyennes, les ACSM
(pour Medium-chain Acyl-CoA synthetase, EC 6.2.1.2) (Kochan et al., 2009; Watkins, 1997).
Sur les 26 acyl-CoA synthétases connues, sept ont été identifiées comme spécifiques des

AGCM : les ACSM 1, 2A, 2B, 3,4, 5 et 6.
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1.4.3. B-oxydation mitochondriale des AGCM

Les AGCM activés en acyl-CoA sont ensuite B-oxydés dans la matrice mitochondriale
(Babayan, 1987) selon la méme chaine de réaction que les AGCL (hélice de Lynen). Leur
catabolisme va permettre la formation d’acétyl-CoA qui pourra étre oxydé dans le cycle de
Krebs ou réutilisé dans des voies de syntheése et la formation de NADH et de FADH,,
nécessaires a la production d’ATP dans la chaine respiratoire. Les AGCM sont plus fortement
oxydés que les AGCL, chez le rongeur (Crozier et al., 1987; Noguchi et al., 2002) et chez
I’Homme (Metges et al., 1991; St-Onge et al., 2003b).

1.4.4. Autres voies cataboliques des AGCM

En plus de la B-oxydation mitochondriale, la B-oxydation peroxysomale peut dégrader les
acides gras. Cependant, il est peu probable que les AGCM empruntent cette voie, celle-ci
étant réservée aux acides gras a chaine treés longue (Reubsaet et al., 1988) qui sont raccourcis
puis a-oxydés dans les peroxysomes ou redirigés dans les mitochondries pour que la -

oxydation soit complete (Figure 3).

Quand le substrat de la B-oxydation mitochondriale est en exces, les AGCM peuvent étre
w-oxydés dans le réticulum endoplasmique (RE) et transformés en acides dicarboxyliques
suite a une réaction utilisant de 1’0, et entrainant la réduction de cofacteurs. Les acides
dicarboxyliques peuvent ensuite é&tre P-oxydés dans la mitochondrie, en acides
dicarboxyliques raccourcis (Christensen et al., 1991; Wanders et al., 2011). L’w-oxydation

évite I’accumulation d’acides gras libres dans la cellule.

Dans certains cas, dépendants de la quantité d’AGCM ingérés et de la durée du régime,
une forte B-oxydation peut conduire a une concentration d’acétyl-CoA trop importante par
rapport a la quantité d’acide oxaloacétique disponible, nécessaire pour 1’oxydation dans le
cycle de Krebs. Dans ces cas, il a été décrit que 1’acétyl-CoA est utilisé pour la production de
corps cétoniques (utilisables dans le cceur et le cerveau) (Pégorier et al., 1988; Tsuji et al.,
2001; Van Wymelbeke et al., 2001) ou pour la synthese de novo d’AGCL (Christensen et al.,

1989). Une augmentation de la lipogenese dans le foie a effectivement été observée, due a la
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synthese de novo d’AGCL, suite a une consommation de régime contenant 40 % en masse de

TCM (Carnielli et al., 1994; Hill et al., 1990).

1.5. Utilisation cellulaire des AGCM dans les tissus périphériques

Etant donné I’'importance quantitative du captage hépatique des AGCM, leur rdle sur les
autres organes est minime, excepté pour I’utilisation des corps cétoniques dans le cerveau et le
ceeur (Bach et al., 1980). Cependant, lorsqu’ils sont ingérés en quantité importante, une faible
part des AGCM peut suivre la voie classique des AGCL dans les entérocytes, ou échapper au
catabolisme hépatique et atteindre les tissus périphériques. Mais, a I'instar du foie, les autres
organes incorporent peu les AGCM et ceux-ci sont B-oxydés dans les mitochondries
(indépendamment du systéme carnitine-acylcarnitine). Ainsi, chez le nourrisson recevant une
formule infantile commerciale contenant plus de 30 % de C8:0 (Sarda et al., 1987) ou chez le
rat nourri pendant 6 semaines avec des régimes hyperlipidiques a base d’huile TCM (46.8 %
des AET) (Han et al., 2003), seule une tres faible quantit¢ d’AGCM est retrouvée dans les
tissus adipeux. Lorsque des TCM radiomarqués sont administrés par voie intraveineuse chez
le rat, 90 % de la radioactivité est retrouvée dans le CO, expiré apres 24 h (Johnson et al.,
1990), preuve que le catabolisme des AGCM est important dans les tissus périphériques. Les
AGCM peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique et étre oxydés dans le cerveau

(Ebert et al., 2003).

2. Effets physiologiques et intéréts thérapeutiques des AGCM

La consommation des AGCM entraine des effets physiologiques liés a leurs
caractéristiques métaboliques (c’est-a-dire hydrolyse gastro-intestinale rapide, absorption
précoce et transport spécifique dans la veine porte jusqu’au foie ou ils sont B-oxydés) (Figure

4). Certains des effets qui ont été associés aux AGCM sont néanmoins sujets a controverse.
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2.1. Effets des AGCM sur certains parametres plasmatiques
2.1.1. Effets sur la lipidémie plasmatique

Les lipides sont sécrétés dans la circulation générale sous forme de chylomicrons par les
cellules intestinales et sous forme de lipoprotéines de tres faible densité (VLDL, pour very
low density lipoprotein) par le foie. Les chylomicrons et les VLDL présentent respectivement
a leur surface les apoprotéines (apo) B48 et B100. I a été montré que la surconsommation
d’acides gras saturés (notamment le C16:0) entraine une augmentation du taux plasmatique de
cholestérol, et plus particulierement du cholestérol associé aux LDL (Caggiula et al., 1997;
Hu et al., 1999; Nicolosi, 1997). Une lipidémie plasmatique élevée, en association a d’autres
facteurs de risque (prédisposition génétique, hypertension, sédentarité ou obésité), favorise
I’apparition de plaques d’athérome qui augmentent les risques d’accidents cardiovasculaires

(infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral).

Des études in vitro, réalisées sur des hépatocytes de poulet, ont montré que le C8:0 et le
C10:0, comparés au C16:0, stimulent moins la sécrétion d’apoB, de triglycérides et de
cholestérol, en réduisant l’expression génique de 1’apoB100, mais sans augmenter la
concentration en triglycérides dans les cellules (Sato et al., 2005; Tachibana et al., 2005).
Cependant, ces études ont été réalisées avec des doses tres élevées de C8:0 et C10:0 (1 a 1,2
mM) en comparaison de contréles contenant six fois moins de C16:0 (0,2 mM). Par
conséquent, un effet de cytotoxicité masquant le véritable effet des AGCM ne peut étre exclu.
Néanmoins, une étude réalisée chez la souris a aussi conclu que 1’acide octanoique, comparé
aux acides oléique et linoléique, diminue la sécrétion d’apoB100 dans le sang ainsi que la

triglycéridémie et la cholestérolémie hépatiques (Xie et al., 2002).

Chez I’Homme, des études ayant examiné les effets d’un apport modéré en AGCM (5 a 10
g/jour) en comparaison de TCL (AGMI et AGPI) sur les lipides circulants ont rapporté une
légere diminution des taux de cholestérol LDL et HDL chez des sujets sains pendant 12
semaines (Nosaka et al., 2003) et chez des femmes obeses en restriction calorique forte (580
kcal/jour) pendant 4 semaines (Krotkiewski, 2001). Plus récemment, une étude chez des

obeses présentant une résistance a I’insuline a montré un effet neutre d’une supplémentation
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de courte durée en TCM (4 semaines, 20 g/jour) sur la sécrétion de lipoprotéines (apoB48 et

B100) (Tremblay et al., 2014).

Les effets de hautes doses de TCM (entre 40 et 60 g/jour) ont également été étudiés chez
I’Homme sain ou obese. Plusieurs études ont montré que les régimes riches en TCM
augmentaient la cholestérolémie et la triglycéridémie chez I’Homme a jeun (Cater et al., 1997;
Hill et al., 1989, 1990; Tholstrup et al., 2004; van Schalkwijk et al., 2014), en comparaison de
régimes riches en TCL. Cependant, les TCL utilisés dans ces études €taient majoritairement
des AGPI, connus pour leurs effets hypocholestérolémiants et hypo-triglycéridémiants
(Mensink et al., 2003). De plus, les régimes TCM contenaient parfois un apport en AGPI
essentiels quasi nul. Quand un régime enrichi en TCM est comparé avec un régime riche en
acide laurique (C12:0), avec des quantités identiques d’AGMI et d’AGPI dans les deux
régimes, le taux de cholestérol LDL augmente moins avec les TCM (Tsai et al., 1999). Un
effet neutre des TCM (40 g/jour) a été observé dans une autre étude sur la cholestérolémie en
comparaison de régimes contenant des TCL (AGMI et AGPI), chez 11 hommes sains pendant
4 semaines (Nosaka et al., 2002). Chez des femmes obe¢ses en bonne santé, la consommation
d’huile TCM (20% de I’AET) associée a de I’huile de poisson contenant des ®3 en
comparaison d’un régime TCL et ®3, a diminué la cholestérolémie (totale et LDL), sans

modifier les taux plasmatiques de cholestérol HDL et de triglycérides (Bourque et al., 2003).

En conclusion, les AGCM apportés en quantit¢ modérée (< a 10% de I’AET) chez
I’Homme exercent un effet neutre ou bénéfique sur la cholestérolémie et la triglycéridémie.
Quand ils sont apportés en quantité tres importante dans le régime alimentaire (> a 35% de
I’AET), les AGCM peuvent cependant augmenter la cholestérolémie et la triglycéridémie
(Cater et al., 1997; McGandy et al., 1970; Swift et al., 1992; Tholstrup et al., 2004). 11 est
important de préciser que la consommation d’AGCM a dose classique (< 2% de I’AET) n’a
jamais été significativement associée a 1’augmentation des risques de maladies

cardiovasculaires (Astrup et al., 2011; Hegsted et al., 1965; Hu et al., 1999).

2.1.2. Effets sur ’lhoméostasie du glucose

Un apport trop élevé en certains acides gras peut entrainer une résistance a I’insuline et

conduire a I’apparition du diabete. Il a ét€¢ montré que les AGCM améliorent la sensibilité a
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I’insuline in vitro et in vivo, chez I’animal (Han et al., 2003; Takeuchi et al., 2006; Wein et al.,
2009) et chez I’'Homme, généralement lorsqu’ils sont consommeés a des doses modérées (10 a
20 g/jour) (Airhart et al., 2015; Eckel et al., 1992; Han et al., 2007; Krotkiewski, 2001). Chez
des nourrissons prématurés de faible poids de naissance souffrant d’hypoglycémie, I’ingestion
de TCM augmente la production de corps cétoniques, la synthese de glucose et permet une
meilleure régulation de la glycémie (Bougneres et al., 1989). Les AGCM offrent ainsi un
avantage thérapeutique qui est de préserver les fonctions cérébrales dans des conditions
d’hypoglycémie, grace a la production de corps cétoniques (Page et al., 2009). Quelques
études chez I’Homme ont cependant montré que la consommation d’AGCM pouvait entrainer
une augmentation de la glycémie, mais avec des doses d’acides gras tres élevées (70 g/jour)
(Tholstrup et al., 2004). L’effet des AGCM sur la résistance a I’insuline pourrait s’expliquer
par un effet stimulateur sur la sécrétion d’adiponectine, une adipocytokine capable

d’améliorer la sensibilité a I’insuline (Takeuchi et al., 2006).

2.2. Effets des AGCM sur ’homéostasie énergétique

2.2.1. Effets sur le stockage des lipides et la prise de poids

La quantité et le type de lipides consommés influencent la mise en réserve des graisses.
Un stockage des graisses plus faible a été mesuré chez des rats adultes suralimentés avec des
régimes TCM (entre 33 et 63% de I’AET, pendant 6 semaines) en comparaison de régimes
TCL (Baba et al., 1987; Crozier et al., 1987; Geliebter et al., 1983; Han et al., 2003), parfois
accompagné d’une diminution du diametre moyen des adipocytes (Baba et al., 1987;
Geliebter et al., 1983; Lavau et al., 1978). Chez ’'Homme sain ou en surpoids, la
consommation de régimes TCM diminue également le stockage des graisses en comparaison
de régimes iso-énergétiques riches en TCL (St-Onge et al., 2002, 2003a, 2008; Tsuji et al.,
2001).

Cet effet des AGCM s’explique par 1I’augmentation de la thermogénese (Westerterp,
2004), due a la forte oxydation de ces acides gras, ce qui augmente la consommation en O,
ainsi que la dissipation d’énergie sous forme de chaleur et diminue la mise en réserve des
lipides dans les tissus adipeux et donc, la prise de poids (Bach et al., 1996; Hashim et al.,

1987; Van Wymelbeke et al., 2001). De plus, il semblerait que la consommation de régimes
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TCM exerce un effet inhibiteur sur la lipoprotéine lipase (LPL) dont la fonction est
d’hydrolyser les triglycérides des chylomicrons et des VLDL avant leur entrée dans les
adipocytes (Han et al., 2003; Papamandjaris et al., 1998; Takeuchi et al., 2006; Turkenkopf et
al., 1982; Xie et al., 2002)

Cependant, l'utilit¢ réelle de la consommation des TCM pour controler la masse
corporelle reste un sujet de controverse (Bach et al., 1980; Shinohara et al., 2005, 2006;
Yaqoob et al., 1995). Il semblerait que I’apport en AGCM doive excéder 50% de I’ AET chez
I’Homme pour entrainer une réelle perte de poids (Bach et al., 1996). Une méta-analyse,
s’intéressant aux effets des AGCM sur la masse corporelle chez le rat, a conclu a I’existence
d’un effet de réduction a court terme (3-4 semaines), qui n’est plus observé dans les études a
plus long terme (8-10 semaines). Cela est potentiellement dii a une adaptation aux nouvelles
conditions métaboliques (Ferreira et al., 2014). En conclusion, bien qu’un grand nombre
d’études laisse penser que la consommation d’AGCM réduit le stockage des graisses et
favorise la perte de poids en comparaison d’AGCL, de nouvelles études sont nécessaires pour
confirmer ou infirmer cette hypothése (Mumme et al., 2015). L’age, ’espece, la durée et la
composition (protéines, glucides, AGPI) des régimes TCM et des régimes contrdles sont

autant de parametres qui peuvent moduler 1’effet des AGCM.

2.2.2. Effets sur la satiété et la prise alimentaire

La structure des lipides ingérés influence leur lipolyse et leur absorption dans le systeme
digestif, ce qui affecte la lipidémie postprandiale, la sécrétion de certaines hormones
anorexigenes ainsi que la satiété (Ohlsson et al., 2014). Des études ont montré un effet
satiétogene des AGCM plus important que celui observé avec des AGCL chez 1’animal
(Friedman et al., 1983) et ’'Homme (St-Onge et al., 2003c; Stubbs et al., 1996; Van
Wymelbeke et al., 1998). 1l a ainsi été constaté qu’un apport en TCM, 30 min avant un repas,
réduisait la consommation alimentaire durant ce repas plus fortement qu’un apport en TCL
(Rolls et al., 1988). De méme, un petit déjeuner riche en TCM entraine une consommation
calorique plus faible au repas suivant (4 h apres), comparé a un petit déjeuner riche en acide
oléique (Van Wymelbeke et al., 1998, 2001). La consommation d’AGCM influence

également I’intervalle de temps s’écoulant entre les repas, en raison de la forte oxydation des

40



lipides dans le foie, consécutive a I’ingestion de TCM (Jambor de Sousa et al., 2006;
Langhans, 1996). Le mode d’administration des AGCM joue un rdle important sur la satiété
puisque leur effet est observé apres une ingestion orale, mais pas s’ils sont infusés directement

dans I’estomac (Maggio et al., 1982) ou le duodénum (Matzinger et al., 2000).

Cependant, de nombreuses études ont montré un effet neutre des AGCM sur la satiété et
plus rarement, une augmentation de la prise alimentaire (Ferreira et al., 2014). Il semble que
seule une dose élevée d’AGCM augmente la sensation de satiété (Samra, 2010) et que cet

effet décline avec le temps.

2.3. Propriétés des AGCM sur I'immunologie
2.3.1. Effets sur I'inflammation chronique

L’inflammation chronique (de bas grade) est considérée comme un des facteurs
responsables de 1’athérosclérose et de 1’augmentation du risque de maladies cardiovasculaires.
A forte dose, les acides gras alimentaires peuvent avoir une influence sur les facteurs pro-
inflammatoires, tels que I’'IL-1 (interleukine 1), IL-6, IL-8, TNF-a (Tumor Necrosis Factor o)
ou la CRP (protéine C-réactive). En exces, les AGCL (saturés, m6) peuvent favoriser
I’expression de marqueurs de I’inflammation (Marchix et al., 2015). Les AGPI de la famille

des 3 sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires (Plat et al., 2005).

Une étude in vitro a montré un effet pro-inflammatoire (activation des neutrophiles)
d’émulsions de tri-C6:0 et de tri-C8:0, mais pas d’effet pour une émulsion de tri-C10:0 ni
pour les C6:0, C8:0 et C10:0 non estérifiés (Wanten et al., 2002). D’autres études in vitro ont
observé des résultats différents avec des cellules Caco-2 intestinales : une sécrétion accrue
d’IL-8 et d’IL-1 en présence de C10:0 dans le milieu de culture, comparé a de 1’acide oléique
(C18:1 n-9), de ’'EPA et du DHA (Andoh et al., 2000; Tanaka et al., 2001) et une diminution
de la sécrétion d’IL-8 en présence de C8:0 et de TCM (Hoshimoto et al., 2002). Plus
récemment, des études in vivo réalisées chez la souris ont montré une diminution de la
réponse immunitaire apres un stress endotoxique (IL-6 et TNF-o plus faible), apres 12
semaines de régime riche en TCM (10% de TCM en masse ou 7,5% de TCM associé a 3%

d’huile de poisson, en masse) en comparaison de régime TCL (avec ou sans huile de poisson)
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(Carlson et al., 2015), et une diminution de la réponse immunitaire (IL-6 plus faible et IL-10
plus élevé) apres 12 semaines d’un régime hyperlipidique (20% de lipides en masse)
contenant des TCM (17% en masse) en comparaison d’un régime hyperlipidique sans TCM
(Geng et al., 2015). En revanche, une étude épidémiologique chez 4029 femmes ménopausées
a conclu a une corrélation entre la consommation d’acides gras a chaine courte et moyenne
(1,3% de I’AET, mais avec le C12:0 inclus dans les AGCM) et le raccourcissement de la
longueur des télomeres dans les leucocytes, suggérant un effet pro-inflammatoire de ces
acides gras (Song et al., 2013). Les effets des AGCM sur la réaction inflammatoire, chez
I’animal ou I’Homme, ne sont pas encore bien connus (Olthof et al., 2015). Or, I’utilisation
des AGCM en nutrition clinique chez des patients au systeme immunitaire fragilisé (maladie
de Crohn ou syndrome de I’intestin court), rend d’autant plus importante la clarification de ce
point. L’action des AGCM sur I'inflammation pourrait étre liée a leur effet sur le tissu
adipeux sécrétant des cytokines, ou a leur fixation sur certains récepteurs tels que GPR84

(Suzuki et al., 2013) et PPARY/a (Liberato et al., 2012; Malapaka et al., 2012).

2.3.2. Propriétés antivirales et antibactériennes

Les acides gras libres (AGL) sont connus pour leur capacité a inhiber la croissance ou
méme tuer les bactéries et les virus (Kabara et al., 1972). Méme si le mécanisme d’action des
AGL sur les bactéries est mal connu, il semblerait qu’ils agissent en perturbant le transfert
d’électrons de la chaine respiratoire, 1’absorption des nutriments et I’activité de certaines
enzymes (Desbois et al., 2010). Ainsi, les AGCM inhibent la croissance de certaines
bactéries, comme par exemple Escherichia coli (pour une concentration de 20-40 mM)
(Huang et al., 2011; Royce et al., 2013). Pour les virus, les AGCM libres ou sous forme de
monoglycérides alterent 1’enveloppe virale et provoquent sa désintégration a fortes
concentrations (Isaacs et al., 1994). Dans la plupart des études testant les effets antibactériens
et antiviraux des AGL, le C10:0 est I’acide gras le plus efficace. Le C8:0 possede un spectre
d’action moins large que le C10:0, mais exerce néanmoins des effets antibactériens (gram
positive) (Galbraith et al., 1971), antiviraux (Thormar et al., 1987), antifongiques (McGrattan
et al., 1976) et antiprotozoaires (Dohme et al., 2001). La libération des AGCM estérifiés dans
les triglycérides laitiers, lors de la digestion, joue un role protecteur et pourrait prévenir des

risques d’infections gastro-intestinales, comme cela a été démontré chez des adultes
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Figure 5. Protection contre la B-oxydation des précurseurs alimentaires et de
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consommant du lait et chez des nourrissons nourris avec des formules infantiles riches en

TCM.

2.4. Effets des AGCM alimentaires sur la disponibilité cellulaire en
AGPI

Dans les pays occidentaux, les régimes alimentaires se sont appauvris, depuis le début du
20°™ siecle, en acides gras essentiels a chaine longue de la famille des ®3 (acides a-
linolénique (ALA), eicosapentaénoique (EPA), docosahexaénoique (DHA)). Ces AGPI,
indispensables au fonctionnement du systtme nerveux, ne sont pas synthétisés par
I’organisme et doivent étre apportés par le régime alimentaire, mais les sources en ®3 a tres
longue chaine sont limitées (ceufs, poissons gras, noix). Il semblerait que la consommation
d’AGCM puisse augmenter la disponibilité en AGPI dans certains tissus (Figures 5 et 6). En
effet, il a été rapporté que dans un régime, la substitution d’huile d’olive par de la matiere
grasse laitiere, contenant des AGCM et des AGCC, augmente la concentration d’ALA dans le
tissu adipeux, le plasma et le foie, la concentration d’EPA dans le tissu adipeux et les globules
rouges, ainsi que la concentration en acide docosapentaénoique (DPA) dans le foie, le cceur et
la rétine, chez le rat (Legrand et al., 2010). En outre, chez des rats déficients en ALA au
sevrage, il a été montré qu’un régime avec une base lipidique d’origine laitiere (AGCC et
AGCM a hauteur de 6,1 % des AGT) augmentait plus efficacement la concentration en DHA
dans le cerveau qu’un régime similaire avec une base d’huile de palme (sans AGCC et
AGCM, mais avec 36,2 % d’acide palmitique) (Delplanque et al., 2013; Du et al., 2012). Il a
aussi été observé que le plasma de rats males, issus de meres supplémentées avec de la
matiere grasse laitiere, était plus enrichi en DHA comparé a des rats males, issus de meres
ayant été supplémentées avec de I’huile d’olive et de la margarine (Priego et al., 2013). Ces
études suggerent donc un effet des AGCC et des AGCM d’origine laitiere sur la préservation
des polyinsaturés. Il a été montré que 60 a 85 % de ’ALA d’origine alimentaire sont
directement B-oxydés (Cunnane et al., 1997) mais la présence d’AGCM, qui sont des substrats
préférentiels de la B-oxydation, pourrait diminuer la part d’ALA catabolisée et permettre une

meilleure conversion en DHA (Ezanno et al., 2014).
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De plus, une supplémentation avec 0,12 % de DHA et 1,5 % de ALA dans un régime
contenant de 1’huile de palme, chez de jeunes rats déficients en ALA, entraine une
augmentation du DHA dans le cerveau plus faible qu’un régime a base de matiere grasse
laitiere contenant 1,5 % d’ALA, mais sans DHA (Du et al., 2012). Ce résultat suggere un
mécanisme potentiel des AGCM et AGCC permettant I’accumulation de DHA dans le

cerveau des rats.

2.5. Exemples d’utilisations thérapeutiques des AGCM

2.5.1. Intéréts dans le cas de pathologies nutritionnelles

Depuis plusieurs dizaines d’années, les AGCM sont utilisés en nutrition clinique lorsque
la digestion, 1’absorption, le transport ou le métabolisme (transport dans les mitochondries, [3-
oxydation) des lipides sont altérés (Bach et al., 1982). Leur consommation, en comparaison
d’AGCL, permet d’améliorer rapidement 1I’absorption des lipides, de diminuer la stéatorrhée
et de limiter la dénutrition favorisant ainsi une prise de poids ou une reprise de croissance,
chez les nourrissons et les enfants (Ball, 1993). La consommation d’AGCM peut Eétre
bénéfique :

- pour des pathologies créant une insuffisance pancréatique (pancréatite, obstruction des

canaux pancréatiques par une tumeur, mucoviscidose) (Bach et al., 1982; Caliari et al.,

1996)

- suite a I’ablation partielle du pancréas, de I’estomac ou de I’intestin qui peut entrainer

I’apparition du syndrome de I’intestin court (Jeppesen et al., 1998)

- pour d’autres pathologies telles que I’ictere, I’hyperchylomicronémie (exces de graisse

dans le sang di a un exces de chylomicrons) ou la maladie de Crohn.

2.5.2. Intéréts dans d’autres pathologies

La consommation d’AGCM, en accompagnement d’un traitement adapté, peut aussi se
révéler bénéfique pour diverses pathologies n’affectant pas directement la digestion. Il a par
exemple ét€ observé que les AGCM peuvent €tre avantageux pour les patients souffrant de
maladies cardiaques (Labarthe et al., 2008). D’autre part, la production de corps cétoniques,

consécutive a la consommation d’AGCM, semble profitable dans le cadre d’un traitement de
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la maladie d’Alzheimer (Fernando et al., 2015) ou pour certains désordres neurologiques

(Gano et al., 2014), en alternative aux régimes cétogenes.

La consommation d’AGCM peut également freiner I’apparition d’une stéatose hépatique
alcoolique. En effet, il a été€ observé chez le rat que la consommation de TCM, a hauteur de
30% de I’AET, en comparaison de TCL, limite I’accumulation hépatique de lipides (Li et al.,
2013) en évitant I’inhibition de I’apoB provoquée par 1’alcool et en activant MTTP et SCD1
(Stearoyl-CoA desaturase-1) (Li et al., 2013). L’expression protéique du facteur nucléaire
hépatique 4a (HNF4a), inhibée par I’alcool, est également régulée lorsque les TCM sont
ingérés. Ainsi, la consommation de TCM favorise la sécrétion des lipides hépatiques dans le

plasma, vers les organes périphériques.

Parce que les AGCM ne stimulent pas le flux de lymphe, contrairement aux AGCL, les
régimes TCM peuvent étre utilisés en cas de chylothorax, c’est-a-dire 1’épanchement de
liquide lymphatique dans la cavité pleurale, provoqué le plus souvent par une compression du
canal thoracique qui entraine une accumulation de chylomicrons et de lipides dans le liquide

pleural (Sendama et al., 2015).

2.5.3. Effets secondaires d’un exces d’AGCM

Méme si certaines études ont constaté une toxicité du C8:0 administré par voie
intraveineuse a forte dose chez la souris et le chien, entrainant dans un cas extréme le coma
(McCandless, 1985; Miles et al., 1991), des études ultérieures n’ont montré aucune toxicité
des AGCM (par voie orale ou veineuse) chez 1’animal et ’'Homme (Traul et al., 2000). Ainsi,
un apport de 25 a 30 g/repas de TCM est tres bien toléré chez I’'Homme (Traul et al., 2000).
Cependant, il est vrai qu’un apport trop élevé pendant un repas peut provoquer certains effets
secondaires au niveau digestif, notamment des nausées, des vomissements, des crampes

d’estomac et de la diarrhée (Marten et al., 2006; Van Wymelbeke et al., 2001).

3. Octanoylation de la ghréline : effets et régulations

Dans les années 2000, il a été découvert que 1’acide octanoique (C8:0) est capable de se

lier de maniere covalente a une unique hormone peptidique, la ghréline (Kojima et al., 1999).
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Figure 7. Classification des différents types d'acylations de protéines

La palmitoylation (S-acylation) est la formation d’une liaison thioester réversible
généralement entre un acide palmitique (C16:0) et un résidu cystéine interne d’une
protéine. La myristoylation N-terminale désigne la formation d’une liaison amide covalente
entre un acide myristique (C14:0) et une glycine N-terminale de protéines eucaryotes et
virales. L'octanoylation (O-acylation) correspond a la formation d’une liaison oxyester entre
un acide octanoique (C8:0) et la sérine interne (Sers) de la ghréline.



L’octanoylation de la ghréline, catalysée par la Ghréline O-Acyltransférase (GOAT)
(Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a), est nécessaire a sa reconnaissance par le récepteur
sécrétagogue de ’hormone de croissance (GHSR-1a). 1l s’agit d’un cas unique d’activation
d’hormone par une lipidation qui ajoute un niveau de complexité a la compréhension des

effets physiologiques des AGCM.

3.1. L’acylation des protéines
3.1.1. Généralités sur les modifications de protéines par des lipides

Dans la cellule, les protéines peuvent subir de nombreuses modifications co- ou post-
traductionnelles. L’addition de certains groupes fonctionnels (méthylation, biotinylation,
glycosylation, phosphorylation) ou de groupes peptidiques (ubiquitination, sumoylation)
affecte les propriétés et la structure des protéines. Les lipidations, ou modifications covalentes
de protéines par des lipides, sont caractérisées par le type de lipide qui se lie a la protéine, la
nature de la liaison mise en jeu et le site de liaison a la protéine. On peut distinguer quatre

types principaux de lipidation (Nadolski et al., 2007) :

e La glypiation correspond a la formation irréversible d’une liaison amide entre un
groupement glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) et I’acide aminé C-terminal de certaines
protéines. Cette modification est post-traductionnelle et est impliquée dans I’ancrage de
protéines vers la face extérieure de la membrane (Nosjean et al., 1997).

e [’isoprénylation est la formation d’une liaison thioéther entre un isopréne (farnésyl,
géranylgéranyl) et une cystéine C-terminale. Il s’agit d’une modification post-
traductionnelle et irréversible, impliquée dans 1’ancrage des protéines a la membrane et
dans certaines interactions protéines-protéines (McTaggart, 2005).

e La cholestéroylation correspond a I’estérification d’une molécule de cholestérol avec une
glycine C-terminale (Mann et al., 2000).

e L’acylation est la modification covalente de protéines par des acides gras,
majoritairement saturés, avec une longueur de chaine variable. Il en existe trois types : la

S-acylation, la N-acylation et la O-acylation (Resh, 1999; Yang et al., 2008a).
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Figure 8. Sécrétion de GH déclenchée par le récepteur GHRH-R

La fixation de la GHRH (GH releasing hormone) au niveau de son récepteur, le GHRH-R
(GHRH receptor) dans les cellules somatotropes active I'adénylate cyclase (AC) qui va
augmenter la concentration cellulaire d’AMP.. L’augmentation de AMP. active la protéine
kinase A (PKA) qui phosphoryle CREB (C-AMP Response Element-binding protein) en CREBP.
CREBP déclenche la transcription de FOS et PIT1 (POU domain, class 1, transcription factor
1), des facteurs de transcription de la GH. La fixation de la somatostatine (GHIH, growth
hormone-inhibiting hormone) sur les récepteurs SSTR1 a SSTR5 inhibe I’AC et donc la
sécrétion de GH.



3.1.2. Acylation des protéines par des acides gras saturés

Les acides gras saturés (AGS) qui acylent les protéines sont principalement le C16:0, le
C14:0, le C12:0 et le C8:0. En fonction du type d’acylation, la localisation subcellulaire, les
interactions avec d’autres protéines ou avec la membrane et I’activation de la protéine
different (Figure 7). Les AGS manifestent ainsi un role émergent de modulation des fonctions

protéiques (Ezanno et al., 2013).

e La S-acylation, ou palmitoylation, est la formation d’une liaison thioester entre une
cystéine interne et un AGS, majoritairement le C16:0 et, parfois, le C12:0 et le C14:0. 1l
s’agit d’une modification post-traductionnelle réversible qui touche les protéines
périphériques et internes a la membrane plasmique (Dietrich et al., 2004). Le caractere
réversible de cette liaison permet une régulation de la localisation subcellulaire de la
protéine. L’ajout de C16:0 permet 1’association de la protéine avec la membrane, le trafic
protéique, la fusion de vésicules (Mitchell et al., 2006), la transduction de signaux (Rioux
et al., 2007) et affecte la stabilité protéique.

e La N-acylation, ou myristoylation, est la formation d’une liaison amide entre un C14:0 et
une glycine N-terminale (Beauchamp et al., 2009). D’autres acides gras peuvent
également participer a la N-acylation : c’est le cas du C16:0 qui est d’abord 1ié a une
cystéine par une liaison thioester réarrangée en liaison amide stable (Linder et al., 2007).
La myristoylation peut étre cotraductionnelle ou post-traductionnelle dans les cellules en
apoptose (Farazi et al., 2001; Martin et al., 2011), et permet de moduler 1’ancrage de la
protéine dans la membrane, 1’adressage subcellulaire et les interactions protéines-
protéines.

e L[’O-acylation est la formation réversible d’une liaison oxyester entre un AGS et un
résidu sérine interne. La nature de 1’acide gras est variable : cela peut étre du C16:0 ou,
comme découvert plus récemment, du C8:0. La seule protéine octanoylée connue est la
ghréline, une hormone peptidique pléiotrope. L’octanoylation est nécessaire pour conférer

a la ghréline son activité biologique (Kojima et al., 1999; Yang et al., 2008a).
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Figure 9. Sécrétion de GH déclenchée par le récepteur orphelin GHSR

La fixation des GHSs (GH secretagogues) au niveau du récepteur GHSR (GHS receptor) dans
les cellules somatotropes active la phopholipase C (PLC) qui clive le phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP,) en diglycéride (DAG) et en inositol triphosphate (IP3). La libération d’IP3
entraine 'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire ce qui va déclencher
la sécrétion de GH. La présence de DAG dans la membrane va activer la protéine kinase C
(PKC) qui phosphoryle alors certaines protéines capables de déclencher la transcription de
GH et sa sécrétion.



3.2. Fonctionnement de I'axe ghréline-GOAT-GHSR-1a

3.2.1. Découverte de la ghréline

3.2.1.1. Identification d’un récepteur orphelin secretagogue de la GH

L hormone de croissance (GH, growth hormone) est sécrétée par les cellules somatotropes
hypophysaires, apres fixation de la GHRH (GH releasing hormone) sur le récepteur GHRH-R
(GH releasing hormone receptor) (Figure 8). La fixation de la GHRH sur son récepteur active
I’adénylate cyclase (AC), augmentant ainsi la concentration cellulaire en AMPc, ce qui active
la protéine kinase A (PKA) et entraine la transcription de la GH via CREB (C-AMP Response
Element-binding protein) et les facteurs de transcription FOS et PIT1 (POU domain, class 1,
transcription factor 1). La synthese et la sécrétion de la GH sont inhibées par la fixation de la
somatostatine (GHIH, growth hormone-inhibiting hormone) sur les récepteurs SSTR1 a

SSTRS, couplés aux protéines G.

En 1976, Bowers observe que des dérivés opiacés peptidiques entrainent la sécrétion de
GH et nomme ces peptides les GHSs (growth hormone secretagogues) (Bowers et al., 1980).
Les GHSs agissent via un récepteur différent de celui de la GHRH, le récepteur GHSR
(growth hormone secretagogue receptor) couplé aux protéines G (Howard et al., 1996). La
fixation des dérivés opiacés sur ce récepteur entralne une augmentation du calcium
intracellulaire via I’activation de la phospholipase kinase et le second messager IP; (Inositol
1,4,5-trisphosphate) (Figure 9). Le récepteur GHSR, exprimé principalement dans
I’hypothalamus, I"’hypophyse et 1’hippocampe (Guan et al., 1997), n’a alors pas de ligand

naturel connu et la recherche de ce dernier commence (Bennett et al., 1997).

3.2.1.2. Identification du ligand endogéne du récepteur GHSR-1a

Cette recherche du ligand endogene du récepteur GHSR va durer 20 ans. Le récepteur
GHSR est rapidement cloné (Howard et al., 1996) et I’adénosine hypothalamique est
identifiée comme un ligand endogene, mais ne stimulant pas la sécrétion de GH. Remarquant
les homologies entre le récepteur GHSR et le récepteur de la motiline (44 % d’homologie
dans la séquence d’acides aminés (Folwaczny et al., 2001)), un peptide gastro-intestinal, une
équipe japonaise entreprend une démarche systématique de purification de peptides du

systeme digestif dans le but de tester I’efficacité de ces peptides a entrainer une augmentation
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de la concentration en calcium dans des cellules surexprimant le récepteur GHSR. Un peptide
de 28 acides aminés, nommé motilin-like related-peptide puis ghréline, est finalement
identifié a partir d’extraits gastriques, comme ligand endogene du récepteur GHSR (Kojima et
al., 1999). Mais le peptide synthétique correspondant est inactif. Remarquant que la masse
moléculaire du peptide synthétique est inférieure a celle du peptide endogene purifié et que
cet écart de masse correspond a celle d’un acide octanoique, 1I’équipe japonaise conclut que le
peptide doit étre octanoylé pour activer le récepteur GHSR. Le peptide synthétique octanoylé

est effectivement actif.

Il a longtemps été pensé que l’octanoylation de la ghréline était une réaction auto-
catalytique mais le mécanisme est élucidé une dizaine d’années plus tard, par deux équipes de
recherche simultanément (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a). L’octanoylation de la
ghréline sur la sérine 3 est catalysée par une unique enzyme : la Ghréline O-acyltransférase
(GOAT ou MBOAT#4), membre de la famille protéique des MBOATSs (Membrane-Bound-O-

Acyltransférase).

3.2.2. Du gene Ghrl a la synthése de la ghréline et des peptides dérivés

3.2.2.1. Le géne Ghrl code pour une préprohormone, la préproghréline

Le gene Ghrl ou GHRL (Gene ID : 51738), localisé sur le chromosome 3 (3p25-26) chez
I’Homme, code pour une préprohormone de 117 acides aminés, la préproghréline (PPG). La
séquence du gene Ghrl comprend 4 exons codants, 2 exons non codants (exons -1 et 0) et 4
introns ; sa transcription forme un ARNm de 511 paires de base (pb) (Seim et al., 2007)
(Figure 10). Des sites de fixation des facteurs de transcription USF1 et USF2 (Upstream
Stimulatory Factor), AP-1 (Activator Protein-1), C/EBPs (CCAAT/Enhancer Binding
Proteins) et de la protéine CREB (cAMP Response Element Binding) ont été identifiés en
amont de I’extrémité 5’ du gene codant pour la ghréline (Kanamoto et al., 2004; Wei et al.,
2005). La transcription de la ghréline pourrait donc étre contrdlée par ces facteurs de
transcription, mais aucune étude n’a jusqu’a maintenant montré leur influence directe (Seim et

al., 2007).

Le géne Ghrl a été identifié dans de nombreuses especes et sa séquence est hautement

conservée chez les mammiferes (Homme, singe rhésus, rat, souris, vache, porc, mouton, chien
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et gerbille) (Angeloni et al., 2004; Tomasetto et al., 2001), notamment la partie codant les 10
acides aminés N-terminaux (Kojima et al., 2004), essentiels pour la reconnaissance du peptide

par le récepteur des sécrétagogues de la GH.

3.2.2.2. Les différents peptides encodés par le gene Ghrl

Les exons 1 et 2 du gene Ghrl codent pour les 28 acides aminés de la ghréline chez
I’Homme, la souris et le rat (Zhang et al., 2005) (Figure 10). La des-Gln;4-ghréline, une autre
forme de la ghréline issue d’un épissage alternatif du géne Ghrl, a été identifiée chez le rat et
la souris (Hosoda et al., 2000a). Ce peptide possede un acide aminé de moins que la ghréline
(la glutamine 14), est octanoylé, active le récepteur GHSR et entraine la sécrétion de GH.
Cette forme est minoritaire par rapport a la ghréline chez le rat et la souris, mais les bovins et
les ovins expriment uniquement la forme des-Gln,4-ghréline (Sato et al., 2012). L’exon 3 du
gene Ghrl code aussi pour les 23 acides aminés de 1’obestatine, une autre hormone peptidique

aux fonctions physiologiques encore peu connues (Zhang et al., 2005).

3.2.2.3. Expression de la ghréline et des peptides dérivés dans les tissus

3.2.2.3.1. Expression dans les cellules « ghréline » de I'estomac et I'intestin

La ghréline et les peptides dérivés sont produits dans les cellules endocrines de la
muqueuse gastro-intestinale. Plus précisément, c’est dans [’estomac que les cellules
synthétisant la ghréline sont les plus nombreuses (Ariyasu et al., 2001). En effet, I’ablation
chirurgicale de la muqueuse gastrique chez le rat entraine une diminution de 80% de la
concentration plasmatique en ghréline (Dornonville de la Cour et al., 2001) et une diminution

de 65 % chez des Hommes ayant subi une gastrectomie.

L’estomac est constitué de différentes couches cellulaires : la séreuse, la musculeuse, la
sous-muqueuse et la muqueuse (Figures 11 et 12). On distingue deux régions dans la
muqueuse gastrique de I’Homme: la muqueuse oxyntique qui tapisse le fundus et le corpus et
la muqueuse antrale qui tapisse 1’antre. La muqueuse est ponctuée de tres nombreuses cryptes
qui se prolongent en glandes gastriques, constituées des cellules pariétales responsables de la
libération d’HCIl, des cellules principales qui sécretent les enzymes digestives, des cellules
ECL (entero chromaffin like) (Andersson et al., 1998) et des cellules endocrines (Figure 13).
Il existe divers types de cellules endocrines dans les glandes gastriques des mammiferes : les
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cellules D, synthétisant la somatostatine ; les cellules G, synthétisant la gastrine, présentes
uniquement dans la muqueuse antrale ; les cellules EC, synthétisant la sérotonine ; les cellules
X/A ou cellules ghréline, qui représentent environ 20 % des cellules endocrines de la
muqueuse oxyntique (Date et al., 2000). Avant la découverte de la ghréline, les cellules X/A
(P/D(1) chez I’'Homme, A chez les rongeurs et X chez le chien) n’avaient pas de fonction
connue et étaient seulement différenciées des autres cellules endocrines par leur forme, ronde
et compacte, et par la présence de vésicules de sécrétion denses aux électrons (Sakata et al.,

2002).

Les cellules synthétisant de la ghréline sont également présentes au niveau des cryptes et
des villosités du duodénum, de I’'iléon, du cacum et du colon. Le nombre de cellules ghréline
décroit du duodénum au colon (Sakata et al., 2002). Deux types de cellules produisent la
ghréline dans I’intestin : des cellules a pole muqueux fermé (‘closed-type’) triangulaires et
allongées, régulées généralement par des hormones, des stimulations nerveuses et par la
distension mécanique ; des cellules a pole muqueux ouvert (‘opened-type’) en contact avec la

lumiere intestinale, régulées généralement par la présence de nutriments et par le pH.

Cette distribution des cellules ghréline dans le tube digestif est conservée parmi les
especes, des mammiferes aux vertébrés inférieurs, ce qui suggere que ces cellules gastriques
et intestinales ont joué un réle important dans I’évolution (Kaiya et al., 2002; Sakata et al.,

2010).

3.2.2.3.2. Expression dans d’autres tissus

Le geéne Ghrl s’exprime également plus faiblement dans d’autres tissus, au niveau de
I’hypothalamus, I’hypophyse, le pancréas (cellules €), les reins, les glandes surrénales, le foie,
les poumons, la glande thyroide, les gonades (ovaires et testicules), le placenta et dans
certaines cellules cancéreuses (Gnanapavan et al., 2002; Gronberg et al., 2008; Higgins et al.,
2007; Kojima et al., 1999). La synthese de ghréline a également été observée dans les cellules
de la glande mammaire de chevre, capables de synthétiser I’acide octanoique (Zhang et al.,

2013).

Le niveau d’expression de la ghréline dans les différents tissus varie avec I’age. Il

semblerait que chez le feetus jusqu’a la naissance, chez I’Homme et le rongeur, la principale
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source de ghréline octanoylée ne soit pas les cellules de I’estomac mais les cellules € du
pancréas (Wierup et al., 2014). Progressivement, la production de ghréline dans le pancréas

décroit tandis qu’elle augmente dans les cellules de I’estomac.

3.2.3. Octanoylation de la ghréline par la GOAT et sécrétion dans le plasma

La ghréline est la seule hormone connue pour €tre octanoylée, sur le groupe hydroxyle de
la 3°™ sérine, et cette modification est nécessaire pour que le peptide soit reconnu par son
récepteur (GHSR-1a) (Kojima et al., 2005). L’octanoylation de la ghréline se déroule apres la

traduction de la préproghréline et est catalysée par la ghréline O-acyltransférase (GOAT).

3.2.3.1. La GOAT catalyse I’acylation de la ghréline

Il a fallu attendre 10 ans entre la découverte de la ghréline octanoylée et la découverte du
mécanisme de 1’acylation. Il a longtemps été supposé que 1’octanoylation était une réaction
auto-catalytique mais en 2008, deux équipes découvrent simultanément 1’existence de
I’enzyme impliquée dans 1’acylation de la ghréline (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a).
La GOAT, aussi appelée MBOAT-4, appartient a la famille des MBOAT (Membrane bound
O-acyltransferase), qui inclut 16 protéines dont HHAT (hedgehog acyltransferase) et Porc
(porcupine), acylant respectivement les protéines SHH (sonic hedgehog) et Wnt. Cette famille
de protéines est impliquée dans des réactions d’acylation et d’acétylation (Gutierrez et al.,
2008). D’un c6té, Yang et al. observent que des cellules INS-1 co-transfectées avec I’ADNc
de la préproghréline et de la MBOAT-4 synthétisent la ghréline octanoylée, alors que la co-
transfection de la PPG avec chacune des autres MBOATS n’aboutit pas a ce résultat (Yang et
al., 2008a). De I'autre coté, Gutierrez et al. constatent que le traitement de cellules MTC
(Medullary thyroid carcinoma) avec des petits ARN interférents (siRNA, pour small
interfering RNA) des MBOATS n’entraine une diminution de la ghréline octanoylée que pour
la MBOAT-4 (Gutierrez et al., 2008). De plus, des souris Knock out (KO) pour le gene
MBOAT-4" ne produisent pas de ghréline octanoylée, confirmant le role de 1’enzyme dans

I’acylation de la ghréline.

La GOAT est une enzyme polytopique de la membrane du RE, d’environ 45 kDa,
possédant 11 domaines transmembranaires (TM) et une hélice rentrante (Taylor et al., 2013)

(Figure 14). Elle est synthétisée dans un grand nombre d’organes correspondant a ceux qui
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expriment la ghréline (estomac, intestin, hypothalamus, hypophyse, pancréas...) (Lim et al.,
2011) particulierement dans les cellules ghréline de la muqueuse oxyntique et intestinale (71,2
+ 1,4 % des cellules ghréline co-expriment la GOAT) (Sakata et al., 2009), mais également
dans les cellules ECL chez le rat (Stengel et al., 2010).

Actuellement, la ghréline est I’unique substrat connu de la GOAT. Pour I’octanoylation, il
a été démontré par des études utilisant la mutagénese que la séquence Gly;-X,-Sers-Phey,
présente dans la séquence de la ghréline, était essentielle pour 1’interaction avec la GOAT.
Les caractéristiques enzymatiques de la GOAT native ne sont pas bien connues et la mesure

de son activité reste un défi (Taylor et al., 2012).

3.2.3.2 Maturation de la ghréline dans les cellules de I'estomac

Les étapes de la maturation de la ghréline se déroulent principalement dans les cellules
ghréline de la muqueuse oxyntique. Apres avoir été traduite, la préproghréline (117 a.a.) est
clivée une premiere fois dans le RE, formant ainsi la proghréline (94 a.a.) et un peptide signal
(23 a.a.) (Figure 15). L’octanoyl-CoA, la forme activée de 1’acide octanoique, est transporté
depuis le cytosol vers I'intérieur du RE, sous I’action de la GOAT, et utilisé par cette méme
enzyme pour octanoyler la proghréline sur la 3°™ sérine N-terminale. Les produits de la
réaction d’octanoylation, la proghréline octanoylée et le CoA-SH sont relachés par I’enzyme.
Puis, la proghréline octanoylée est transportée depuis le RE vers I’appareil de Golgi ou elle va
étre clivée par une prohormone convertase (PC1/3, PC 2 ou furine) en ghréline acylée (28
a.a.) et en C-ghréline (66 a.a.) (Takahashi et al., 2009). La prohormone convertase 1/3
(PC1/3) (Zhu et al., 2006) est co-localisée avec la ghréline dans les cellules de la muqueuse
oxyntique et agit sur la séquence d’acides aminés LQPR 1 ALAG (Ozawa et al., 2007). La
PC1/3 est également responsable de la maturation du peptide GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-
1) et de la CCK (Cholécystokinine). La C-ghréline est ensuite clivée en obestatine (23 a.a.)
(Zhang et al., 2005).

Dans les cellules, environ 30% de la ghréline totale est sous forme octanoylée et le reste
sous forme non octanoylée. Il est possible que la ghréline non octanoylée soit synthétisée en
suivant les mémes étapes de maturation que la ghréline octanoylée (étape d’octanoylation

incluse) et qu’elle soit désacylée par la suite, ou qu’elle ne soit pas octanoylée par la GOAT
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pendant la maturation. Des études ont montré que 1’acide octanoique est le substrat privilégié
de la GOAT mais I’enzyme peut également utiliser d’autres acides gras a chaine moyenne

pour I’acylation de la ghréline (C6:0, C10:0 et C10:1) (Darling et al., 2015).

La ghréline peut étre phosphorylée par des protéines kinases C a, B et o sur la Serine 18.
Cette phosphorylation de la ghréline modifie la structure secondaire du peptide et par
conséquent, ses propriétés d’ancrage a la membrane (Dehlin et al., 2008). Le role de cette
phosphorylation dans la cellule n’a pas encore été déterminé, mais il est probable que cela

influe sur la localisation subcellulaire du peptide.

3.2.3.3. Sécrétion de la ghréline octanoylée et non acylée dans le plasma

Les peptides matures octanoylés et non octanoylés, sont empaquetés dans des vésicules et
sécrétés dans la circulation sanguine. Cette sécrétion est modulée par plusieurs récepteurs tels
que FFAR 2 et 3 (free fatty acid receptor), GPR 120 et 40 (G protein-coupled receptor) qui
sont activés par les AGCL et les AGCM présents dans le contenu gastrique (Janssen et al.,
2013, 2012). La ghréline, octanoylée ou non, peut circuler librement dans le plasma ou
interagir avec les lipoprotéines plasmatiques. Ainsi, il a été montré qu’environ 70% de la
ghréline octanoylée est li€e a des lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) et les 30% restants sont
libres. Environ 50% de la ghréline non octanoylée est liée spécifiquement aux HDL ou libre

(48%) (Holmes et al., 2009).

Si la ghréline octanoylée a généralement été décrite comme représentant 10% de la
ghréline totale circulante chez I’'Homme (Patterson et al., 2005), il semble que la
concentration de ghréline non octanoylée ait été surestimée, ceci €tant dii a la dégradation
rapide de la forme octanoylée, apres prélevement (Delhanty et al., 2015). 1l est plus probable
que la ghréline octanoylée représente en fait 30 a 50% de la ghréline totale chez I’Homme et
les rongeurs (Nishi et al., 2005a). Les conditions de prélevement du plasma, comme par

exemple les anesthésiques, influencent également la concentration de ghréline.

La ghréline octanoylée peut étre désacylée dans le plasma, ce qui s’explique par une
hydrolyse spontanée de la liaison oxyester dans le plasma et par 1’action de certaines enzymes

telles que la butyrylcholine estérase (EC 3.1.1.8) chez I’Homme, et la carboxylestérase (EC
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3.1.1.1) chez le rat (De Vriese et al., 2007). Chez I’'Homme, il a été observé que la
désacylation de la ghréline se déroulait surtout au contact des lipoprotéines LDL, sous I’action
de la butyrylcholine estérase, et dans la fraction du plasma pauvre en lipoprotéines par la
PAF-AH (platelet-activating factor acetylhydrolase, EC 3.1.1.47). Néanmoins, des
immunoglobulines spécifiques de la ghréline (IgG) peuvent se lier a la ghréline octanoylée et

la protéger de la dégradation (Takagi et al., 2013).

3.2.3.4. Cycle de sécrétion de la ghréline dans le plasma

La sécrétion de ghréline dans le plasma présente des variations pulsatiles (moins marquées
que celle de la GH) et son cycle est ultradien. La concentration de ghréline circulante
augmente avant les repas et diminue apres ceux-ci (de 26% apres 20 min de digestion) (Tolle
et al., 2002). La chute postprandiale de la concentration en ghréline dans le plasma pourrait
étre due, au moins partiellement, a I’élévation de la concentration plasmatique d’insuline
(Solomon et al., 2008). La concentration en ghréline s’éleve en cas de jeline, est réduite chez
les obeses (Alvarez-Castro et al., 2013) et élevée chez les anorexiques (Soriano-Guillén et al.,

2004). Les facteurs influencant la sécrétion de la ghréline sont cependant encore mal connus.

3.2.4. Activation de GHSR-1a par la ghréline octanoylée

La ghréline octanoylée circulante va pouvoir se lier au récepteur sécrétagogue de la GH.

3.2.4.1. Structure et expression du récepteur GHSR-1a

Le géne GHS-R, situé sur le chromosome 3 (3q26-27) chez I’Homme, code pour un
récepteur couplé aux protéines G a 7 domaines transmembranaires (DTM) (366 a.a.), le
GHSR-1a. Un variant d’épissage a été décrit, le GHSR-1b (5 DTM, 289 a.a.), mais celui-ci
n’est pas fonctionnel (Smith et al., 1997). GHSR-1a est principalement exprimé dans le noyau
arqué de 1I’hypothalamus, mais aussi dans I’hypophyse, le noyau ventromédian, I”hippocampe
et la moelle épiniere. Dans une moindre mesure, ce récepteur est aussi synthétisé dans le
ceeur, les poumons, le pancréas, I’intestin, le tissus adipeux, les glandes surrénales, la thyroide
et les testicules (Guan et al., 1997; Howard et al., 1996). Son expression a aussi été observée

dans les cellules de la glande mammaire de chévre en lactation, ou la ghréline est également
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synthétisée (Zhang et al., 2013), suggérant un mode d’action autocrine/paracrine de la

ghréline.

3.2.4.2. Fixation de la ghréline acylée sur le récepteur GHSR-1a

Pour atteindre le principal site d’expression de son récepteur, la ghréline acylée doit donc
traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) grace a un systeme de transport spécifique
(Banks et al., 2002). Le transport de la ghréline a travers la BHE dépend de sa conformation
primaire dépendant elle-méme de la séquence d’acides aminés et des modifications post-
traductionnelles, notamment I’octanoylation. Ainsi, chez la souris, la ghréline non-acylée peut
traverser la BHE dans le sens «sang-cerveau » alors que la ghréline acylée peut étre
transportée dans les deux directions mais préférentiellement dans le sens « cerveau-sang ». La
ghréline acylée humaine, injectée chez la souris, peut traverser la BHE de maniere

équivalente, dans les deux sens.

La fixation de la ghréline acylée (ghréline et des-gln;4-ghrelin octanoylée ou décanoylée)
sur le récepteur GHSR-1a entraine la sécrétion de GH (191 a.a.) via une augmentation du
calcium intracellulaire par activation de la voie IP3/DAG (Ghigo et al., 2005). En absence
d’agoniste, le récepteur GHSR-1a présente une forte activité constitutive. La ghréline non
acylée ne peut pas activer ce récepteur et a longtemps été considérée comme inactive, mais
des études ultérieures ont montré que la forme non acylée exerce des effets physiologiques,
par un mécanisme encore inconnu (Delhanty et al., 2013). D’autres ligands endogenes
(motiline, adénosine) peuvent se fixer au récepteur de la ghréline, mais 1’effet sur le calcium

est plus faible et la sécrétion de GH, presque nulle.

3.3. Effets physiologiques de la ghréline octanoylée

En plus d’entrainer la sécrétion d’hormone de croissance, la ghréline octanoylée est une
hormone pléiotrope qui agit sur: I’appétit, I’adiposité, I’homéostasie du glucose, le systeme
immunitaire, la motilité et les sécrétions gastriques, la sécrétion de prolactine et d’hormone
corticotrope, les fonctions sexuelles, 1’anxiété, le sommeil, les fonctions cardiaques (van der
Lely et al., 2004). Parmi ces multiples fonctions, seuls les effets de la ghréline octanoylée

pouvant aussi €tre régulés par la consommation d’AGCM seront présentés dans cette partie.
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3.3.1. Effets via la sécrétion de GH

La ghréline octanoylée exerce un effet puissant sur la sécrétion de GH, en synergie avec la
GHRH (Hataya et al., 2001; Peino et al., 2000) et agit donc sur les fonctions physiologiques
régulées par I’hormone de croissance telles que la croissance longitudinale des os, la
prolifération cellulaire et le métabolisme protéique, lipidique et glucidique (Chia, 2014). La
fixation de la GH sur son récepteur (GHR, growth hormone receptor), exprimé par les cellules
du foie, des tissus adipeux et des muscles, entraine la sécrétion d’IGF-1 (Insulin-like factor-I,
ou somatomédine C) qui va agir en association avec la GH. Ces deux hormones stimulent la
production hépatique de glucose et sa sécrétion dans le plasma, augmentant ainsi la glycémie.
De plus, ces hormones favorisent la lipogenese de novo et la sécrétion des triglycérides
hépatiques, en activant la transcription des genes Ppar-a, Cd36 et la phosphorylation de
SREBP-1a. La GH permet également la régénération hépatique. Au niveau des tissus adipeux,
la GH et IGF-1 stimulent la lipolyse en activant ’hormone HSL (Lipase hormono-sensible) et
la prolifération, la différenciation et la sénescence des préadipocytes (Berryman et al., 2013).
Au niveau des muscles squelettiques, ces deux hormones permettent la croissance, la
maintenance, la réparation et la régénération. Néanmoins, les souris n’exprimant pas le
récepteur de la ghréline (Ghsr™”) ont une taille normale et présentent une composition

corporelle comparable a des souris de phénotype sauvage (Sun et al., 2004).

3.3.2. Effet sur ’homéostasie énergétique

3.3.2.1. Effet orexigéne

La ghréline octanoylée se distingue des autres peptides gastro-intestinaux circulants par
son effet orexigene (augmentation de I’appétit). La ghréline octanoylée est le peptide
orexigene circulant le plus puissant (Kojima et al., 2005) et initie les repas. En effet, la
concentration plasmatique de ghréline augmente avant un repas et diminue rapidement apres
celui-ci (Cummings et al., 2001). L’injection de ghréline octanoylée au niveau périphérique et
central chez le rongeur (Tschop et al., 2000; Wren et al., 2000) et chez I’'Homme (Wren et al.,
2001) augmente la consommation alimentaire. Chez les patients atteints du syndrome de
Prader-Willi, caractérisé par une hypotonie des la naissance et une hyperphagie conduisant a

une obésité morbide, la concentration en ghréline octanoylée mesurée est de fait
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anormalement élevée (Purtell et al., 2011). Une étude récente chez de jeunes adultes atteints
du syndrome de Prader-Willi conclut néanmoins que I’hyperphagie n’est pas due a un
dysfonctionnement de la réponse du systeme ghréline-GOAT apres un repas (Kuppens et al.,

2016).

L’ appétit est régulé dans 1I’hypothalamus par les neurones NPY (neuropeptide Y)/AgRP
(agouti-related protein) a I’effet orexigene, localisés dans le noyau arqué (ARC), et les
neurones POMC (pro-opiomélanocortine) a [’effet anorexigéne, situés dans le noyau
paraventriculaire (PVN) (Xue et al., 2006). La ghréline octanoylée se fixe sur le récepteur
GHSR-1a, active les neurones NPY/AgRP et inhibe les neurones POMC, indépendamment de
la sécrétion de la GH (Chen et al., 2004; Kohno et al., 2003). La transduction du signal se fait
par la protéine AMPK (AMP-activated protein kinase) impliquée dans 1’homéostasie
énergétique. L”AMPK inhibe I’ACC et active I’enzyme CPT1 (Carnitine palmitoyltransférase
I), ce qui favorise I’entrée des AGCL dans les mitochondries. La -oxydation est activée et la
production de dérivés réactifs de l'oxygene (ROS, reactive oxygen species) croit ce qui
entraine la transcription de I’enzyme mitochondriale UCP2 (uncoupling protein 2) (Andrews
et al., 2008). L’activité d’UCP2 est stimulée et neutralise les DRO ce qui permet la poursuite
de la B-oxydation des AGCL et maintient 1’état d’activation des neurones NPY/AgRP ainsi
que I’état d’inactivation des neurones POMC ce qui déclenche la consommation de nourriture.
Il semblerait que la voie mTORC1/S6K1 soit aussi impliquée dans I’effet orexigéne de la

ghréline (Stevanovic et al., 2013).

Cependant, des études sur des souris KO pour la ghréline, la GOAT ou le GHSR-1a (Smet
et al., 2006; Sun et al., 2003; Wortley et al., 2004), ou des souris surexprimant la ghréline
(Reed et al., 2008) ont montré des résultats variables sur la consommation alimentaire, si bien
que I’essentialité de la ghréline endogene sur le déclenchement de I’appétit est controversée
(Albarran-Zeckler et al., 2011). En revanche, il semble y avoir un effet de la ghréline sur la
prise alimentaire hédonique qui correspond a la consommation de nourriture motivée par le
plaisir et sans réel besoin énergétique (Egecioglu et al., 2010; Shimbara et al., 2004; Walker et
al., 2012). Dans le cas de la ghréline, la consommation hédonique concerne surtout les
aliments riches en lipides et en sel (Cai et al., 2013). Il semblerait que cette action de la

ghréline sur la consommation hédonique passe par une élévation du niveau d’expression des
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récepteurs CD36 (cluster de différentiation 36), GPR120 (Récepteur couplé aux protéines G
120) et ENaC (Canal sodium épithélial) (Cai et al., 2013).

L’obestatine, également synthétisée a partir du gene Ghrl (Zhang et al., 2005), a d’abord
été décrite comme exercant un effet anorexigéne apres fixation sur le récepteur orphelin
GPR39 (Moechars et al., 2006; Zhang et al., 2005). Cependant, ces résultats n’ont pas été
observés dans les études ultérieures et sont aujourd’hui controversés (Chartrel et al., 2007;
Holst et al., 2007; Van Dijck et al., 2009). Il semble néanmoins que 1’obestatine puisse
interagir avec la ghréline et contrer I’effet de cette derniere sur la prise alimentaire et la
sécrétion de GH, lorsque les deux peptides sont co-administrés a dose équimolaire, chez les

rongeurs (Hassouna et al., 2010, 2012; Zizzari et al., 2007).

3.3.2.2. Effet sur la masse corporelle et I’adiposité

La ghréline acylée augmente le stockage des graisses et la masse corporelle (Tschop et al.,
2000; Wren et al., 2001), active la lipogenese de novo et inhibe le catabolisme des lipides
(Sangiao-Alvarellos et al., 2009), diminue la thermogénese et la dépense énergétique
(Asakawa et al., 2001; Yasuda et al., 2003). L’injection de ghréline augmente la concentration
en triglycérides dans le foie de souris de phénotype sauvage, mais pas lorsque le gene Ghsr-

la est éteint (Barazzoni et al., 2005; Davies et al., 2009; Sangiao-Alvarellos et al., 2009).

Si l'effet de la ghréline sur la mise en réserve des lipides est en accord avec 1’effet
orexigene (§ 3.3.2), cela va a I’encontre de I'effet sécrétagogue de la GH, cette derniere
favorisant la mobilisation des réserves de lipides dans les adipocytes (§ 3.3.1). Il semblerait
que I’action de la ghréline sur le métabolisme lipidique dans les tissus périphériques soit, au
moins partiellement (Theander-Carrillo et al., 2006), indépendante du SNC et du récepteur
GHSR-1a (Perez-Tilve et al., 2011; Tsubone et al., 2005) et que la ghréline non acylée joue
un role dans I’adiposité (Rodriguez et al., 2009; Thompson et al., 2004). L’effet de la ghréline

octanoylée et non octanoylée sur I’adiposité n’a pas été totalement clarifié.

3.3.3. Effet sur ’homéostasie du glucose et sur la résistance a l'insuline

La ghréline, la GOAT et le récepteur GHSR-1a, sont exprimés du stade foetal a 1’age

adulte dans les cellules a et B du pancréas, qui régulent I’homéostasie du glucose en sécrétant
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Figure 16. Régulation des ilots de Langerhans par la ghréline acylée (d’apreés
Heppner et al., 2014)

Une forte concentration de ghréline acylée active le récepteur GHSR-1a dans les cellules a,
entrainant une sécrétion de glucagon et active ce méme récepteur dans les cellules B,
inhibant ainsi la sécrétion d’insuline. Ces deux actions combines conduisent a une
augmentation de la glycémie. Les fortes concentrations de ghréline octanoylée sont
observées en cas de restriction calorique (CR), de perte de poids, aprés une injection
d’analogues de la ghréline, dans le cas d'un syndrome de Prader-Willi. Lorsque la
concentration en ghréline acylée est faible, il n’y a pas d’effet sur la sécrétion de glucagon et
d’insuline. Les faibles concentrations de ghréline acylée sont mesurées chez les obeses et les
sujets insulino-résistants et aprés une injection d’inhibiteur de la GOAT ou aprés une
gastrectomie. (SST5, somatostatin receptor subtype 5)



le glucagon et I'insuline (Volante et al., 2002; Wierup et al., 2004). 11 semblerait donc que
I’action de la ghréline se fasse par communication autocrine/paracrine. Un nouveau type de
cellules exprimant la ghréline dans le pancréas, les cellules €, a également été identifié, chez

le rongeur (Arnes et al., 2012).

A forte concentration, la ghréline octanoylée entraine la sécrétion du glucagon par les
cellules o (Chuang et al., 2011) et inhibe la sécrétion d’insuline par les cellules B (Dezaki,
2013; Reimer et al., 2003) ce qui entraine une augmentation de la glycémie chez I’Homme et
le rongeur (Heppner et al., 2014). Les situations physiologiques ou de fortes concentrations de
ghréline octanoylée peuvent €tre mesurées sont le jeline, la restriction calorique, I’anorexie, la
boulimie, la perte de poids ou le syndrome de Prader-Willi. Ainsi, la ghréline acylée limite
I’hypoglycémie en cas de restriction calorique sévere mais n’est pas essentielle a la survie
dans ces conditions (Yi et al., 2012), comme cela avait pourtant été suggéré initialement
(Zhao et al., 2010). L’effet de la ghréline dans les cellules B passe par le récepteur GHSR-1a
qui se dimérise avec le récepteur SSTRS5 de la somatostatine et mobilise la protéine Gai
(Park et al., 2012) ce qui inhibe la sécrétion d’insuline. Lorsque la concentration en ghréline
acylée est basse, chez les sujets obeses ou insulino-résistants, il n’y a pas d’effet observé sur

la sécrétion d’insuline et de glucagon (Figure 16).

L’effet de la ghréline non octanoylée sur la sécrétion d’insuline et de glucagon est mal
compris. Certaines études montrent un effet activateur sur la sécrétion d’insuline, d’autres
n’observent pas d’effet (Broglio et al., 2003). Une forte concentration en ghréline non
octanoylée bloque 1’action de la ghréline sur I’insuline, ce qui peut s’expliquer par un effet de
compétition entre les deux formes (octanoylée et non acylée) sur le récepteur GHSR-1a

(Qader et al., 2008).

3.3.4. Effet sur I'inflammation

La ghréline octanoylée, produite par les monocytes et les cellules T, exerce un effet anti-
inflammatoire in vivo et in vitro (Baatar et al., 2011). L’injection de ghréline octanoylée
diminue I’expression et la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF-a),
quels que soit la dose, la pathologie et les horaires de traitements (Taub, 2007). La ghréline

octanoylée est apparue comme une candidate intéressante dans le traitement de certains
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troubles du systeme immunitaire (arthrite, maladie inflammatoire chronique de l'intestin,
sclérose en plaques) (Chorny et al., 2008; Gonzalez—Rey et al., 2006; Souza-Moreira et al.,
2013).

3.3.5. Effets sur la tension artérielle et le fonctionnement cardiaque

La ghréline, synthétisée dans les cardiomyocytes et les cellules endothéliales (Kleinz et al.,
2006), exerce des effets favorables sur le fonctionnement cardiovasculaire (Isgaard et al.,
2008) : I'injection de ghréline entraine une dilatation des vaisseaux sanguins, une constriction
de l’artére coronaire, une amélioration des fonctions endothéliales et une diminution de la
pression sanguine (Zhang et al., 2010). Les effets de la ghréline sont en partie dus a I’effet
protecteur de la GH. Mais la ghréline peut également agir directement, par mode endocrine,
autocrine et paracrine, étant donné que son récepteur GHSR-1a est également exprimé dans le
ceeur. Il semblerait que la ghréline octanoylée et la ghréline non octanoylée puissent avoir un
effet anti-apoptotique sur les cardiomyocytes, via un récepteur différent du GHSR-1a

(Baldanzi et al., 2002).

Chez des individus sains, I’injection par voie intraveineuse de ghréline (10 pg/kg) diminue
significativement la pression artérielle (Nagaya et al., 2001). Il a cependant été montré que la
ghréline peut activer la réabsorption du sodium dans les tubes collecteurs des reins en agissant
sur les canaux sodium épithéliaux, par un mécanisme dépendant de I’AMPc, entrainant ainsi
une augmentation de la tension (Seki, 2013). Une hypertension est souvent observée chez les
personnes obeses. La concentration en ghréline dans le plasma est pourtant plus faible chez
les obeses mais il a été émis comme hypothese que la production de ghréline au niveau de
leurs reins pourrait étre plus élevée et avoir une action directe sur les canaux sodium,

entrafnant ainsi une hypertension.

3.3.6. Autres effets de la ghréline

Méme si le role de la ghréline octanoylée n’est pas vital, elle régule de nombreuses
fonctions, en plus de celles déja présentées. Ainsi, 1’élévation de la ghréline octanoylée et
totale dans le lait maternel et dans le sérum des nourrissons allaités suggere un effet important

dans le développement des nouveau-nés (Ilcol et al., 2007), mé€me si celui-ci n’est pas encore
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identifié. La ghréline diminue 1’anxiété chronique et les symptomes dépressifs (Lutter et al.,
2008), favorise la mémorisation et I’apprentissage (Asakawa et al., 2001), régule le sommeil
(Bodosi et al., 2004). En plus de la sécrétion de GH, la ghréline octanoylée régule également
la sécrétion de prolactine et d’ACTH (corticotrophine) (van der Lely et al., 2004) ; I’injection
d’inhibiteurs de la GOAT chez le rat entraine d’ailleurs une diminution significative des
concentrations d’ACTH, d’aldostérone et de corticostérone, dans le plasma (Rucinski et al.,
2012). La ghréline stimule la guérison des Iésions de la muqueuse gastrique et pourrait avoir
un effet anti-cancéreux dans I’estomac (Rau et al., 2013; Warzecha et al., 2014). On peut
également citer un effet régulateur de la réabsorption des sels biliaires, observé chez des

souris GOAT™ (Kang et al., 2012).

Conclusion de la synthése bibliographique

Les acides gras saturés a chaine moyenne (AGCM) possedent des spécificités
métaboliques distinctes de celles des acides gras a chaine longue (AGCL), ce qui est di a
leurs propriétés physico-chimiques, mais aussi a une affinité moindre avec certaines enzymes
(I-FABP, Acyl-CoA Synthase). Les AGCM sont synthétisés dans les cellules de la glande
mammaire en lactation et on les trouve donc dans les produits laitiers, mais également
certaines huiles (coprah, palmiste). L’émulsification est facilitée pour les AGCM en raison de
leur plus grande solubilité et de leur plus faible tension interfaciale avec le milieu aqueux. Les
triglycérides a chaines moyennes (TCM) sont rapidement hydrolysés par les lipases
préduodénale et pancréatique car les chaine moyennes (1) sont plus facilement émulsifiées
que les chaines longues, (2) sont estérifiées en position sn-3 (produits laitiers) et sn-1 et 3
(huiles végétales) des triglycérides, qui sont les sites d’hydrolyse préférentiels de la lipase
préduodénale, (3) n’inhibent pas I’activité de la lipase préduodénale. Les AGCM peuvent
donc étre précocement absorbés, des le duodénum, voire méme I’estomac. Contrairement aux
AGCL (libres ou sous forme de monoglycérides) qui, une fois absorbés dans les entérocytes,
sont réestérifiés, empaquetés dans les chylomicrons et sécrétés dans la circulation générale,
les AGCM libres sont transportés par 1’albumine dans la veine porte jusqu’aux cellules du
foie, pour étre B-oxydés et sont donc peu stockés dans les tissus périphériques. La

consommation d’AGCM entraine des effets sur la lipidémie plasmatique, ’homéostasie du
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glucose, la satiété et le stockage des lipides dans le tissu adipeux, I’inflammation (Figure 4).
Une autre particularité des AGCM (essentiellement le C8:0), récemment découverte, est leur
capacité a activer la ghréline, apres formation d’une liaison oxyester catalysée par la ghréline-
O Acyltransférase. La ghréline octanoylée exerce également des effets sur I’homéostasie du
glucose, la satiété et le stockage des lipides dans le tissu adipeux, I’inflammation et elle
déclenche aussi la sécrétion de GH (Figure 17). Or, les effets physiologiques des AGCM
s’opposent, pour un certain nombre, aux effets de la ghréline octanoylée, notamment

concernant I’effet sur la satiété et la prise de poids.
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Dans la syntheése bibliographique, les caractéristiques métaboliques des acides gras
saturés a chaine moyenne (AGCM) ont été présentées, et plus particulicrement celles de
I’acide octanoique (C8:0) capable d’octanoyler la ghréline, la seule hormone peptidique
orexigene. Les AGCM sont a priori essentiellement apportés par I’alimentation, puisque leur
biosyntheése endogeéne n’a été observée que dans les cellules de la glande mammaire en
lactation. Rapidement absorbés et catabolisés dans le foie, ces acides gras sont peu stockés
dans les tissus. En raison de leurs caractéristiques métaboliques, ils ont été incorporés aux
régimes de personnes obeses ou en surpoids, afin de favoriser la perte de poids. L’efficacité
des AGCM pour cette utilisation reste néanmoins controversée, comme le prouve les récentes
méta-analyses. L’étude des effets physiologiques des AGCM alimentaires s’est complexifiée
avec la récente découverte de 1’octanoylation de la ghréline, nécessaire a la reconnaissance de
ce peptide par le récepteur sécrétagogue de 1’hormone de croissance GH (GHSR-1a). La
ghréline est essentiellement produite dans les cellules de la muqueuse gastrique, ou les
AGCM alimentaires sont suspectés pouvoir pénétrer, depuis le contenu gastrique. Environ 10
a 50% de la ghréline totale circulante est octanoylée par une enzyme de 1’estomac, la
Ghréline-O-Acyltransférase (GOAT). En plus de provoquer la sécrétion de GH, la ghréline
octanoylée joue un role dans le déclenchement de la prise alimentaire, favorise 1’adiposité, la
prise de poids, augmente la glycémie et active le métabolisme lipidique. Ainsi, par cette
liaison covalente a la ghréline, le C8:0 pourrait moduler 1’appétit, la masse corporelle,
I’adiposité et 1’homéostasie du glucose, d’une maniere qui s’oppose aux effets connus des

AGCM.

Dans le but de mieux comprendre 1’apparente contradiction entre les effets connus des
AGCM sur la masse corporelle et la satiété, et 1’effet de I’octanoylation de la ghréline, des
expérimentations physiologiques ainsi que d’autres approches plus moléculaires sont
nécessaires. Peu de données sont disponibles sur I’effet de la consommation réguliere
d’AGCM sur la régulation de I’octanoylation de la ghréline. L’axe ghréline-GOAT informe le
systtme nerveux central (SNC) de la disponibilité en nutriments. La mise au point
d’antagonistes de la ghréline octanoylée et d’inhibiteurs de la GOAT pourraient permettre de
bloquer [D’effet orexigéne, la prise de poids et ainsi constituer des traitements

pharmacologiques contre 1’obésité. Comprendre 1’impact de la disponibilité ou I’absence du
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substrat lipidique de la GOAT, I’acide octanoique, dans le régime alimentaire pourrait étre un

autre moyen de contrdler les effets de la ghréline octanoylée.

Ainsi, les objectifs des travaux réalis€s au cours de mon doctorat étaient d’étudier
I’influence de la consommation de I’acide octanoique alimentaire sur la régulation de I’axe
ghréline-GOAT, agissant sur la consommation alimentaire et potentiellement sur la prise de
poids pouvant conduire a 1I’obésité. Pour répondre a cet objectif, quatre approches principales

de recherche ont été mises en place :

A. une approche physiologique ayant pour but d’étudier I'impact d’un apport chronique
d’acide octanoique a différentes doses et dans plusieurs conditions physiologiques (régime
moyennement riche en lipides, régime hyperlipidique et restriction calorique) sur la
consommation alimentaire, les taux plasmatiques de ghréline octanoylée et non octanoylée,
les parametres lipidiques circulants, la composition en acides gras des tissus et I’adiposité

chez le rat adulte,

B. une seconde approche physiologique s’attachant a démontrer et quantifier 1’absorption
gastrique de I’acide octanoique (ingéré sous forme de trioctanoine) chez le raton et I’effet de

I’inhibition partielle de la lipase préduodénale sur 1’acylation de la ghréline,

C. une approche in vitro ayant pour but de comparer I’utilisation cellulaire de 1’acide
octanoique dans les cellules de la muqueuse gastrique et dans les hépatocytes, en culture

primaire,

D. une étude moléculaire ayant pour but de mettre en place un essai de mesure d’activité de la
GOAT, I’enzyme responsable de I’octanoylation de la ghréline, afin d’étudier sa régulation

par différents acides gras.
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Résultats et discussions

67



Partie A

A. Effets de la consommation chronique d’acide
octanoique a différentes doses sur I’axe ghréline-

GOAT et sur le métabolisme lipidique
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masse (21 % AET) 70 % de la ration ad flibitum des groupes MF
C8:0 (en % AGT /% AET) 0/0 8/1,7 21/44
C16:0 (en % AGT / % AET) 30/6.3 20/4.2 75/16
Groupes HF (high fat)
'_.: - a:imfﬁ'ls;
— %
3 Régimes 18 rats au sevrage

25 % de lipide en : HF_O .I ‘ml_-I_FZS/’ @

masse (45 % AET)

C8:0 (en % AGT / % AET) 0/0 8/3.6 21/9.5

C16:0 (en % AGT / % AET) 30/13.5 20/9 7,5/3.4

Figure 18. Représentation schématique des différents groupes de rats et
conditions



La partie A présente 1’approche physiologique adoptée afin d’étudier les effets de la dose
d’acide octanoique, consommée de maniere chronique, sur 1’octanoylation de la ghréline, les
parametres régulés par 1’axe ghréline-Ghréline O-acyltransférase (GOAT) et sur le
métabolisme lipidique. La 1% partie traite de I’effet du C8:0 sur I’axe ghréline-GOAT et les
parametres qu’il régule, sous la forme d’un article intitulé « Dietary caprylic acid (C8:0) does
not increase plasma acylated ghrelin but decreases plasma unacylated ghrelin in the rat »,
publié dans PLoS ONE (Lemarié et al., 2015a). Une 2™ partic présente les résultats
complémentaires concernant 1’effet de la consommation de C8:0 sur la composition tissulaire

en acides gras et le métabolisme lipidique dans le foie et les tissus adipeux.

A.1. Effets de la consommation chronique de C8:0 a différentes
doses sur la régulation de I'axe ghréline-GOAT

A.1.1. Contexte et présentation de I’étude

Depuis I’Etude des 7 pays, une étude épidémiologique d’observation traitant des
problemes cardiaques chez les Hommes, les matieres grasses saturées alimentaires sont
considérées comme responsables de 1’augmentation de la cholestérolémie, favorisant
I’apparition de plaques d’athérome augmentant les risques d’accidents cardio-vasculaires
(Keys et al., 1966). Le role physiologique des acides gras saturés a longtemps été restreint a
leurs effets négatifs, quand ils sont apportés en exces dans I’alimentation, ce qui explique leur
mauvaise réputation nutritionnelle (Mensink et al., 1992). Ces résultats, bien que remis en
cause depuis que les études nutritionnelles explorent des doses raisonnables d’acides gras
totaux, ont largement contribué a masquer les autres fonctions biologiques de ces derniers
(Siri-Tarino et al., 2010; Tholstrup et al., 2003). Chaque acide gras saturé possede des
fonctions cellulaires spécifiques. Il est donc nécessaire de les considérer selon leur propre

spécificité, leur origine alimentaire ainsi que selon la dose ingérée.

Comme décrit dans la synthése bibliographique, les acides gras saturés a chaine moyenne
(AGCM) présentent des caractéristiques liées a leur structure moléculaire (6 a 10 carbones),
notamment 1’acide octanoique (C8:0) qui est capable d’activer la ghréline en formant une
liaison oxyester avec la Serine 3 N-terminale (octanoylation). La ghréline octanoylée, qui

représente 10 a 50% de la ghréline totale dans le plasma, est la seule hormone orexigene
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connue chez I’Homme. Elle joue un rdle dans le maintien de 1’équilibre énergétique de
I’organisme en agissant sur le déclenchement de la prise alimentaire, le métabolisme
lipidique, ’homéostasie du glucose et sur le systeme digestif. Méme si les effets observés des
AGCM sur la satiété, la baisse de poids ou les taux de lipides circulants (triglycéride,
cholestérol HDL et LDL) ne sont pas toujours identiques selon les études, ils sont souvent soit
neutres, soit bénéfiques pour la santé et en faveur d’une perte de poids. L’acide octanoique
semble ainsi exercer un double rdle :

1) en temps qu’ AGCM, il est rapidement utilisé dans le foie comme source d’énergie et est

donc peu stocké dans les tissus adipeux

2) par sa fonction d’acylation de la ghréline, il active indirectement la prise alimentaire,

favorise I’adiposité et la prise de poids, voire 1’obésité.

Si certaines études ont montré que les AGCM d’origine alimentaire pouvaient étre utilisés
pour I’acylation de la ghréline (Nishi et al., 2005a), il n’y a pas d’étude sur la relation entre la
dose de C8:0 consommée et I’effet sur I’axe ghréline-GOAT, en conditions physiologiques.
Pourtant, I’importance de 1’apport alimentaire en acide octanoique, en supposant que cet acide
gras ne soit pas enticrement B-oxydé dans le foie et atteigne les cellules ou la ghréline est
synthétisée et octanoylée, pourrait entrainer une augmentation de la disponibilité du co-
substrat de I’octanoylation. Dans ce contexte, 1’objectif de notre étude est de comprendre
I’effet de la dose d'acide octanoique alimentaire sur les taux plasmatiques de ghréline
octanoylée ou non octanoylée, et sur les parametres controlés par 1’axe ghréline-GOAT en

regard des effets liés aux particularités métaboliques de cet acide gras en tant qu’ AGCM.

Pour cela, des régimes iso-lipidiques et iso-saturés avec une dose croissante de C8:0 (0, 8
et 21 % des AGT) sous forme de trioctanoine, compensée par une diminution en acide
palmitique (C16:0), ont été donnés a des rats pendant 6 semaines. Le role de 1’axe ghréline-
GOAT dans la régulation de certains parametres (telle que la glycémie) étant a priori
dépendant de I’état nutritionnel (Zhao et al., 2010). Notre étude a ét€ menée dans trois
situations nutritionnelles : un apport lipidique modéré (10% de lipides en masse) en condition
ad libitum, un apport lipidique modéré (10% de lipides en masse) en condition de restriction
calorique (70% de la quantité d’aliment ingérée ad libitum) et un apport lipidique élevé (25%

de lipides en masse) en condition ad libitum (Figure 18). L'dge semblant également étre un
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facteur déterminant dans le fonctionnement de 1’axe ghréline-GOAT-GHSR-1a (Kang, 2011),
le choix a été fait de réaliser I’étude directement apres le sevrage des rats (période de

croissance).
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Table 1. Fat mixture and fatty acid composition (% of FAs) of the
experimental lipid blends containing increasing levels of caprylic acid
(C8:0)

Diet-0 %  Diet-8 % Diet-21 %

Fat (%)
Olive Oil 47.0 483 50.0
Rapeseed Oil 0.0 0.0 10.0
Palm Oil 19.0 17.0 0.0
Corn O1l 13.5 3.5 13.3
Flaxseed Oil 55 5.5 3.7
Tricaprylin 0.0 10.0 23.0
Tripalmitin 14.7 5.7 0.0
FA (% of FAs)

C8:0 0.0 8.4 20.6
CI12:0 0.1 0.1 0.0
C14:0 0.3 0.3 0.0
Cl6:0 30.0 19.8 7.6
CI8:0 3.1 29 22
C20:0 0.3 0.3 0.3
C22:0 0.0 0.1 0.1
LSFA! 33.8 31.8 30.9
Clé6:1 (n-9) 0.0 0.1 0.1
Cl16:1 (n-7) 04 04 0.4
C18:1 (n-9) 477 493 499
Cl18:1 (n-7) 1.7 1.6 1.9
C20:1 (n-9) 0.2 0.2 0.3
EMUFA! 50.0 51.5 52.5
C18:2 (n-6) 12.7 132 13.1
CI18:3 (n-3) 35 35 35
TPUFA! 16.2 16.7 16.6

C18:2/C18:3 ratio 3.7 3.8 3.8

The three different lipid mixes were used for preparing the MF, CR and HF diets
!SSFA, SMUFA and SPUFA correspond respectively to the sum of saturated, mono-
unsaturated and poly-unsaturated fatty acids



Abstract

Focusing on the caprylic acid (C8:0), this study aimed at investigating the discrepancy
between the formerly described beneficial effects of dietary medium chain fatty acids on body
weight loss and the C8:0 newly reported effect on food intake via ghrelin octanoylation.
During 6 weeks, Sprague-Dawley male rats were fed with three dietary C8:0 levels (0, 8 and
21% of fatty acids) in three experimental conditions (moderate fat, caloric restriction and high
fat). A specific dose-response enrichment of the stomach tissue C8:0 was observed as a
function of dietary C8:0, supporting the hypothesis of an early preduodenal hydrolysis of
medium chain triglycerides and a direct absorption at the gastric level. However, the
octanoylated ghrelin concentration in the plasma was unchanged in spite of the increased C8:0
availability. A reproducible decrease in the plasma concentration of unacylated ghrelin was
observed, which was consistent with a decrease in the stomach preproghrelin mRNA and
stomach ghrelin expression. The concomitant decrease of the plasma unacylated ghrelin and
the stability of its acylated form resulted in a significant increase in the acylated/total ghrelin
ratio which had no effect on body weight gain or total dietary consumption. This enhanced
ratio measured in rats consuming C8:0 was however suspected to increase (i) growth hormone
(GH) secretion as an increase in the GH-dependent mRNA expression of the insulin like
growth Factor 1 (IGF-1) was measured (ii) adipocyte diameters in subcutaneous adipose
tissue without an increase in the fat pad mass. Altogether, these results show that daily
feeding with diets containing C8:0 increased the C8:0 level in the stomach more than all the
other tissues, affecting the acylated/total ghrelin plasma ratio by decreasing the concentration
of circulating unacylated ghrelin. However, these modifications were not associated with

increased body weight or food consumption.
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Table 2. Primers designed for quantitative RT-PCR analysis of rat genes

Genes Preproghrelin (PPG) IGF-1 GHSR-1a
Species rat rat rat
GenBank Acc. no. NM _021669.2 NM_001082479.1 NM_032075.3

Forward primer ~ TGGCATCAAGCTGTCAGGAG AGTTCGTGTGTGGACCAAGG  GCCATCTGCTTCCCTCTG
Reverse primer ~ GGCAGAAGCTGGATGTGAGT GGTGACGTGGCATTTTCTGT — ATCTGTGCCGTTTTCGTG

Amplicon size bp 171 312 144



Introduction

Caprylic acid (octanoic acid, C8:0) belongs to the class of medium-chain saturated fatty
acids (MCFAs) which also includes caproic acid (C6:0) and capric acid (C10:0). MCFAs are
characteristic nutrients present in dairy products (Jensen et al., 1990) and in specific oils like
palm kernel and coconut oils (Takeuchi et al., 2008). They display physical and metabolic
properties that are distinct from those of long-chain saturated fatty acids (LCFAs >12
carbons), leading therefore to distinct physiological effects (Bach et al., 1982). First, part of
MCFAs coming from dietary medium chain triglycerides (MCTs) can be released early
during digestion through the action of preduodenal lipase (Clark et al., 1969), leading to their
potential and yet not clearly quantified direct absorption by the stomach mucosa (Lai et al.,
1998; Perret, 1980). Second, MCFAs which have escaped the absorption at the gastric level
are absorbed by small intestinal cells, like LCFAs, after the subsequent action of duodenal
pancreatic lipase on both dietary remaining MCTs and long chain triglycerides (LCTs).
However, unlike LCFAs which are re-esterified with 2-monoglycerides into triglycerides and
incorporated into chylomicrons which enter the lymphatic system, MCFAs are directly
transferred to the portal circulation and transported as free fatty acids (FFAs) with albumin to
the liver (You et al.,, 2008). Third, once in the liver, MCFAs are rapidly subjected to
mitochondrial B-oxidation (Ooyama et al., 2009), since they easily enter the mitochondria
independently of the carnitine transport system, as opposed to LCFAs (Papamandjaris et al.,

1998).

These metabolic properties of MCFAs (rapid gastro-intestinal hydrolysis and absorption,
specific transport through the portal vein and rapid B-oxidation in the liver) lead to a high
catabolism and low tissue storage especially in adipose tissue (Bach et al., 1996). Dietary
MCFAs have therefore been associated with beneficial physiological effects compared with
LCFAs. Indeed, a diminished deposition of fat was reported in rats overfed with MCT diets
compared with LCT diets (Baba et al., 1987; Geliebter et al., 1983; Han et al., 2003). In
overweight humans, intakes of equal-caloric diets rich in MCFAs were shown to decrease
adiposity and increase energy expenditure compared to similar diets rich in LCFAs (St-Onge

et al., 2008; Tsuji et al., 2001). Regarding other physiological parameters, epidemiological
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Table 3. Effect of dietary tricaprylin (0, 8, 21 % of FAs) in the MF groups

on the C8:0 availability in different tissues

C8:0in % FA

Diets MF-0 MF-8 MF-21 K-W test

Plasma n.d.! n.d. n.d. n.s.2
Liver n.d. n.d. n.d. n.s.
Mesenteric adipose tissue n.d. 0.15+0.00 0.25+0.01 *
Subcutaneous adipose tissue n.d. 0.15+0.01 0.26 +£0.02

Epididymal adipose tissue n.d. 0.19+0.01 0.32+0.01 *
Stomach 0.07+0.03 048 +0.07 1.22+0.25 *E
Duodenum n.d. 0.14£0.01 0.43+0.09 *
Jejunum n.d. 0.12+0.03 0.30+0.12 I.s.
Ileum n.d. n.d. n.d. n.s.

Results are expressed as mean = SEM in % of FAs in the tissues
Kruskal-Wallis test (K-W test) *P<0.05, **P<0.01

" not detected

? statistically not significant



studies have also shown that intakes of short to medium-chain saturated fatty acids were not

significantly associated with the risk of coronary heart disease (CHD) (Hu et al., 1999).

However, more recently, caprylic acid was also shown to specifically acylate ghrelin
(Kojima et al., 1999), the only known peptide hormone with an orexigenic effect. Ghrelin is a
28 amino acid peptide expressed mainly in the different sections of the digestive tract and
especially the stomach (Hosoda et al., 2000b). Acylated ghrelin binds to the growth hormone
secretagogue receptor la (GHSR-la) located in the pituitary gland and hypothalamus
(Howard et al., 1996; Wang et al., 2014) and regulates many relevant biological processes
including the secretion of the growth hormone (GH), the stimulation of appetite and food
intake, the modulation of gastric acid secretion and motility and the regulation of glucose
homeostasis and adiposity (Delporte, 2013). Ghrelin seems to have an essential function in
blood glucose regulation in case of calorie restriction (Zhao et al., 2010), even if the
mechanisms mediating this effect remain poorly understood. During its maturation in the
gastric mucosa and before secretion in the blood, part of the proghrelin is subjected to a
unique modification consisting in the addition of an activated caprylic acyl-coA to the 31
serine residue. The ghrelin O-acyltransferase (GOAT or MBOAT4), the gastric enzyme
involved in ghrelin octanoylation, belongs to the family of membrane bound O-
acyltransferases (MBOAT), a group of proteins involved in acetyltransferase and
acyltransferase activity (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a). Plasma ghrelin exists
therefore in both unacylated and acylated forms, but only the latter can bind its GHSR-1a
receptor. Because of the above-mentioned potential specific gastric absorption of MCFAs
following the consumption of MCTs, dietary caprylic acid is now suspected to directly
provide GOAT enzyme with octanoyl-CoA co-substrate necessary for the acyl modification
of ghrelin. Indeed, ingestion by mice of either MCFAs or MCTs increased the stomach
concentration of acylated ghrelin (Nishi et al., 2005a), without changing the total ghrelin
amount. Using murine genetic models, Kirchner et al. (2009) also suggested that GOAT was
required to mediate the impact of dietary MCTs on body adiposity. Recent studies have
suggested that GOAT might be a therapeutic target against obesity and hyperphagia by

inhibiting the GOAT activity (Barnett et al., 2010), in order to decrease the circulating level
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Figure 1. Effect of dietary tricaprylin level in the MF groups on C8:0

availability in the stomach tissue

The stomach tissue was dissected and the fatty acids of the fundus and corpus were
analyzed. The C8:0 available in the different parts of the stomach is expressed as mean %
SEM in % of FAs in the tissues. The effect of the diet and the localization in the stomach
tissue was analyzed using two-way ANOVA: (i) effect of the diet on C8:0 availability,
P<0.0001; (ii) effect of the part of the stomach tissue studied on C8:0 availability, P=0.0092;
(iii) interaction between the two factors, P=0.0387.

S1 Table. Effect of the diets in the MF groups on the C16:0 availability in
different tissues

C16:0in % FA

Diets ME-0 MEF-8 MF-21 K-W test
Plasma 23.73£0.69 2368+046 22504048 -
Liver 2866+ 1.56 29.15+ 130 2808+1.58 -
Mesenteric adipose tissue 2713021 2610+ 040 2392+ 0.80 R
Subcutaneous adipose tissue 2681039 26.15+035 23.69+0.71 ok
Epididymal adipose tissue 27.07+043 2595+£076 24224092 -
Stomach 2396+0.56 2253+080 21.95+0.52 -
Duodenum 21.72+027 2094+049 21.36+0.51 -
Jejunum 2437+045 2445+063 22.89+0.54 -
lleum 2398068 2453+043 23.01+042 -

Results expressed as mean + SEM



of acylated ghrelin (which may also be obtained by limiting the availability of its substrate

C8:0) (Barnett et al., 2010).

Altogether, these data support contradictory physiological effects of dietary caprylic acid
on body weight and food consumption. We therefore wanted to clarify the discrepancy
between the historically described beneficial effects of dietary MCFAs including C8:0 on
body weight and fat loss and its newly reported effect on food consumption and appetite
stimulation via ghrelin acylation. The purpose were to (i) define the origin of caprylic acid
which is used to acylate ghrelin in the stomach, (ii) study the effect of increasing dietary
caprylic acid levels on the C8:0 available in the stomach and other tissues, (iii) analyze the
subsequent effect of increasing dietary caprylic acid levels on the concentration of circulating
plasma acylated and non-acylated ghrelin, (iv) study the whole effect of increasing dietary
caprylic acid levels on dietary consumption, body weight and on other parameters such as
adiposity. Here, we showed that dietary C8:0 led to a specific dose-response enrichment of
C8:0 in the stomach tissue. However, this increased C8:0 availability did not affect the plasma

acylated ghrelin concentration but decreased the plasma unacylated ghrelin concentration.

Materials and methods

Chemicals

Solvents and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France) or Thermo Fisher Scientific (Elancourt, France). Tricaprylin was from TCI Europe
(Zwijndrecht, Belgium). Tripalmitin was from Sigma. Rat plasma acylated and unacylated
ghrelin enzyme immunoassays kits (EIA) were purchased from SPI-Bio (Montigny Le
Bretonneux, France). Kits for plasma glucose, cholesterol and triglycerides were purchased
from Bio-mérieux (Lyon, France). Rabbit anti-ghrelin polyclonal antibodies (bs-0467R) used

for immunohistochemistry were purchased from Bioss (Massachusetts, USA).

Diets

Three different lipid mixes (Table 1) were prepared with commercial oils (olive, rapeseed,
palm, corn and flaxseed oils) and increasing amounts of caprylic acid (0, 8 and 21% of FAs)

in the form of tricaprylin substituted with decreasing amounts of palmitic acid (30, 20 and
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Figure 2. Effect of dietary tricaprylin level on the plasma acylated and

unacylated ghrelin concentrations, in the MF groups, fed state

(a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks of diet. Kruskal-Wallis test
(K-W): (i) acylated ghrelin, P=0.44; (ii) unacylated ghrelin, P=0.0018, Dunn’s post tests,
*P<0.05, **P<0.01; (iii) total ghrelin, P=0.5824. (b) Acylated and unacylated ghrelin
concentrations after 5 weeks of diet. K-W test: (i) acylated ghrelin, P=0.56; (ii) unacylated
ghrelin, P=0.029, Dunn’s post tests, *P<0.05; (iii) total ghrelin, P=0.127. (c) Acylated/total
ghrelin ratios after 3 weeks of diet. K-W test: P=0.006, Dunn’s post tests, *P<0.05, **P<0.01.
(d) Acylated/total ghrelin ratios after 5 weeks of diet. K-W test: P=0.0103, Dunn’s post tests,

*P<0.05.



7.5% of FAs) in the form of tripalmitin. These lipid mixes were used to prepare diets
containing either moderate amounts of fat called MF diets (10% in mass, i.e. 21% of total
energy), or high amounts of fat called HF diets (25% in mass, i.e. 45% of total energy), at the
Unité de Production d’ Aliments Expérimentaux (INRA, Jouy en Josas, France). The three MF
diets (MF-0, MF-8 and MF-21) also contained 42.2% of starch, 21.1% of sucrose, 19.9% of
casein, 1.8% of cellulose, 4.1% of mineral mix and 0.9% of vitamin mix. These MF diets
were isoenergetic (423 kcal/100 g) and contained the same amount of total saturated fatty
acids (SFAs), caprylic acid representing 0, 1.7 and 4.4% of total energy, respectively. The MF
diets were provided ad libitum to the rats but also as calorie restricted rations (CR diets)
corresponding to 70% of ad libitum and thereafter called CR-0, CR-8 and CR-21 diets.
Finally, in the three HF diets (HF-0, HF-8 and HF-21) containing 25% in mass of fat, the
increase in fat level was counterbalanced with a decrease in starch (32.2%) and sucrose
(16.1%). These HF diets were also isoenergetic (498 kcal/100 g), caprylic acid representing O,

3.6 and 9.5% of total energy, respectively.

Animals

All protocols complied with the European Union Guideline for animal care and use
(2003/35/CEE). The experimental procedure (n°01374.02) was approved by the French
Animal Care Committee (Rennes) and the Ministry of Higher Education and Research, in
compliance with recommendations of the 2013-118 directive for animal experimentation.
Forty five Sprague-Dawley male rats (60 g weight) were purchased from Janvier breeding
center (Le Genest Saint Isle, France). Eighteen rats were randomly distributed to 3 groups
(n=6) and fed ad libitum with the three MF diets (MF-0, MF-8 and MF-21). As mentioned
above, three other groups of rats (n=3) received the same MF diets restricted to 70% of ad
libitum and were called CR groups (CR-0, CR-8 and CR-21). The n value of the CR groups
was limited to 3 rats due to housing restriction. Finally, three other groups of rats (n=6) were
fed ad libitum with the HF diets (HF-0, HF-8 and HF-21). The nine different groups of rats
were fed during 6 weeks with the experimental diets. They had free access to water. Rats were
housed in groups of two (MF and HF diets) or alone (CR diets) at 19 °C-23 °C with a 12 h

light-dark cycle.

77



d [ Unacylated [ Acylated ghrelin C

600- * S 0.8+
o I 1 v
Pl = -
= c 0.6- —
£ 4004 = w
= £
2 = 5 04 | %
- [=]
£ — 8 o
e [ == — 3 ~
s £ 0.2- o
] =
e ]
u Ll L L] O.G T L)
HF-0 HF-8 HF-21 HF-0 HF-8 HF-21
1000+ 0.6-
T * P I
% 800- ! ! 5
% T £ o4 T bk
- — — A
E 600 5 E
H 3 D
= 400+ 1 2
g S 0.2- ~
6 — — — — 2 wn
= 200 s
<]
|2 <<
D Ll T T u‘o L) L)
HF-0 HE-8 HE-21 HF-0 HF-8 HF-21

S1 Figure. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin

concentrations in HF groups, fed state

(a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks of diet. Kruskal-Wallis test
(K-W): (i) acylated ghrelin, P=0.201; (ii) unacylated ghrelin, P=0.04, Dunn’s post tests,
*P<0.05; (iii) total ghrelin, P=0.033, Dunn’s post tests, °P<0.05. (b) Acylated and unacylated
ghrelin concentrations after 5 weeks of diet. K-W test: (i) acylated ghrelin, P=0.304; (ii)
unacylated ghrelin, P=0.023; Dunn’s post tests, *P<0.05; (iii) total ghrelin, P=0.2938. (c)
Acylated/total ghrelin ratios after 3 weeks of diet. K-W test: P=0.0669. (d) Acylated/total
ghrelin ratios after 5 weeks of diet. K-W test: P=0.0653.



Animal weight and food consumption were measured daily. Blood samples were collected
every week starting from the second week of diets (between 8 and 11 am) in the tail vein
alternatively on 18 h fasted (2“01 and 4™ weeks) or fed state (3“]1 and 5™ weeks) in order to
measure the plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations. For ethical reasons, rats
already under chronic calorie restriction were not additionally deprived of food and no results
are therefore presented for the CR group under fasted conditions. After 6 weeks of
experiment, rats were anesthetized following an overnight fast with an intraperitoneal
injection of pentobarbital (140 mg/kg) (Merial, Lyon, France) and blood samples were
collected by cardiac punctures. The liver, the brain, the mesenteric and the subcutaneous
adipose tissues were removed, weighted, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C.
Sections of subcutaneous adipose tissues were directly fixed in formalin for morphometric
analysis. The intestine (duodenum, jejunum and ileum) was emptied, rinsed with ice-cold
saline solution, snap-frozen and stored at -80 °C. The stomach was subsequently removed and
treated similarly. Stomach longitudinal sections were collected and fixed in formalin for

immunohistology.

Measurement of the plasma acylated and unacylated ghrelin

Blood samples collected in the tail vein were immediately mixed with EDTA (1 mg/mL
plasma) and with the serine protease inhibitor p-hydroxymercuribenzoic acid (PHMB, 0.4 uM
final) to protect the acylated ghrelin from enzymatic degradation (Hosoda et al., 2012). The
plasma was rapidly separated from the blood cells by centrifugation and acidified by adding
HCI (0.1 N final) to preserve ghrelin acylation, as well. Samples were then stored at -80 °C
for later hormone titration. The acylated and unacylated ghrelin concentrations were assayed

with the commercial EIA kits (Chen et al., 2012) according to the manufacturer’s instructions.

Analysis of the other plasma parameters

The plasma collected by cardiac punctures at the end of the experiment was separated
from the blood cells by centrifugation. Plasma glucose, cholesterol and TG were assayed with

commercial enzymatic kits according to the manufacturer’s instructions.
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S2 Figure. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin
concentrations in CR groups, fed state

(a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks; Kruskal-Wallis test (K-W):
(i) acylated ghrelin, P=0.0714; (ii) unacylated ghrelin, P=0.1321; (iii) total ghrelin, P=0.1321.
(b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 5 weeks; K-W test: (i) acylated
ghrelin, P=0.9929; (ii) unacylated ghrelin, P=0.6286; (iii) total ghrelin, P=0.9929. (c)
Acylated/total ghrelin ratios after 3 weeks; K-W test, P=0.0250, Dunn’s post tests, "P<0.05.
(d) Acylated/total ghrelin ratios after 5 weeks; K-W test, P=0.2071.



Lipid extraction and FA analysis

Lipids from liver, stomach, duodenum, jejunum, ileum, epididymal, mesenteric and
subcutaneous adipose tissues were extracted using a mixture of dimetoxymethane/methanol
(4:1 v/v) after homogenization with an Ultra-Turrax® as previously described (Guillou et al.,
2002). Lipids from plasma were extracted with a mixture of hexane/isopropanol (3:2 v/v),
after acidification with 1 mL HCl 3 M (Rioux et al., 2005). Pelargonic acid (C9:0) and
margaric acid (C17:0) were added as internal standards in order to quantify MCFAs (with
C9:0) and LCFAs (with C17:0). Total lipid extracts were saponified for 30 min at 70 °C with
1 mL of 0.5 M NaOH in methanol and methylated with ImL BF; (14% in methanol) for 15
min at 70 °C. To protect the presence of volatile short and medium chain FAs, FA methyl
esters (FAMEs) were extracted by adding 1 mL hexane and 5 mL NaCl 0.9% in deionized
water (Ezanno et al., 2014). After shaking, the hexane phase was directly analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) (Rioux et al., 2013) using an Agilent
Technologies 7890N (BiosAnalytic, Toulouse, France) with a split injector (10:1) at 250 °C
and a bonded silica capillary column (BPX70, 60 mx0.25 mm, SGE, Villeneuve-St-Georges,
France). The column temperature program started at 45 °C and stayed at this temperature for
3 min in order to analyze MCFAs. Then, the temperature ramped firstly at 10 °C/min to 150

°C, then at 1.4 °C/min to 220 °C and at 40 °C/min to 260 °C and held at 260 °C for 2 min.

Quantification of mMRNA expression by Real-Time PCR

Total RNA was extracted from stomach, hypothalamo-pituitary complex, mesenteric
adipose tissue and liver with Trizol®. RNA was converted into cDNA with the IScriptcDNA
synthesis kit (Bio-Rad) according to the supplier’s instructions. RNA was quantified by real-
time qPCR with the SsoFast EvaGreen supermix® (Bio-Rad) containing 50 ng of
retrotranscripted RNA, 300 nM of Forward primers and 300 nM of Reverse primers and 10
uL SsoFast EvaGreen supermix®. The sequences of primers were designed as described in
Table 2. Quantitative real-time PCR was done in optical 96-well plates on a CFX 96 real-time
PCR Detection System (BioRad) as follows: 30 s at 95 °C, 40 cycles of 5 s at 95 °C and 5 s at
55 °C. The 18S mRNA level was quantified as an endogenous control.

Ghrelin O-Acyltransferase (GOAT, MBOAT4) mRNA was quantified by Real-Time PCR
with the Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem) containing 40 ng of
79



[ unacylated

[ Acylated ghrelin

*

2000-
I 1
=
£
< 15004 | T
E
] ——
2 10001
£
o
E
Y 5004 —_—
i} S c— — —
S
0 T T T
MF-0 MF-8 MF-21
2000
=
£
o
< 1500+
E — — 1
‘;a ——
£ 1000+
£
®
G s00d == ] —
]
)
0 T T T
MEF-0 MF-8 MF-21

Figure 3. Effect of dietary tricaprylin level on the acylated and unacylated
ghrelin concentrations, in the MF groups, fasted state

(a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 2 weeks of diet. Kruskal-Wallis test
(K-W): (i) acylated ghrelin, P=0.0837; (ii) unacylated ghrelin, P=0.038, Dunn’s post tests,
*P<0.05; (iii) total ghrelin, P=0.2345. (b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations
after 4 weeks of diet. K-W test: (i) acylated ghrelin, P=0.4585; (ii) unacylated ghrelin,
P=0.5643; (iii) total ghrelin, P=0.65. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 2 weeks of diet. K-
W test: P=0.0181, Dunn’s post tests, *P<0.05. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 4 weeks

of diet. K-W test: P=0.3635.
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retrotranscripted RNA, 0.5 uM of primers and 0.25 uM of Tagman probe. Primers and 5’-
FAM/TAMRA-3" Tagman probes specific to GOAT gene were designed (forward primer 5’-
gggccaggtacctctttctc-3’; reverse primer 5’-cggccaaagcecaggacaccct-3’) and Tagman probe
(5’FAM-aaatgagcagagcgtaggga-TAMRA3Z’). Amplification was performed by an ABI PRISM
7000 (Applied Biosytems) over 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The /8S gene
expression was quantified as an endogenous control using the 18S RNA Control kit Yakima-
Yellow Eclipse Dark Quencher (Eurogentec) and relative gene expression was determined

from the cycle thresholds (Ct) using the AACt method.

Determination of adipocyte size (morphometric analysis)

Subcutaneous adipose tissue was fixed with 4% buffered formalin, pH 7.4, during 1 week
at 4 °C and embedded in paraffin (Kubota et al., 1999; Yamauchi et al., 2001). Three 4 um
sections per rat shifted by 150 um were cut using a microtome LEICA (Milton Keynes, UK)
and the sections were mounted onto glass slides and stained in Hemalun-Eosin-Safran
(H.E.S). The adipocyte areas were manually traced and analyzed using the NIS Elements
software. Adipocyte diameter, area and perimeter were calculated for 5 separate photographs
per tissue sections. These data were used to calculate the frequency distribution of adipocyte

diameters and the mean diameter.

Immunohistochemistry

Longitudinal stomach sections were fixed with 4% buffered formalin, pH 7.4, during 24
hours and embedded in paraffin (Knockaert et al., 2011). Paraffin-embedded tissue was cut at
4 um and slides were mounted onto glass slides. Immunohistochemistry was performed with
rabbit polyclonal ghrelin (acylated and unacylated) antibodies, targeting an amino-acid
sequence of the ghrelin which does not include the octanoylation site. Immunohistochemical
staining was performed on Automated IHC stainer using the LEICA ST502. The signal was

counted using the NIS elements software.

Statistical analysis

Statistical analyses were realized using GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA, USA). Group differences were analyzed by the non-parametric Kruskal-Wallis
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S3 Figure. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin
concentrations in HF groups, fasted state

(a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 2 weeks; Kruskal-Wallis test (K-W):
(i) acylated ghrelin, P=0.0958; (ii) unacylated ghrelin, P=0.5380; (iii) total ghrelin, P=0.3532.
(b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 4 weeks; K-W test: (i) acylated
ghrelin, P=0.6808; (ii) unacylated ghrelin, P=0.8580; (iii) total ghrelin, P=0.9826. (c)
Acylated/total ghrelin ratios after 2 weeks; K-W test, P=0.0076, Dunn’s post tests, *P<0.05,
**P<0.01. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 4 weeks, K-W test, P=0.2248.



test with the Dunn’s post-tests or with non-parametric Mann-Whitney test to compare the
amount of C8:0 between two sections of the stomach. A two-way ANOVA (not repeated
measures) was used to analyze the effect of the diet and the localization in the stomach
(fundus or corpus) on the C8:0 availability, and the effect of the tricaprylin on the frequency
distribution of adipocyte diameter. Body weight gain was analyzed using the two-way
ANOVA with repeated measures. All Data are expressed as the mean £ SEM and for all tests,

P<0.05 was considered as statistically significant.

Results

C8:0 availability in the stomach, intestine and other tissues

The effect of dietary C8:0 (0, 8 and 21% of FAs) was studied in rats subjected to three
different treatments: ad libitum Moderate Fat (MF) diet, Calorie Restricted (CR) diet (70% of
MF ad libitum energy intake) and ad libitum High Fat (HF) diet. The composition of total
FAs was analyzed in several tissues to determine the metabolic fate of dietary C8:0. The
amount of C8:0 expressed as % of FAs in the tissues of MF rats is shown in Table 3.
Regardless its amount in the diets, no C8:0 was detected in the plasma and in the liver of rats
consuming the MF diets. In adipose tissues, the amount of C8:0 significantly increased with
the level of dietary C8:0 but only reached about 0.3% of total FAs in the MF-21 group. In the
stomach tissue, a clear dose-response enrichment of C8:0 was observed. Interestingly, even if
no C8:0 was present in the MF-0 diet, a very low but detectable amount of this specific FA
was found in the stomach tissue. In the stomach of the MF-8 and MF-21 rats, the percentage
of C8:0 (in % of FAs) was 3 to 4-fold greater than in adipose tissues of the same animals.
Although lower than in the stomach, a dose-dependent increase in C8:0 concentration was
also observed in the first sections of the intestine (duodenum and jejunum). Finally, the FA
analysis of the two parts of the stomach (fundus and corpus) was realized in the MF groups
(Fig. 1) and showed again a dose-dependent increase in C8:0, the level of C8:0 being

significantly higher in the fundus than in the corpus.

Concerning palmitic acid (S1 Table), the higher level of dietary C16:0 in MF-0 rats led to a

significant increase in the % of C16:0 only in mesenteric and subcutaneous adipose tissues,
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Figure 4. Effect of tricaprylin on total ghrelin expression in the MF groups
(a) Preproghrelin mRNA level (in fold change of the control MF-0) in the stomach tissue.
Kruskal-Wallis (K-W) test: P=0.004, Dunn’s post tests, *P<0.05, **P<0.01. (b) Quantification
of total ghrelin staining in the gastric mucosa of the corpus. K-W test: P=0.017, Dunn’s post
tests, **P<0.01. (c) Ghrelin staining in gastric mucosa of MF-0, MF-8 and MF-21 groups.



compared to MF-8 and MF-21 rats. The lower intake in palmitic acid in MF-8 and 21 diets

was likely compensated by an increased endogenous synthesis of this FA.

Plasma acylated and unacylated ghrelin
Under fed conditions

The plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were measured in the blood
collected on rats under fed conditions after 3 and 5 weeks on the experimental diets (Fig. 2).
The plasma total ghrelin was calculated by adding the acylated and unacylated ghrelin
concentrations. After 3 weeks (Fig. 2a) and 5 weeks (Fig. 2b), the acylated ghrelin
concentration was not modified by the dietary C8:0 levels. Conversely the concentration of
unacylated ghrelin was significantly lower in the MF-8 and MF-21 groups than in the control
group after 3 weeks (Fig. 2a) and significantly lower in the MF-21 group than in the control
group after 5 weeks (Fig. 2b). Due to the lower levels of unacylated ghrelin, the total ghrelin
concentration was also decreased when C8:0 was present in the diets. As a consequence, the
acylated to total ghrelin ratios were significantly higher (Fig. 2¢) in the MF-8 and MF-21
groups than in the control group after 3 weeks and significantly higher in the MF-21 group
compared with the control group with intermediate level for the MF-8 group after 5 weeks

(Fig. 2d).

Plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were similarly measured in the
blood collected on fed rats of the HF groups (S1 Fig.). Once again, no effect of dietary C8:0
was shown on the acylated ghrelin concentrations but a significantly lower level of unacylated
ghrelin concentrations was detected in the HF-21 group than the HF-O group. In the CR
groups, the C8:0 dietary level did not modify significantly the concentration of acylated and

unacylated ghrelin whatever the diet duration (S2 Fig.).

Under fasted conditions

The plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were also measured in the
blood collected on rats under fasted conditions after 2 and 4 weeks on the experimental diets
(Fig. 3). Figs 3a and b show that the concentrations of both acylated and unacylated ghrelin

were significantly higher when MF rats were under fasted conditions than under fed
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Figure 5. Effect of tricaprylin on body weight gain and food intake in the MF
groups

(a) Body weight gain in gram. Two-way repeated measurement ANOVA: effect of the diet,
P=0.5275. (b) Final body weight in gram; Kruskal-Wallis (K-W) test: P=0.9098. (c) Cumulative
energy intakes in kcal. K-W test: P=0.3393. Results are expressed as mean + SEM.



conditions (Fig. 2). Whatever the diet duration, the plasma acylated ghrelin concentration was
not significantly modified by the consumption of C8:0. After 2 weeks, the unacylated ghrelin
concentration was significantly lower in the MF-21 than in MF-0 group (Fig. 3a), as already
shown under fed conditions. A similar but not significant downward trend was shown after 4
weeks (Fig. 3b). Consequently, a significant increase in the acylated/total ghrelin ratio was
shown after 2 weeks between the MF-8 and MF-0 (Fig. 3c), but this effect disappeared
gradually after longer dietary periods (Fig. 3d), as also shown previously under fed

conditions.

Concerning the rats of the HF groups under fasted conditions (S3 Fig.) no significant
effect of the C8:0 dietary level was shown after 2 and 4 weeks on acylated or unacylated

ghrelin concentrations.

Stomach PPG mRNA level and ghrelin peptide expression

The stomach mRNA level of preproghrelin (PPG) gene was measured in the MF groups
(Fig. 4a) showing a linear decrease when dietary C8:0 increased. The expression level of
ghrelin peptide was quantified by immunochemistry in longitudinal sections of gastric mucosa
for the MF groups (Figs. 4b and ¢) and the signal was measured in the corpus. The percent of
cells expressing ghrelin in the corpus was higher in the MF-0 group (0.9% of total cell in the
mucosa) than in MF-8 or MF-21 groups (0.6% and 0.7% respectively) (P<0.01). The stomach
mRNA level of ghrelin O-acyltransferase (GOAT) gene was also measured in the MF groups

(S4 Fig.) showing no significant effect of dietary C8:0 on the enzyme expression.

Analysis of parameters putatively controlled by plasma ghrelin
Body weight and dietary consumption

In the MF groups, no significant differences on body weight gain, final body weight and
cumulative energy intakes were observed (Figs. 5a, b and c¢). In the CR-groups and HF
groups (S5 Fig.) no effect of the level of C8:0 was shown on the weight gain and energy

intake.

Fat mass and adiposity
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S5 Figure. Effect of tricaprylin on body weight gain and food intake in CR
groups (70 % of ad libitum) and HF groups

(a) Body weight gain (in gram) in CR groups. Two-way repeated measurement ANOVA: effect
of the diet, P=0.0662. (b) Body weight gain (in gram) in HF diets. Two-way repeated
measurement ANOVA: effect of the diet, P=0.5743. (c) Final Body weight (in gram) after 6
weeks on CR diets. Kruskal-Wallis test (K-W): P=0.0714. (d) Final Body weight (g) after 6
weeks on HF diets. K-W test: P=0.5097 (e) Cumulative energy intake after 6 weeks of CR
diets (in Kcal); SEM is equal to zero because the rats ate their whole daily food ration; (f)
Cumulative energy intake after 6 weeks on HF diets (in Kcal). K-W test: P=0.9286 Results
expressed as mean + SEM.



Because adipose tissues are target organs for ghrelin (Castaneda et al., 2010) and are also
influenced by consumption of FAs, the impact of the diets on fat pad masses and on
histological parameters of subcutaneous adipose tissues was studied. Fat pad masses were
measured for several adipose tissues (mesenteric, epididymal, subcutaneous, retroperitoneal
and perirenal) in rats fed with the MF, CR and HF diets and no significant differences were
observed (S6 Fig.). In the subcutaneous adipose tissue of the MF rats, Fig. 6 shows that rats
consuming both the MF-8 and -21 diets exhibited an increased frequency of larger adipocytes
compared with the control group. As a consequence, the mean adipocyte size (Fig. 6b) in the
subcutaneous fat of rats fed with both MF-8 and MF-21 (respectively 63+2 um and 63+2 um)

was significantly larger than in rats fed with the control diet (541 um) (P<0.0001).

Plasma parameters

The results obtained by measuring TG, total CH and glucose in plasma collected at the
sacrifice are presented in S2 Table. In the MF groups, no effect of increasing dietary amounts
of C8:0 was shown on these plasma parameters. The CR and HF rats also displayed the same

triglyceridemia and glycemia between groups receiving dietary C8:0 and control groups.

Liver IGF-1 and pituitary GHSR-1a mRNA levels

The liver mRNA level of the IGF-1 gene (Fig. 7) was analyzed because it is directly
influenced by the GH secretion, itself regulated by the acylated ghrelin via its binding to
GHSR-1a receptor (Chia, 2014). The expression was higher in both MF-8 and MF-21 groups
than in the control group, with a significant effect between MF-21 and MF-0 rats. The
analysis of the mRNA level of GHSR-1a gene in the hypothalamo-pituitary complex did not

show any difference of expression between the MF rats (data not shown).

Discussion

The discovery of ghrelin as the endogenous ligand of GHSR-1a receptor (Kojima et al.,
1999) and the description of its GOAT-catalyzed essential post-translational octanoylation
(Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a) brought to light a new issue which is to understand
the physiological functions regulated by dietary C8:0. The present study aimed at describing

the effect of moderate to high dietary enrichment in caprylic acid on several physiological
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parameters which may be either directly regulated by C8:0, since MCFAs have specific
metabolic properties, or indirectly by its ability to acylate ghrelin. The animals received three
dietary caprylic acid levels (0, 8 and 21% of FAs) in three different nutritional conditions
(moderate fat, caloric restriction and high fat). The rationale for such an experimental design
was to exacerbate the potential effects of dietary caprylic acid in different nutritional
conditions. Indeed, it has been shown in Goat™” mice that the GOAT-ghrelin axis helped to
regulate glucose homeostasis in case of prolonged calorie restriction (Sun et al., 2006; Zhao et
al., 2010). In addition, it is known that the nutritional conditions influence the concentrations
of acylated and unacylated ghrelin (Kirchner et al., 2009; Leidy et al., 2007). Except the
substitution with decreasing levels of the long chain saturated C16:0, the diet FA
compositions were set to values achievable in human nutrition when expressed as % energy

(Legrand et al., 2011).

We first investigated the effect of the three dietary caprylic acid levels on the stomach
C8:0 availability to further correlate them with the plasma acylated ghrelin concentrations.
C8:0 was not detected in the liver or in the plasma (Table 3) after an 18h fast, confirming that
it had been rapidly taken up and catabolized by the liver (Zammit, 1984), even in rats fed
during 6 weeks with high amounts of caprylic acid. Additionally, only a very low storage of
this FA was shown in different adipose tissues even with the higher C8:0 dietary level (Table
3), which is also consistent with the described portal vein transport of MCFAs as free fatty
acids (You et al., 2008). Finally, dietary C8:0 increased the C8:0 level in the stomach tissue
more than in all other tissues (Table 3). Moreover, the C8:0 amount was 2- to 3-fold higher in
the fundus than in the corpus of both MF-8 and -21 groups (Fig. 1). These results are
therefore consistent with an early preduodenal hydrolysis of tricaprylin and direct absorption
of C8:0 at the gastric level, starting in the first part of the stomach. The digestion of dietary fat
is a complex and dynamic process which starts in the upper gastrointestinal tract under the
action of preduodenal lipase (gastric lipase in humans or its homologous lingual lipase in rats)
and is completed in the small intestine by pancreatic lipase. Although the existence and
functional importance of a preduodenal lipase was disputed in the past (Clark et al., 1969), it
is now described as contributing to 15-20 % of the whole lipolysis process (Carriere et al.,

1993). This preduodenal lipase may play two important roles in triggering the action of
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S2 Table. Effect of tricaprylin on triglyceridemia, cholesterolemia and

glycemia in MF, CR and HF groups

Triglycerides (g/1) Total-cholesterol (g/1)

Glucose (g/1)

MF-0 1,44 £ 0,13 0,93 +£0,09
MF-8 1,39+ 0,19 1,01 +£0,13
MF-21 1,58 +0,12 1,21 +0,14
CR-0 2,74 + 0,49 1,25+ 0,13
CR-8 2,65+ 043 1,51 +£0,06
CR-21 1,70 £ 0,18 1,43 + 0,06
HF-0 1,54 + 0,29 0,86 + 0,07
HF-8 1,40 + 0,21 0,81 +0,05
HF-21 1,33 £ 0,15 0,86 + 0,08
Results expressed as mean + SEM
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Figure 7. Effect of C8:0 in the MF groups on liver IGF-1 expression
IGF-1 mRNA level (in fold change). K-W test, P=0.009, Dunn’s post tests, *P<0.05

expressed as mean + SEM.

MF-21

1,81+ 0,09
1,92 + 0,07
1,94 + 0,03

1,96 + 0,13
1,74 £ 0,11
1,72 + 0,08

1,82+ 0,07
1,93+0,12
1,70 £ 0,07
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pancreatic lipase (Gargouri et al., 1986a) and driving the early release of short and medium
chain FAs that can therefore be directly absorbed in the stomach (Perret, 1980), which is
consistent with our results (Table 3). The amounts of MCFAs absorbed by the gastric
mucosa, the mechanism of this absorption (Egelrud et al., 1971) and the metabolic fate of
C8:0 which could be used to acylate proghrelin are still unknown. Since the maximum C8:0
stomach content of the rats fed with the highest enriched diet only reached 1.2% of the total
FAs (Table 3), our results suggested either that this absorption was limited or that the
absorbed gastric caprylic acid was rapidly catabolized. Interestingly, in the control group
receiving no C8:0, a very low but detectable amount of C8:0 (0.07% of FAs) was found in the
stomach (Table 3). This suggests a possible endogenous synthesis which has been described
for instance in rat liver for C14:0 (Rioux et al., 2007), but not yet for C8:0. Thus, the present
work demonstrates that dietary C8:0 provided the stomach cells (especially the fundus cells)

with caprylic acid.

The next issue was to determine if this higher available stomach C8:0 level influenced the
stomach total ghrelin expression and increased the concentration of circulating acylated
ghrelin, after the action of the gastric GOAT enzyme. Indeed, Nishi et al. detected
heptanoylghrelin (Nishi et al., 2005a) or decanoylghrelin (Nishi et al., 2013) in the stomachs
of mice fed with triheptanoin or tricaprin. This suggests that ingested MCFAs were directly
utilized for the ghrelin acylation. In ruminants, the ingestion of MCFAs during 2 weeks by
lactating dairy cows also increased plasma acylated ghrelin concentrations (Fukumori et al.,
2013). In the present study, the stomach preproghrelin mRNA levels (Fig. 4a) and the total
ghrelin peptide (acylated and wunacylated forms) expression, quantified by
immunohistochemistry in the stomach (Fig. 4b and 4c), displayed a linear decrease when
dietary C8:0 increased. The plasma acylated ghrelin concentration was stable regardless the
dietary C8:0 levels in fed (Fig. 2a and b) and fasted (Fig. 3a and b) MF rats. A similar
stability was shown in fed (S1a and b Fig.) and fasted (S3a and b Fig.) HF rats. In contrast, a
reproducible significant decrease in the plasma unacylated ghrelin concentration was shown
in fed (Fig. 2a and b) and fasted (Fig. 3a and b) MF rats with the increase in dietary C8:0.
This decrease was also shown in fed HF rats (S1a and b Fig.), but not in fed CR rats (S2a

and b Fig.) which may be explained by the rapid food consumption of some of the CR
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animals (fed at 2 p.m. the day before blood collection) that made the nutritional status (fed or

fasted) of the animals more random.

The decrease in unacylated ghrelin led to a reproducible increase in the acylated/total
ghrelin ratio in fed and fasted MF rats (Fig. 2c¢ and d) and in fasted HF rats (S3c¢ and d Fig.).
A similar although not significant increase was shown in fed HF rats (S1c and d Fig.). As
shown by these ratios, acylated ghrelin accounted for 30-60% of the total circulating ghrelin
with the highest ratios in the plasma of rats fed with 21% C8:0. Although circulating acylated
ghrelin was generally described as 10% of the total ghrelin in humans (Patterson et al., 2005),
acylated ghrelin concentration has been experimentally underestimated due to its quick
degradation (Delhanty et al., 2015). It seems that acylated ghrelin could actually represent
around 30 to 50% of the total ghrelin in humans and in rodents (Nishi et al., 2005a), which

would be consistent with our results.

These results may appear to be different from those obtained from previous studies
showing that the ingestion by mice of free MCFAs or MCTs increased the stomach acylated
ghrelin whereas the total amount of ghrelin remained unchanged (Nishi et al., 2005a).
However, there are still conflicting results regarding the effects of dietary lipids on ghrelin
response. Initially, it was proposed that a fat-rich diet decreases plasma total ghrelin levels
(Lee et al., 2002), but more recently it has been established that the suppression of ghrelin by
lipids is relatively weak (Cummings et al., 2005). The maturation and secretion of stomach
ghrelin is indeed a complex process regulated by different parameters such as dietary LCFAs
and MCFAs and by fat sensing receptor (G protein-coupled receptor 120, free fatty acid
receptor 1) (Gong et al., 2014). The circulating ghrelin is additionally submitted to clearance
and rapid de-acylation or degradation. For instance, a ghrelin deacylation enzyme (acyl-
protein thioesterase-1, APT1) has recently been described, that can des-acylate ghrelin in the
plasma (Chen et al., 2014). Moreover, acylated ghrelin has been shown to form a complex
with larger proteins like immunoglobulins (Ghrelin-reactive IgG) (Takagi et al., 2013) that
protects the acylated form from degradation. Some studies assaying total ghrelin in plasma
have also reported lower levels in obese subjects, due to lower levels of unacylated ghrelin,
whereas acylated ghrelin remained stable, suggesting a specific decreased degradation of
acylated ghrelin in obese (Takagi et al., 2013). In humans, it has also been shown that the
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GOAT enzyme was present in the blood, which could modify the balance between de-
acylation and re-acylation (Goebel-Stengel et al., 2013). In a study on the role of the gustatory
G-protein in the sensing of FAs for the octanoylation of ghrelin, ingested MCFAs increased
stomach acylated ghrelin but did not change the plasma ghrelin concentration (Janssen et al.,
2012). For all these reasons, the concentration of both the acylated and unacylated plasma
ghrelin may not simply reflect the stomach concentration (Nishi et al., 2005b). In the present
study, we observed decreased unacylated ghrelin and stable acylated ghrelin concentrations in
the plasma and decreased total ghrelin in the stomach, with tricaprylin consumption. We can
therefore speculate that the secretion of ghrelin from the stomach to the plasma remained
unchanged with tricaprylin consumption. The stable levels of stomach GOAT mRNA (54
Fig.) in the MF animals also suggest that C8:0 had no effect on ghrelin octanoylation but the
activity of the enzyme was not assessed. Interestingly, high levels of acylated ghrelin were
measured in the MF-0 rats receiving no dietary C8:0. Thus, the low stomach C8:0 level
observed in the MF-0 group (Table 3) could be enough to supply the octanoyl-CoA co-
substrate used to acylate the proghrelin. Some studies suggested that the availability of
MCFAs are rate-limiting for the acylation and activation of ghrelin (Nishi et al., 2012) but our
results showed stable concentrations of plasma acylated ghrelin whatever the dietary C8:0

levels and decreasing concentrations of its corresponding unacylated form.

These results raised the question of the physiological impact of the increased acylated/total
ghrelin ratio resulting from stable plasma acylated ghrelin and decreased unacylated ghrelin.
The acylated ghrelin is best known for its orexigenic actions in the central nervous system,
involved in the regulation of food intake and thereby in weight control (Kamegai et al., 2001).
In the present study, we did not observe any effect of dietary C8:0 on body weight gain and
food intake levels in the MF groups (Fig. 5). The rats fed with the HF diets (S5.b, d and f
Fig.) displayed the same weight gain, final body weight and cumulative energy intake than
rats fed with the MF diets. Even fed ad libitum with the high fat diets, these rats have
controlled their food intake at a similar level than the MF rats. This may explain why the
plasma ghrelin level in HF groups was unchanged compared with MF groups. In the CR
groups (S4.a, ¢ and e Fig.), the same weight gain and final body weight were observed, but

with a trend to decreased final body weight with MF-21 diet consumption. These results are
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consistent with the stable concentrations of plasma acylated ghrelin and suggest the absence
of physiological effects of the increased acylated/total ghrelin ratios. Indeed an intracerebral
acylated ghrelin administration increased body weight by stimulating food intake and by
inhibiting energy expenditure and fat catabolism (Tschop et al., 2000). However, ghrelin-null
mice did not exhibit altered food intake nor altered expression of hypothalamic neuropeptides
involved in the regulation of appetite. This explains why the essentiality of endogenous
ghrelin in the regulation of food intake now appears controversial (Albarran-Zeckler et al.,
2011). In addition, when related to dietary lipids and especially dietary MCFAs, the
importance of the so-called GOAT-ghrelin-GHSR-1a axis on these parameters is unclear.
Nishi et al (Nishi et al., 2013) found no effect on body weight and food intake after feeding
mice during two weeks with diets enriched in tricaprylin or tricaprin compared to control
diets. However, feeding GOAT-null mice with MCT-enriched diets during 8 weeks resulted
in significantly lower body weight compared with control mice (Kirchner et al., 2009). By
contrast, the use of MCT-enriched diets in the limitation of adiposity has been somewhat
successful in humans (Nagao et al., 2010; St-Onge et al., 2002, 2008; Tsuji et al., 2001) and in
rats, when substituted for LCFAs in excess (Baba et al., 1987; Crozier et al., 1987; Geliebter
et al., 1983). A systematic review of the literature concluded that MCTs had effectively a
short-term reducing effect on weight gain in rats but that this effect disappeared in the long
term studies (Ferreira et al., 2014), probably due to metabolic adaptation to this diet. In the
present study, because dietary C8:0 was shown to be rapidly catabolized, the energy
expenditure may have been increased. This may in turn have had an additional inverse effect

on ghrelin which is a key component of the regulation of energy balance.

No effects of the dietary C8:0 levels and increasing acylated/total ghrelin ratios were
neither shown on the plasma glucose and circulating lipids (S1 Table) in the MF, HF or CR
groups. Acylated ghrelin was previously described as a modulator of glucose homeostasis
(Briggs et al., 2011), but the implication of the GOAT-ghrelin system was recently shown to
be unessential for the maintenance of euglycemia during a prolonged calorie restriction (Yi et

al., 2012).

Finally, since little or no effects of the increased acylated/total ghrelin ratio or decreased

unacylated ghrelin were shown on the previously described physiological parameters, we
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wondered if other parameters involved in the ghrelin-GOAT system regulation could be
modulated. Since the acylated ghrelin has a major role to facilitate GH secretion (Zhang et al.,
2015), we therefore measured the liver insulin-like growth factor-1 (IGF-1) mRNA levels
(Fig. 7) in order to obtain an assessment of the average amount of GH being produced. The
expression of IGF-1 was significantly higher in the MF-21 rats than in the control group.
Because plasma acyl ghrelin was constant in our study, we could hypothesize that the
increased ratio of acylated/total ghrelin may have led to the activation of IGF-1 transcription
via the GH releasing activity of GHSR-1a. Several studies have shown that unacylated ghrelin
may act as a competitive inhibitor of acylated ghrelin for the GHSR-1a receptor (Inhoff et al.,
2008; Kumar et al., 2010). Therefore, the decrease in plasma unacylated ghrelin may increase

the binding of stable acylated ghrelin to its receptor.

In addition, the animals consuming tricaprylin displayed an increase in the mean diameter
of adipocytes in subcutaneous adipose tissue with no increase in the fat mass (Fig. 6). This
result can be explained either by a lower differentiation of preadipocytes into adipocytes
leading to hypoplasia and/or by a hypertrophy of adipocytes. The link between MCFAs and
adiposity is unclear since they decreased lipid accumulation in mouse 3T3-L.1 preadipocytes
(Han et al., 2002) but not in human adipocytes (Sarda et al., 1987). In the present study, it
seems difficult to relate the increase in adipocyte diameter given the low presence of C8:0 in
adipose tissue. Concerning now the effects of acylated and/or unacylated ghrelin on
adipogenesis, bibliographic data are also conflicting (Bays et al., 2008). The action of ghrelin
on adipogenesis may first be independent on its binding with the Growth Hormone
Secretagogue Receptor 1a (GHSR-1a), as demonstrated in several studies (Thompson et al.,
2004; Toshinai et al., 2006), and we can hypothesize in the present study that the decrease in
plasma total ghrelin with tricaprylin consumption led to a decreased differentiation of
preadipocytes or increased hypertrophy of adipocytes. The action of ghrelin on adipogenesis
could secondly be dependent on the GHSR-1a, and we can then hypothesize that the increased
plasma acylated/total ghrelin ratio with C8:0 consumption decreased the differentiation of

adipocytes.

To conclude, daily feeding with dietary C8:0 increased the C8:0 level in the stomach cells

more than all the other tissues and affected the plasma acylated/total ghrelin ratio by
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decreasing the concentration of unacylated ghrelin. This increased ratio was however not
associated with increased body weight or dysregulation of food consumption, which were
previously associated with the ghrelin-GOAT-GHSR-1a axis. In western countries, total
dietary MCFAs represent less than 2% of total dietary energy including 1 to 2% of caprylic
acid in milk fat. In terms of dietary recommendations, these results do not give any argument
to limit the current consumption of foods containing caprylic acid (Astrup et al., 2011).
Further studies are however needed to clarify the dose effect of caprylic acid on adipocyte

differentiation.
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Tableau 4. Compositions des milieux réactionnels
permettant la mesure de ’activité de I’enzyme malique

Volumes (mL) T émoin Essai
H,0O distillee 2,10 205
(tri ét-flﬁ ;1?111{&7&]%4}*[) 0.3 03
MnCl, (0.12M) 0.1 0.1
NADP (3.4mM) 0.2 02
L-malate (0.03M) - 0.05
Fraction cyvtosolique 0.1 0.1
Volume total 3 3

(témoin et essai)



A.2. Résultats complémentaires

L’article 1 décrit et discute les effets de la dose de C8:0 alimentaire sur 1’absorption
gastrique et ’acylation de la ghréline. D’autres résultats complémentaires ont été obtenus au
cours de cette expérimentation sur : la composition en acides gras dans différents tissus, le
métabolisme hépatique des lipides, 1’adiposité dans le tissu adipeux mésentérique. Ces

résultats sont décrits et disputés dans la partie suivante.

A.2.1. Matériels et méthodes

A.2.1.1. Extraction des lipides et analyse de la composition en acides gras des tissus

La méthodologie d’analyse des acides gras a été présentée dans l’article 1 (‘Lipid
extraction and FA analysis’). Les compositions en acides gras du cerveau, du cceur, du muscle
gastrocnémien, du foie et des tissus adipeux ont été calculées par rapport aux €talons internes

(C9:0 et C17:0) et sont exprimées en mg/g d’organe.

A.2.1.2. Dosage pondéral des lipides du foie

500 mg de foie ont été découpés en fragments et broyés dans 20 volumes de méthylal-
méthanol (4:1, v/v) puis filtrés sur pipette cotonnée, en utilisant le mélange d’extraction
comme solvant de rincage. Les tubes utilisés pour récupérer les filtrats ont été préalablement
pesés avec une balance de précision (0,0001 g). Le solvant a été ensuite entierement évaporé
et les tubes contenant les lipides totaux (LT) placés dans un dessiccateur sous vide pendant 48
h puis pesés précisément. La différence de masse entre les deux pesées a permis de déduire la

masse de lipides totaux en mg/g de foie.

A.2.1.3. Activité de I’'enzyme malique du foie

A.2.1.3.1. Préparation des fractions cytosoliques de foie

Les échantillons de foie ont été pesés et broyés dans 10 volumes de tampon saccharose
(KH,PO4 10 mM, Na,HPO,, 2 H,O 40 mM, pH 7,4 avec saccharose 0,25 M) a ’aide d’un
homogénéiseur de Dounce. Les homogénats ont été centrifugés (30 min, 10.000 g) afin
d’éliminer les culots contenant les débris tissulaires, les cellules intactes, les noyaux, les
mitochondries, les peroxysomes et les lysosomes. Les surnageants de cette 1% centrifugation

ont ensuite été ultra-centrifugés (1 h, 100.000 g) pour culoter les microsomes. Les surnageants
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Tableau 5. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur la composition en
acides gras du cerveau, dans les groupes MF, HF et CR

Régimes MF K-W test
| AG (mg/g cerveau) 0% 8% 21%
C14:0 00 = 0.0 00 = 0.0 00 = 0.0 -
C16:0 68 =+ 1.5 67 + 06 7.0 + 14 -
C18:0 51 £ 06 49 + 1.0 47 £ 04 -
X Saturés 119 £ 12 11.5 = 09 11.7 £ 11 -
C16:1n-9 01 £ 0.0 01 + 0.0 01 £ 0.0 -
C 16:1n-7 02 = 0.0 02 = 0.0 02 = 0.1 -
C18:1n-9 66 = 1.0 57 + 07 57 £ 1.0 -
C18:1 n-7 16 = 03 13 = 02 14 = 03 -
X Mono-insaturés 96 = 1.9 78 = 11 79 = 1.7
C18:2 n-6 03 + 0.1 02 + 0.0 02 + 0.1 * N
C20:3 n-6 03 = 02 01 = 0.1 0.1 = 0.1 -
C20:4 n-6 34 £ 13 34 + 04 33 £ 1.0 -
C22:4 n-6 0.7 = 0.1 06 = 02 06 = 0.1 -
C22:6n-3 49 £ 09 50 + 1.1 49 =+ 15 -
X Poly-insaturés 93 = 18 92 = 12 90 = 23 -
Régimes HF K-W test
| AG (mg/g cerveau) 0% 8% 21%
C14:0 01 = 00 0.0 = 0.0 00 += 0.0 -
C16:0 57 + 06 54 + 04 50 + 03 * N
C18:0 53 = 02 51 + 04 52 + 04 -
X Saturés 111 = 05 106 = 0.7 102 = 05 = N
C16:1n-9 01 = 00 01 + 0.0 0.1 + 0.0 -
C16:1n-7 01 = 00 01 + 0.0 0.1 + 0.0 -
C18:1 n-9 52 = 1.0 44 + 0.7 44 + 07 -
C18:1 n-7 1.2 =+ 03 1.1 =+ 02 12 + 03 -
X Mono-insaturés 73 = 19 63 = 12 6.7 £ 1.6 -
C182n-6 02 = 00 02 = 0.1 03 = 0.1 -
C20:3 n-6 01 £+ 00 01 + 0.0 02 + 0.1 -
C20:4 n-6 28 + 05 26 + 05 25 + 03 -
C22:5n-3 01 £+ 00 01 + 0.0 0.1 + 0.0 -
C22:6n-3 39 + 04 40 + 07 35 + 03 -
X Poly-insaturés 71 = 08 71 = 0.9 65 = 04 -
Reégimes CR KW test
‘ AG (mg/g cerveau) 0% 8% 21%
Cl14:0 0.0 = 00 0.0 = 0.0 0.0 = 0.0 -
C16:0 48 = 02 47 £ 05 57 £ 08 -
C18:0 48 = 0.1 46 =+ 03 54 £ 06 -
X Saturés 96 = 02 94 == 08 111 = 14 -
C 16:1 n-9 0.1 = 00 0.1 = 00 0.1 =+ 0.0 -
C16:1n-7 0.1 = 0.0 0.1 = 0.0 0.1 £ 0.0 -
C18:1 n-9 48 = 04 43 = 05 46 =+ 04 -
C18:1 n-7 1.3 = 0.0 1.1 £ 02 12 £ 02 -

X Mono-insaturés 74 = 05 63 = 1.0 6.6 = 09 -
C18:2 n-6 02 =+ 00 02 <+ 01 02 £ 01 -
C20:3 n-6 0.1 = 0.0 01 = 0.0 0.1 + 0.0 -
C20:4 n-6 21 = 01 21 = 04 25 £ 05 -
C22:51n-3 0.1 = 0.0 01 = 0.0 0.0 + 0.0 -
C22:6n-3 39 = 03 34 = 03 36 = 06 -

‘ X Poly-insaturés 65 = 02 6.0 = 03 66 == 09 -

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de cerveau + Ecart-type



de lultracentrifugation (fractions cytosoliques), contenant 1’enzyme malique, ont été
récupérés pour la mesure d’activité. Les concentrations en protéines dans les fractions

cytosoliques ont été dosées par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

A.2.1.3.2. Mesure de I’activité de I'’enzyme malique

L'enzyme malique catalyse la réaction suivante :

L-Malate + NADP" — Pyruvate + CO, + NADPH + H'
L'activité est déterminée par la méthode de Hsu et Lardy (1969), basée sur la mesure de
I'apparition du NADPH par spectrophotométrie (2 340 nm). Le Tableau 4 présente la
composition des milieux réactionnels du témoin et de 1’essai. L’absorbance est mesurée (a 37
°C), en fonction du temps, des que tous les réactifs sont présents dans le milieu réactionnel.
L’activité spécifique (AS) de I’enzyme correspondant a la quantit¢é de NADPH formé (en

umol.min™.g™! de protéine) est ainsi calculée :

AA 1 \Y
AS =

— X X
At eXl masseprot

Ou AA/At est la pente de la tangente a l'origine de la cinétique Assg = f(t) (en min’l), € le

coefficient d'absorption du NADPH (€ = 6,2 mL.pmol'l.cm'l), [ 1a longueur de la cuve (1 cm),
V le volume total du milieu d'incubation (en mL), masse, 1a masse de protéines dans les 100
uL de fraction cytosolique (en g).

A.2.1.4. Mesure des transcrits (ARNm) par PCR quantitative en temps réel (RT-PCRq)

La méthodologie de mesure des ARN messagers d’'un gene cible par RT-PCRq a été
présentée dans D’article 1 (‘Quantification of mRNA expression by Real-Time PCR’). La
mesure des ARNm a été réalisée pour IL-6, TNF-q,

A.2.1.4. Mesure de I'adiposité dans le tissu adipeux mésentérique

La méthodologie de mesure de 1’adiposité a été présentée pour un autre tissu adipeux

(sous-cutané) dans I’article 1 (‘Determination of adipocyte size (morphometric analysis)’).
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Tableau 6. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur la composition en
acides gras du cceur, dans les groupes MF, HF et CR

Reégimes MF KW test
| AG (mg/g coeur) 0% 8% 21%
C16:0 27 + 04 27 = 04 29 + 03 -
C18:0 40 + 07 36 = 01 40 + 03 -
| X Saturés 6.6 = 1.1 63 = 05 6.9 = 0.6 -
C18:1 n-9 1.8 + 07 1.7 + 038 1.7 + 02 -
C18:1 n-7 08 + 0.1 07 = 0.1 08 + 0.1 -
| L Mono-insaturés 25 = 07 24 = 09 24 = 03 -
C18:2n-6 27 £ 08 25 = 03 28 = 04 -
C20:4 n-6 38 = 0.7 33 = 03 35 £ 02 -
C22:5n-3 02 £+ 0.0 02 = 00 02 = 0.1 -
C22:6n-3 21 = 04 1.8 = 02 1.7 + 03 -
X Poly-insaturés 89 = 18 77 = 0.5 82 = 02 -
Régimes HF KW test

‘ AG (mg/g coeur) 0% 8% 21%

Cl16:0 31 £ 04 29 £ 03 25 £ 03 N
C18:0 42 + 03 44 + 04 42 + 02 -

‘ XL Saturés 74 = 0.6 73 = 0.6 6.7 = 04 *lN
C18:1n-9 1.9 = 07 1.8 £ 03 1.9 £ 07 -
C18:1 n-7 06 = 0.1 06 + 0.1 06 + 0.1 -

‘ X Mono-insaturés 25 = 07 23 = 04 24 = 09 =
C18:2n-6 25 =+ 0.1 26 + 03 25 + 04 -
C20:4 n-6 36 £ 03 35 = 04 34 = 01 -
C22:5n-3 03 = 0.1 02 = 01 02 = 01 -

C 22:6 n-3 21 + 04 20 + 04 20 + 02 -
L Poly-insaturés 84 = 05 83 = 0.7 8.0 = 04 -
Reégimes CR KW test
‘ AG (mg/g coeur) 0% 8% 21%
C16:0 29 £ 02 28 = 02 28 = 03 -
C18:0 38 = 0.1 40 = 02 38 = 04 -

‘ X Saturés 6.7 = 02 68 == 03 65 = 0.7 =
C18:1n-9 1.8 = 02 20 = 07 21 = 01 -
Cl8:1n-7 06 = 0.1 07 = 0.1 08 = 00 -

‘ X Mono-insaturés 24 = 03 27 = 08 29 = 04 -
Cl82n-6 36 = 05 35 = 03 40 = 06 -

C20:4 n-6 3.1 = 0.0 35 = 02 28 = 04 -
C22:5n-3 0.1 = 0.0 01 = 00 01 = 00 -
C22:6 n-3 1.1 =+ 02 13 = 02 1.0 = 04 -
‘ X Poly-insaturés 79 = 03 84 == 03 79 = 03 -

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de ceeur + Ecart-type



A.2.1.5. Analyses statistiques

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + écart-type a la moyenne pour les
tableaux de composition en acides gras et sous forme de moyenne * erreur standard pour les

autres analyses.

A.2.3. Résultats

A.2.3.1. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du cerveau, du cceur
et du muscle gastrocnémien

o Effets de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du cerveau

La dose de Tri-C8:0 (trioctanoine) consommée n’a pas d’effet sur le poids des cerveaux
dans les groupes MF, HF et CR (données non incluses). La quantité de C8:0 dans le cerveau
est en dessous de la limite de détection, quelle que soit la dose de Tri-C8:0 ingérée (Tableau
5). Il n’y a pas d’effet des régimes sur les AGS (C16:0 et C18:0) dans les groupes MF et CR.
Concernant les rats ayant consommé les régimes hyperlipidiques, la masse d’AGS est
significativement plus faible dans les groupes HF-8 et 21 (10,6 £ 0,7 et 10,2 £ 0,5 mg/g de
cerveau) par rapport au controle HF-0 (11,1 £ 0,5 mg/g) (¥*P<0,05). Dans les groupes MF, HF
et CR, il n’y a pas d’effet de la dose de Tri-C8:0 sur les masses d’AGMI et PI, si ce n’est une
légere baisse de la masse d’acide linoléique (LA) dans les groupes MF-8 et MF-21, comparés

au contrdle MF-0.

o Effets de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du coeur

La dose de Tri-C8:0 n’a pas d’effet sur la masse du coeur dans les groupes MF, HF et CR
(données non incluses). Le C8:0 n’est pas détecté dans le tissu cardiaque des groupes MF, HF
et CR (Tableau 6). Dans les groupes MF et CR, la dose de Tri-C8:0 alimentaire ne modifie
pas la masse des AGS. En revanche, dans le groupe HF-21, la masse de C16:0 (6,7 + 0,4 mg/g
de cceur) est significativement plus faible que dans le groupe controle (7,4 + 0,6 mg/g pour
HF-0), a I'instar de ce qui est observé dans le cerveau (*P<0,05). Les masses d’AGMI et P1

ne sont pas significativement modifi€es par la dose de Tri-C8:0 ingérée.
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Tableau 7. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur la composition en
acides gras du muscle gastrocnémien, dans les groupes MF, HF et CR

Régimes MF KW test
‘ AG (mg/g muscle) 0% 8% 21%
C16:0 23 + 05 20 + 03 22 = 04 -
C18:0 13 + 03 1.1 + 0.1 13 + 03 -
‘ L Saturés 36 = 08 31 £ 03 35 £ 06 -
C 16:1 n-7 01 £ 0.1 01 £ 00 02 = 02 -
C18:1n-9 1.6 + 05 14 £ 04 1.8 £ 07 -
C18:1 n-7 04 + 0.1 03 + 0.0 04 =+ 0.1 -
X Mono-insaturés 21 = 0.6 19 = 04 24 = 09 =
C18:2n-6 14 + 03 12 £ 0.1 14 = 03 -
C20:4 n-6 1.1 + 03 09 + 0.1 09 = 02 -
C22:5n-3 02 + 0.0 01 + 0.0 0.1 = 0.0 Oy
C22:6n-3 1.8 + 15 1.0 £ 0.1 1.0 £ 04 -
X Poly-insaturés 46 = 20 32 = 03 34 = 09 -
Reégimes HF KW test
‘ AG (mg/g muscle) 0% 8% 21%
Cl6:0 27 £+ 04 21 £ 02 19 £ 03 * N
C18:0 12 + 02 13 + 0.1 1.1 + 0.1 -
‘ X Saturés 39 = 04 28 = 14 26 £ 13 =53 N
C16:1 n-7 0.1 + 0.1 0.1 + 0.0 0.1 + 0.0 -
C18:1 n-9 26 + 0.8 20 + 04 26 + 1.0 -
C18:1 n-7 03 + 0.1 03 £+ 00 03 + 0.1 -
X Mono-insaturés 3.0 = 09 20 £ 1.1 25 £ 1.6 -
C18:2n-6 16 + 02 15 + 0.1 14 + 02 -
C20:4 n-6 09 + 0.1 1.0 + 0.1 08 + 02 -
C22:5n-3 0.1 + 0.0 0.1 + 0.0 0.1 + 0.0 -
C22:6n-3 09 £ 03 1.1 + 0.1 1.0 £ 03 -
XL Poly-insaturés 35 = 0.6 3.2 = 1.6 28 = 14 -
Régimes CR KW test
‘ AG (mg/g muscle) 0% 8% 21%
C16:0 1.8 + 06 25 = 04 26 = 08 -
C18:0 1.0 + 03 13 =+ 03 14 = 01 -
‘ X Saturés 28 = 09 38 = 06 41 = 07 -
C16:1 n-7 01 + 00 02 =+ 01 02 =+ 03 -
C18:1 n-9 1.1 + 0.1 21 = 07 22 = 12 -
C18:1 n-7 02 £+ 0.1 04 £+ 0.1 04 £ 01 -
X Mono-insaturés 1.5 = 02 27 = 08 29 = 15 =
C18:2n-6 12 + 04 1.7 £ 03 19 £+ 03 -
C20:4 n-6 07 + 03 1.0 = 01 1.1 £ 00 -
C22:5n-3 01 + 00 0.1 =+ 00 0.1 = 00 -
C22:6n-3 06 + 03 08 =+ 05 1.0 = 03 -
‘ Z Poly-insaturés 26 = 11 38 = 1.0 41 = 01 =

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de muscle + Ecart-type



e Effets de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du muscle gastrocnémien

Le C8:0 n’est pas détecté dans le muscle gastrocnémien des rats des groupes MF, HF et
CR. L’effet de la Tri-C8:0 alimentaire sur les masses d’AGS est neutre pour les groupes MF
et CR (Tableau 7). Dans les muscles des rats HF-8 et 21, la masse de C16:0 est
significativement plus faible que dans le groupe HF-0 (*P<0,05). Les masses d’AGMI et PI
dans le muscle ne sont pas significativement modifiées par la dose de Tri-C8:0 dans les
groupes MF, HF et CR, excepté la masse de DPA qui diminue légerement dans les groupes

MEF-8 et 21 par rapport au contrle (**P<0,01).

A.2.3.2. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur le métabolisme lipidique dans le foie
o Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la masse des lipides totaux dans le foie

La dose de Tri-C8:0 consommée n’a pas d’impact sur le poids du foie (données non
incluses). En revanche, un effet est observé sur la masse des lipides totaux (LT), ce qui inclut
les acides gras, les triglycérides, les phospholipides ainsi que le cholestérol (Figure 19). Outre
I’effet du type de régime (masse des LT des groupes HF > MF > CR), la masse des LT
hépatiques est plus élevée dans les groupes MF-8 et 21 (environ 80 et 90 mg/g de foie) que
dans le groupe MF-0 (50 mg/g de foie). Cet effet de la Tri-C8:0 n’est pas observé dans les
groupes HF. Dans les groupes des rats en restriction calorique, la masse des LT tend a croitre

lorsque I’apport en Tri-C8:0 est plus important, mais de maniere non significative.

o Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du foie

Il n’y a pas de C8:0 mesuré dans les foies des rats des groupes MF-0, 8 et 21 (Tableau 8).
La masse des AGS est plus élevée lorsque I’apport en Tri-C8:0 dans le régime est plus
important et que I’apport en C16:0 est plus faible (18,3 + 2,4 mg/g pour MF-0 contre 23,4 +
3,0 mg/g et 26,3 £ 5,6 mg/g pour MF-8 et MF-21). La masse de la somme des AGMI est
également significativement plus élevée dans les groupes MF-8 et 21 (24,9 +5,9 et 32,0 + 8,4
mg/g de foie), comparés au contrle MF-0 (18,1 + 3,2 mg/g). Il en est de méme pour la
somme des AGPI dont la masse est égale a 10,6 £ 1,3 mg/g dans le groupe MF-0 contre 12,6
+1,5et 13,4 £ 1,1 mg/g de foie dans les groupes MF-8 et 21.

Dans le foie des rats ayant consommé les régimes hyperlipidiques (Tableau 9), une

quantité tres faible de C8:0 est mesurée pour le groupe HF-21 (0,1 £ 0,0 mg/g). Aucun effet
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Figure 19. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur la masse des lipides
totaux (LT) dans le foie des rats des groupes MF, HF et CR

Les valeurs sont exprimées en mg/g de foie * S.E.M. ANOVA a deux voies : interaction,
P=0,219 ; Type de régime (MF, HF, CR), P<0.0001 ; Dose de trioctanoine, P=0,287. Test de
Kruskal-Wallis, groupes MF : P<0,05.

Tableau 8. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en acides gras du
foie des rats ayant consommé les régimes MF

Régimes MF KW test
AG (mg/g foie) 0% 8% 21%
C8:0 0.0 + 0.0 00 = 0.0 00 = 00
C12:0 01 £+ 0.1 0.0 = 00 01 + 0.0 -
C14:0 02 + 0.1 03 = 0.1 04 = 02 ** 7
C16:0 128 + 20 173 =+ 33 194 =+ 53 * 7
C18:0 52 + 0.8 58 = 1.1 63 = 1.0 -
X Saturés 183 = 24 234 = 30 263 = 5.6 ¥* 7
C 16:1 n-9 02 + 0.1 02 = 0.1 03 = 02 * 7
C 16:1n-7 1.8 + 1.0 22 + 1.0 40 = 16 * 7
C18:1n-9 147 + 23 204 + 45 249 + 59 G
C18:1n-7 14 £ 02 21 £ 05 28 = 08 #* 7
X Mono-insaturés 181 = 32 249 = 59 320 = 84 A 7
C18:2n-6 31 + 04 36 £ 0.6 41 = 06 * 7
C18:3 n-3 0.1 + 00 01 = 0.1 02 = 01
C20:2 n-6 0.0 + 0.0 00 = 0.0 01 = 0.0
C20:3n-6 0.1 + 00 01 £ 0.0 02 = 00
C20:4 n-6 50 £ 08 62 = 12 63 = 12
C20:5n-3 01 £+ 0.0 01 + 00 01 + 0.0
C22:5n-3 0.1 = 0.0 01 = 0.0 02 = 00 * 7
C22:6n-3 21 + 04 23 + 04 23 = 04 -
| X Poly-insaturés 106 = 13 126 = 15 134 = 1.1 A 7

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de foie + Ecart-type



de I’apport en Tri-C8:0 sur les masses des autres AGS, des AGMI et des AGPI n’est observé

pour les groupes HF et CR.

o Effet de la dose de Tri-C8:0 sur les enzymes liées a la synthése de novo des AG

L’activité de ’enzyme malique et I’expression des ARNm de I’enzyme FAS ont été
mesurées dans le foie (Figure 20). L’enzyme malique permet la réduction du cofacteur
NADP" (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) en NADPH, utilisé pour la synthése
d’acides gras par ’enzyme FAS. L’activité spécifique de I’enzyme malique dans le foie est
significativement modifiée par le type de régime (MF, HF et CR), mais pas par la dose de Tri-
C8:0 consommée. De méme pour I’expression des transcrits du geéne Fasn, codant pour

I’enzyme FAS.

A.2.3.3. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur les TA épididymal, sous-cutané et mésentérique
e Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du TA épididymal

Le poids du tissu adipeux épididymal (TAE) n’est pas modifié par la dose de Tri-C8:0
ingérée (donnée non incluses). Le C8:0 est détecté dans les groupes MF, HF et CR ayant
ingéré de la Tri-C8:0 (Tableaux 10 et 11). Les masses des autres AGS, des AGMI et PI ne
changent pas selon la dose de Tri-C8:0, dans les groupes MF et CR. Dans le groupe HF-21, la
masse de C16:0 est plus faible que dans les groupes HF-0 et 8 (¥*P<0,05 et **P<0,01). En
revanche, les masses de C16:1 n-9, C18:1 n-9, C18:1 n-7 et C20:1 n-9 sont significativement
plus élevées dans le TAE des rats HF-8 et 21 que dans le TAE des rats HF-0. La masse de la
somme des AGPI est plus élevée dans les groupes HF-8 et -21, comparée au groupe témoin
(***P<0,001), di a une augmentation des masses de LA et d’ALA. On peut noter que pour
les AGPI et les AGMI, les valeurs des masses sont tres proches entre le groupe HF-8 et le

groupe HF-21.

o Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en AG du TA sous-cutané

Le C8:0 est détecté dans le TA sous-cutané (TA SC) groupes MF, HF et CR ayant ingéré
de la Tri-C8:0 (Tableaux 12 et 13). Une 1égere augmentation de la masse de C14:0 dans les
groupes MF-8 et 21 (**P<0,01) et une forte diminution de la masse de C16:0 dans les groupes
HF-8 et 21 (***P<0,001) comparé aux témoins sont mesurées. Il n’y a pas d’autres effets de

I’apport en Tri-C8:0 sur la masse des AGS dans les groupes MF, HF et CR. Il n’y a pas non
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Tableau 9. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en acides gras du
foie des rats ayant consommé les régimes HF et CR

Régimes HF KW test
AG (mg/g foie) 0% 8% 21%

C8:0 00 £ 00 00 = 00 01 = 00 i 7
C12:0 00 = 00 00 = 00 00 = 00 -
C14:0 02 + 02 03 =+ 02 04 =+ 02 -
C16:0 219 + 238 187 £+ 6.0 183 =+ 46 -
C18:0 6.1 £ 06 53 = 1.0 62 = 06 *
X Saturés 282 £ 33 244 £ 6.8 249 = 47 -
C16:1n-9 04 + 03 07 = 06 06 = 03 -
C 16:1 n-7 1.7 + 038 1.5 + 05 1.5 + 03 -
C18:1n-9 359 + 3.9 363 =+ 146 414 £+ 127 -
C18:1n-7 26 + 14 23 £ 12 28 = 06 -

L Mono-insaturés 40.6 = 4.7 408 = 15.0 464 = 134 -
C18:2n-6 95 + 19 112 + 55 10.5 = 4.0 -
C18:3n-3 07 + 04 09 =+ 05 09 =+ 06 -
C20:2 n-6 0.1 + 00 01 + 0.0 01 += 0.0 -
C20:3n-6 02 £ 00 02 =+ 0.1 02 = 00 -
C20:4 n-6 65 + 06 57 = 13 62 =+ 08 -
C20:5 n-3 0.1 + 0.1 0.1 =+ 0.1 01 + 0.1 -
C22:5n-3 03 + 0.1 03 £ 0.1 02 = 0.1 -
C22:6n-3 24 = 04 22 = 06 24 = 02 -

X Poly-insaturés 19.7 = 31 207 = 78 207 = 43 -

Régimes CR K-W

| AG (mg/g foie) 0% 8% 21% test
C8:0 0.0 £+ 0.0 0.0 = 0.0 0.0 = 0.0 -
C12:0 0.0 £+ 0.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 -
C14:0 02 + 02 02 + 0.0 03 + 0.1 -
Cl6:0 100 = 38 95 £+ 19 11.9 =+ 3.1 -
C18:0 47 + 03 48 + 1.0 54 + 09 -
X Saturés 150 = 441 145 = 29 176 = 4.0 -
C16:1n-9 06 + 04 0.1 + 0.0 02 + 0.1 -
C16:1 n-7 1.9 £+ 13 1.7 £+ 06 20 = 02 -
C18:1 n-9 114 + 3.8 119 =+ 27 129 + 57 -
C18:1 n-7 14 £+ 03 1.7 = 02 21 = 04 -
X Mono-insaturés 153 = 51 155 = 34 172 = 6.1 =
C18:2n-6 27 £+ 02 27 £+ 05 29 £+ 02 -
C18:3n-3 0.0 £+ 0.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 -
C20:2 n-6 0.1 £ 0.0 0.0 = 0.0 0.1 = 0.0 -
C20:3 n-6 02 £ 0.0 02 = 0.0 02 = 0.1 -
C20:4 n-6 38 + 06 46 + 09 41 + 05 -
C20:5n-3 02 £ 0.0 0.1 = 01 02 = 01 -
C22:5n-3 02 £+ 0.0 0.1 + 0.1 0.1 + 0.0 -
C 22:6 n-3 18 + 03 18 = 05 19 = 01 -
| X Poly-insaturés 90 = 1.0 96 = 1.9 94 == 05 =

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de foie + Ecart-type



plus d’effet sur les AGMI, si ce n’est pour le C18:1 n-7 dont la masse est significativement
plus élevée dans les groupes MF-8 et 21 en comparaison du groupe MF-0 (**P<0.01). La
dose de Tri-C8:0 ne modifie pas les masses d’AGPI dans le TA SC des groupes MF, HF et
CR.

o Effet de la dose de Tri-C8:0 sur les paramétres morphométriques du TA mésentérique

La masse du TA mésentérique (TAM) et sa composition en acides gras ne sont pas
modifiées par les différents régimes (données non incluses). Le diametre moyen et la
distribution des adipocytes dans le TAM ont été mesurés dans les groupes MF (Figure 21) de
la méme maniere que pour le TA SC dans I’article 1. Le diametre moyen des adipocytes est
significativement plus élevé chez les rats ayant consommé de la Tri-C8:0 (¥*P<0,05), comparé

au groupe témoin MF-0.

e Effet de la dose de Tri-C8:0 sur I’'expression des ARN,, de certains genes dans le TAM

- Expression des ARN,, de cytokines pro-inflammatoires

L’expression des ARN,, des facteurs pro-inflammatoires IL-6 et de TNF-a dans le TAM a
été mesurée dans les groupes MF (Figure 22). Il n’y a pas d’effet de la dose de Tri-C8:0 sur
I’expression des ARNj, de ces deux cytokines (P>0,05). 1l semble cependant y avoir un effet
«en cloche » avec une expression plus importante des cytokines dans le groupe MF-8,

comparé aux deux autres groupes.

- Expression des ARN,, de FAS

L’expression des ARN,, codant pour ’enzyme FAS a été mesurée dans le TAM des
groupes MF (données non incluses). 11 n’y a pas d’effet de la dose de Tri-C8:0 sur

I’expression des ARN,, de cette enzyme (P>0,05).

A.2.4. Discussion

A.2.4.1. Effets de la dose de trioctanoine sur la composition en AG dans le cerveau, le
cceur et le muscle gastrocnémien

L’effet de la dose de Tri-C8:0 consommée chroniquement pendant 6 semaines sur la
disponibilité tissulaire en C8:0 a été présenté dans I’article 1 : pour rappel, apres 18 h de

jeline, cet acide gras est presque enticrement catabolisé et est seulement retrouvé dans les
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Figure 20. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur I'activité spécifique de I'enzyme
malique et sur I'expression des ARN,, de I'enzyme FAS

A) Activité spécifiqgue de I'enzyme malique dans le foie. ANOVA a deux voies : interaction,
P=0,816 ; effet du type de régime, P<0,0001 ; effet de la dose de trioctanoine, P=0,536. B)
Expression des ARN,, de FAS dans le foie. ANOVA a deux voies : interaction, P=0,506 ; effet
du type de régime, P=0,003 ; effet de la dose de trioctanoine, P=0,109.

Tableau 10. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en acides gras
du tissu adipeux épididymal des rats ayant consommé les régimes MF

Régimes MF
Test stat.
| AG (mg/g TAE) 0% 8% 21%
C8:0 00 £ 00 1.8 £ 03 32 £ 05 EEE| A
C12:0 1.1 £ 02 1.1 £ 02 1.1 £ 02 -
C14:0 92 + 14 92 +£ 21 91 + 22 -
C16:0 2089 + 173 2077 + 335 1694 + 359 -
C18:0 18.1 = 1.7 189 =+ 4.1 188 + 3.8 -
¥ Saturés 2379 = 19.6 2406 = 38.6 2021 = 419 -
C16:1n-9 37 £ 04 38 £ 07 34 £ 06 -
C16:1n-7 476 £ 9.0 472 =+ 112 432 £ 116 -
C18:1 n-9 3755 £ 355 3923 + 304 3424 £ 450 -
C18:1 n-7 307 £ 5.4 318 £ 35 31.7 £ 53 -
C 20:1n-9 14 £ 02 14 £ 02 1.7 £ 03 -

X Mono-insaturés | 459.5 = 47.6 4771 + 441 4234 = 6035 =
C18:2n-6 632 + 76 66.7 + 24 57.0 + 6.7 -
C18:3n-3 107 £ 14 107 £ 06 100 + 09 -
C20:4 n-6 07 £ 0.1 1.1 + 03 08 + 03 -

‘ X Poly-insaturés 748 = 9.0 788 = 33 680 = 71 =

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de tissu adipeux + Ecart-type



cellules de I’estomac et dans les tissus adipeux (TA), en faible quantité. Cependant, I’effet de
I’apport en Tri-C8:0 (0, 8 ou 21% des AGT) selon le type de régime (modérément riche en
lipides ad libitum MF, a 70% de I’ad libitum CR, ou hyperlipidique ad libitum HF) sur la
disponibilité des autres acides gras dans le cerveau, le cceur et le muscle n’a pas été présenté

et discuté.

Les trois mélanges lipidiques (0, 8 et 21%) utilisés pour les régimes MF et HF contiennent
une quantité d’acide gras saturés (AGS) équivalente (respectivement 33,8%, 31,8% et 30,9%
des AGT) ; seule la nature des AGS varie. L’augmentation de la dose de Tri-C8:0 dans le
régime, compensée par une diminution de I’apport en C16:0, n’a pas d’influence sur les
masses d’AGS dans le cerveau, le cceur et le muscle gastrocnémien des groupes MF et CR.
L’acide octanoique, fortement catabolisé, n’est pas mis en réserve dans ces tissus mais il
semble que la synthese de novo de 1’acide palmitique, qui se déroule essentiellement dans le
foie, le cerveau et les TA, compense la diminution de I’apport en C16:0 dans les régimes. Cet
effet activateur des TCM sur la syntheése de novo des AG a déja été constaté (Carnielli et al.,
1996). 11 n’est pas retrouvé chez les rats nourris avec les régimes hyperlipidiques HF-8 et 21,
dans les tissus desquels une masse plus faible de C16:0 est mesurée par rapport au contrdle.
Cela peut étre dii a la nature hyperlipidique des régimes, connue pour inhiber la lipogenese de

novo (Duarte et al., 2014).

Les quantités d’acides gras monoinsaturés (AGMI) présents dans les mélanges lipidiques
utilisés pour les régimes MF et HF sont identiques et constituées essentiellement de C18:1 n-
9. Les différents régimes n’ont pas eu d’effet sur la masse et la nature des AGMI mesurés

dans le cerveau, le cceur et le muscle des groupes MF, CR et HF.

Les quantités d’acides gras polyinsaturés (AGPI) incorporés dans les régimes sont
. . . . LA . e .
également identiques, avec un ratio LA égal a 3,8. Les différents apports en Tri-C8:0 ont peu

modifié la composition des AGPI dans le cerveau, le cceur et le muscle gastrocnémien. Seule
une légere baisse de la masse d’acide linoléique (LA) dans le cceur ainsi qu’une diminution de
la masse d’acide docosapentaénoique (DPA) dans le muscle gastrocnémien dans les groupes

MEF-8 et MF-21, comparés au contrdle, ont été observées.
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Tableau 11. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en acides gras
du tissu adipeux épididymal des rats ayant consommé les régimes HF et CR

Régimes HF
Test stat.
| AG (mg/g TAE) 0% 8% 21%
C8:0 00 £ 0.0 28 £ 038 59 £ 08 EEE 7
C12:0 07 £ 0.1 08 £ 0.1 05 £ 0.1 ** N
C14:0 44 + 0.7 58 + 13 46 =+ 0.8 -
Cl16:0 1589 + 21.8 1686 + 35.2 121.8 + 10.8 *¥* | Ay
C18:0 154 + 26 19.0 + 5.1 176 + 1.2 -
X Saturés 1838 = 250 2015 = 395 1544 = 124 * N
C16:1 n-9 23 £ 03 28 £ 07 31 £ 04 * A
C16:1 n-7 194 + 3.1 218 + 57 174 + 22 -
C18:1 n-9 361.7 + 403 443.8 + 554 4473 + 21.8 *EE A
C18:1 n-7 150 + 23 189 + 5.1 209 + 1.0 *E A
C 20:1 n-9 1.7 £+ 04 21 + 03 24 + 0.1 * A

Y Mono-insaturés | 4004 = 440 489.6 = 65.6 4911 = 230 EE A
C18:2 n-6 815 £+ 65 98.1 + 105 997 + 50 *¥EX A
C18:3n-3 152 £ 1.0 177 £ 1.7 188 £ 1.0 *¥EX A
C20:4 n-6 1.0 £ 0.7 09 + 038 1.0 £ 03 -

X Poly-insaturés 981 = 72 1174 = 115 1199 = 59 = A
Reglmes CR Test stat.
| AG (mg/g TAE) 0% 8% 21%
C8:0 00 = 0.0 18 = 04 38 = 02 *& A
C12:0 08 + 0.1 08 + 0.0 07 + 0.0 -
C14:0 62 =+ 4.7 87 £ 12 102 £+ 13 -
C16:0 2102 + 152 190.0 + 214 1903 + 26.7 -
C18:0 195 = 19 187 £+ 32 217 = 29 -
| X Saturés 2375 £ 182 220.7 £ 26.0 2277 £ 302 -
C 16:1 n-9 33 £ 04 34 £ 05 38 £ 09 -
Cl16:1 n-7 454 £ 50 475 = 21 520 = 87 -
C18:1 n-9 3978 + 264 3750 =+ 10.5 3696 + 48.6 -
C18:1 n-7 253 £ 12 288 = 28 321 = 63 -
C20:1 n-9 1.0 = 02 1.0 £ 0.1 1.0 £ 07 -

X Mono-insaturés | 473.4 = 30.7 456.2 = 123 4593 = 61.6 =
C18:2 n-6 713 + 52 669 =+ 1.1 63.0 + 86 -
C18:3 n-3 125 = 12 11.1 = 0.5 116 = 08 -
C20:4 n-6 04 + 00 05 + 0.1 06 + 0.1 -

| X Poly-insaturés 842 =+ 6.8 788 * 1.5 758 = 9.2 =

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de tissu adipeux + Ecart-type



Ainsi, la substitution des AGCL par des AGCM ne modifie par la masse et la nature des
lipides dans le cerveau, le cceur et le muscle gastrocnémien de rats males. Une étude chez le
rat a pourtant observé que la consommation de triglycérides a chaine moyenne (TCM) a la
place de triglycérides a chaine longue (TCL), dans un régime hyperlipidique, diminue le
stockage des lipides dans le coeur et le muscle gastrocnémien (Han et al., 2003). Cependant,
ce résultat a été observé avec des régimes TCL et TCM contenant respectivement 49,6 et 46,8
% de I’ AET sous forme de lipides, dont 97 % d’AGCM dans le régime TCM. Cela constitue
une dose tres haute d’AGCM et un apport trop faible en AG essentiels. Les différences
observées entre notre étude et celle de Han ef al. peuvent donc s’expliquer par I’écart des
apports en AGCM, 5 a 10 fois moindres dans nos régimes (MF et HF-8 et 21). D’autre part,
les effets de la matiere grasse laitiere, contenant des AGCM, sur 1’augmentation de la
biodisponibilité en DPA dans le cceur (Legrand et al., 2010) et en DHA dans le cerveau
(Delplanque et al., 2013; Du et al., 2012) (cf. § 2.4) ne sont pas observés dans notre étude. Il
est possible que I'effet de la matiere grasse laitiere sur la préservation des AGPI a longue
chaine dans le cerveau et le ceeur ne soit pas di aux AGCM, mais a d’autres composants du

lait (vitamines, protéine ou AGCC) ou méme un effet synergique des acides gras du lait.

A.2.4.1. Effets de la dose de Tri-C8:0 sur le métabolisme lipidique du foie

Dans notre étude, 1’apport plus élevé en Tri-C8:0 augmente significativement la masse des
LT (acides gras, phopholipides, cholestérol) mesurée dans le foie des rats nourris avec un
régime modérément riche en lipides (10% en masse), mais pas avec un régime hyperlipidique
(25% en masse) (Figure 19). Cet effet de la Tri-C8:0 est observé sur les AGS, les AGMI et
les AGPI (Tableau 8) ; les masses de C14:0, C16:0, C16:1 (n-7 et 9), C18:1 (n-7 et 9), LA et
DPA sont significativement plus élevées dans les foies des rats MF-8 et -21 que dans ceux des
rats MF-0. Les quantités de ces acides gras tendent a augmenter dans les foies des rats en
restriction calorique (CR-8 et 21) par rapport au controle, mais de maniere non significative.
Ainsi, 'effet des AGCM sur la disponibilité des AGPI dans le foie, décrit dans certaines
études (Ezanno et al.,, 2014), est ici observé, mais cet effet n’est pas spécifique des

polyinsaturés puisque les AGS et les AGMI sont aussi affectés.
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Tableau 12. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la composition en acides gras
du tissu adipeux sous-cutané des rats ayant consommé les régimes MF

Régimes MF KW test
| AG (mg/g TA SC) 0% 8% 21%
C&:0 02 £+ 02 1.2 + 02 21 £ 06 krREE A
C12:0 19 + 04 24 = 0.7 22 = 07 -
C14:0 96 £+ 08 11.7 £ 1.5 125 £ 19 * A
C16:0 1985 £ 197 2123 +£ 191 1959 £ 394 -
C18:0 181 £ 13 197 £ 23 214 £+ 27 -
X Saturés 2284 == 20.9 2473 = 211 2342 = 433 =
C1l6:1n-9 38 £ 06 39 £ 09 42 =+ 1.1 -
C1l6:1n-7 368 + 73 406 + 135 448 + 16.1 -
C18:1 n-9 3654 =+ 434 403.9 =+ 386 412.7 + 68.1 -
C18:1 n-7 282 + 29 318 £ 5.0 376 £ 73 o A
L Mono-insaturés | 4343 =+ 503 480.2 = 51.0 499.3 =+ 87.6 =
C18:2 n-6 681 + 77 748 + 107 | 787 + 129 | -
C18:3 n-3 91 = 12 95 = 1.5 111 £ 1.6 -
C20:4 n-6 12 + 04 09 = 03 08 = 02 -
| X Poly-insaturés 784 = 84 852 =+ 121 90.6 = 143 =

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de tissu adipeux + Ecart-type



L’effet de la consommation de TCM sur le métabolisme des lipides et le stockage des
triglycérides dans le foie est plutdt décrit comme neutre, chez ’homme (40 g/jour) (Nosaka et
al., 2002), voire méme en faveur d’une diminution de I’accumulation des lipides induite par la
consommation d’alcool, chez le rat (TCM équivalent a 30% de I’AET) (Li et al., 2013). Un tel
effet des AGCM n’est pas souvent mentionné dans les études in vivo, mais la plupart ont été
réalisées avec des doses trés hautes de TCM (parfois 70% de I’AET), dans des régimes
hyperlipidiques. Or, dans les groupes HF-0, 8 et 21 de notre étude, I’effet de la Tri-C8:0 sur la

masse de lipides dans le foie n’est effectivement pas observé.

Afin d’expliquer I’accumulation de lipides dans le foie suite a un apport chronique en Tri-
C8:0 équivalent a 1,7 et 4,4% de I’AET, I’expression des ARN,, codant pour FAS et I’activité
de I’enzyme malique ont été mesurées (Figure 20), mais I’augmentation de 1’apport en Tri-
C8:0 compensée par la diminution en AGCL n’influence pas significativement ces enzymes.
Pourtant, des études ont montré que les AGCM n’inhibent pas I’enzyme malique,
contrairement aux AGCL (Crozier et al., 1987), et favorisent méme 1’expression du gene Fasn
(Takase et al., 1977). 1l est possible que I’effet des régimes sur ces deux enzymes ait été
masqué par le jeline de 18 h avant le sacrifice, celui-ci pouvant inhiber I’activité de 1’enzyme
malique et I’expression de I’enzyme FAS via I'inhibition de SREBP-1c¢ (Gosmain et al.,

2005).

Bien que les régimes MF-0, 8 et 21 contiennent le méme apport en lipides, on peut
supposer que la substitution d’AGCL, principalement transportés jusqu’aux organes
périphériques (tissus adipeux, muscles), par du C8:0, atteignant rapidement le foie en passant
par la veine porte, augmente la quantité de lipides absorbés par le foie. Il est possible que cela
entraine une augmentation de la quantité d’acétyl-CoA disponible pour la synthese de novo
des acides gras, aprés P-oxydation du C8:0. De plus, il est possible que 1’acide octanoique
exerce un effet indirect sur la synthese de novo des acides gras hépatiques, via la ghréline. En
effet, le foie synthétise la GOAT (Lim et al., 2011), la ghréline et le récepteur GHSR-1a
(Uribe et al., 2008), suggérant un effet autocrine. Il a été montré que I’injection périphérique
de ghréline chez le rat augmentait 1I’expression des génes de la lipogenese et le contenu du
foie en triglycéride, mais diminuait ce dernier parametre dans le muscle gastrocnémien,
supposant donc un effet de la ghréline en faveur d’un dépdt de triglycérides spécifique au foie
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Tableau 13. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur la composition en
acides gras du tissu adipeux sous-cutané des groupes HF et CR

Régimes HF KW test
| AG (mg/g TA SC) 0% 8% 21%
C8:0 02 £ 02 14 = 07 33 £ 08 EREE A
C12:0 20 = 03 15 £ 05 1.5 £ 06 -
C14:0 55 £ 05 56 = 16 48 + 12 -
C16:0 1590 = 11.9 1294 + 295 949 =+ 140 EE N
C18:0 144 £ 14 141 + 38 145 + 27 -
X Saturés 181.1 = 134 152.0 £ 3441 1191 = 17.6 o N
C16:1n-9 22 + 02 3.6 + 32 26 + 0.3 -
C16:1n-7 144 + 25 157 + 7.5 113 + 3.5 -
C18:1 n-9 3509 + 183 3503 + 3526 3533 + 542 -
C18:1 n-7 151 = 13 165 = 38 182 = 28 -

Y Mono-insaturés | 382.5 = 19.1 386.1 = 61.1 3854 == 584 =
C18:2n-6 813 £+ 5.5 81.0 =+ 124 831 £+ 136 -
C18:3n-3 112 £ 14 11.5 £ 3.0 132 + 3.1 -

C20:4 n-6 09 £+ 0.3 0.7 £ 04 09 =+ 0.3 -

X Poly-insaturés 934 =+ 6.6 933 = 15.2 97.3 = 16.4 -
Régimes CR KW test

| AG (mg/g TA SC) 0% 8% 21%

C8:0 02 £ 02 13 = 02 29 £ 08 *E 7

C12:0 1.2 =+ 02 1.4 £+ 0.8 19 = 09 -

C14:0 78 = 07 75 £+ 08 95 £ 1.0 -

Cl16:0 162.7 + 155 143.8 + 231 156.7 £ 13.0 -

C18:0 173 + 1.1 152 + 46 189 + 32 -

L Saturés 189.2 = 16.8 169.2 = 282 189.9 = 18.0 =

C16:1n-9 28 + 0.3 24 + 04 27 + 04 -

C 16:1 n-7 352 £ 354 342 £ 64 37.8 + 22 -

C18:1 n-9 3248 + 486 267.6 = 305 3184 + 156 -

C18:1 n-7 219 £ 38 206 = 05 256 £ 40 -

C 20:1 n-9 00 = 0.0 00 = 0.0 0.0 = 0.0 -

¥ Mono-insaturés | 384.7 *= 56.6 3248 == 37.6 3846 = 214 =
C18:2 n-6 613 + 9.1 469 + 3.5 573 + 5.5 -
C18:3n-3 90 £+ 17 65 £ 12 85 = 038 -
C20:4 n-6 05 = 0.1 05 = 04 0.5 = 03 -

| X Poly-insaturés | 708 = 10.6 539 + 44 662 = 62 -

Les valeurs sont exprimées en mg d’acide gras/g de tissu adipeux + Ecart-type



(Barazzoni et al., 2005). Cela pourrait aussi €tre 1i€ a I’effet de la ghréline sur le neuropeptide
Y qui favorise I’accumulation de lipides dans le foie, mais pas dans le muscle (Kamegai et al.,
2001). 1l serait nécessaire de valider cet effet de la Tri-C8:0 sur la masse de lipides dans le
foie par des analyses complémentaires (coupes de foie pour observer les gouttelettes

lipidiques, analyse des genes fasn, srebp-1c, ppar-a chez des rats nourris).

A.2.4.1. Effets de la dose de Tri-C8:0 sur le métabolisme lipidique dans les TA

La composition du tissu adipeux épididymal (TAE), généralement assez représentatif de la
composition des régimes, et du tissu adipeux sous-cutané (TA SC) dont les caractéristiques
morphométriques (diametre des adipocytes) ont été discutées dans la partie A.l., sont
présentées dans les Tableaux 11 a 13. Peu d’effets de la dose de Tri-C8:0 sont observés dans
les groupes MF et CR ; seule la masse de C8:0 augmente (***P<0.0001), ainsi que celle de
C14:0 dans le TA SC des groupes MF. Pour les groupes HF, comme observé dans les autres
tissus, la masse de C16:0 est significativement plus basse dans le TA SC et le TAE lorsque
I’apport en Tri-C8:0 est plus important, entrainant globalement une baisse de la masse des
AGS totaux. Une augmentation forte de la masse des AGMI et des AGPI est mesurée dans le
TAE des groupes HF-8 et 21 comparés au groupe HF-0, mais pas dans le TA SC. Les
compositions en acide gras des TA mésentérique (TAM) et brun (TAB) ne sont pas
significativement modifiées par les régimes (données non incluses). Ainsi, la préservation des
AGPI a chaine longue suite a la consommation de matiere grasse laitiere, constatée dans
d’autres études, n’est observée avec la Tri-C8:0 que pour I’ALA, dans le TAE des rats ayant

recu des régimes hyperlipidiques.

L’effet de la dose de Tri-C8:0 sur I’augmentation du diametre moyen des adipocytes du
TA SC (article 1), sans augmentation de la masse de ce tissu, est également observé pour le
TAM (Figure 21). Cet effet ne semble pas activer la production de facteurs pro-
inflammatoires (IL-6, TNF-a) (Figure 22) et n’est a priori pas lié a une dérégulation de

I’expression de FAS, de SREBP et de PPARY (données non incluses).
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Figure 21. Effet de la dose de Tri-C8:0 sur la distribution des adipocytes du TA
mésentérique dans les groupes MF, selon leur diamétre

A) Fréquence de distribution des adipocytes selon leur diametre (um). Comparaisons
multiples, *P<0,05. B) Diamétre moyen des adipocytes (um). ANOVA non paramétrique
(Kruskal-Wallis), *P=0,032. Les données sont exprimées sous la forme de moyenne + S.E.M.
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Figure 22. Effet de la dose de Tri-C8:0 alimentaire sur I'expression d’IL-6 et
TNF-a dans le TA mésentérique

ANOVA non paramétrique (Kruskal-Wallis) : IL-6, P=0,17 ; TNF-a, P=0,08. Données exprimées
sous la forme moyenne + S.E.M.



Conclusion de la partie A

Les résultats obtenus dans cette étude in vivo montrent que la consommation d’acide
octanoique entraine un enrichissement spécifique (dose-dépendant) des cellules de I’estomac
en C8:0, alors que cet acide gras n’est pas (ou peu) stocké dans les autres tissus (faible
stockage dans le tissu adipeux). Cependant, I’augmentation de la disponibilité du co-substrat
lipidique (C8:0-CoA) de la GOAT n’entraine pas d’augmentation de la concentration en
ghréline octanoylée dans le plasma, mais une diminution de la concentration plasmatique en
ghréline non acylée, ce qui se traduit par une augmentation du ratio ghréline acylée/non
acylée. La mesure de I’expression des ARNm de la préproghréline (PPG) dans 1’estomac
suggere une diminution d’expression de ce peptide. Aucun effet sur la consommation
alimentaire ou la prise de poids n’est observé chez les rats en croissance, ce qui est cohérent
avec la stabilité de la concentration en ghréline acylée. Une augmentation de 1’expression des
ARN,, de I’hormone IGF-1, régulée par la GH, dans le foie est mesurée. L’augmentation de la
dose de C8:0 entraine également une augmentation du diametre moyen des adipocytes dans
les tissus adipeux mésentérique et sous-cutanée. Ces résultats suggerent une absorption
gastrique du C8:0, apres hydrolyse de la Tri-C8:0 par la lipase préduodénale. La partie qui
suit s’intéresse donc a la démonstration et la quantification de 1’absorption gastrique ainsi

qu’a son effet sur I’acylation de la ghréline.
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Partie B

B. Démonstration de I'absorption gastrique du C8:0, ingéré
sous forme de Tri-C8:0, par inhibition de la lipase
préduodénale et effet sur la ghréline octanoylée et non
acylée dans le plasma, chez le raton
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La partie B présente une pome approche physiologique ayant pour objectifs de démontrer et
quantifier I’absorption gastrique de 1’acide octanoique, ingéré sous forme de Tri-C8:0. Le but
est également de comprendre l’effet de cette potentielle absorption gastrique et de son
inhibition sur les concentrations en ghréline octanoylée et non octanoylée, dans le plasma. Les
résultats des recherches sont présentés sous la forme d’un article intitulé « Effect of
preduodenal lipase inhibition in suckling rats on dietary octanoic acid (C8:0) gastric

absorption and plasma octanoylated ghrelin concentration », qui sera soumis en février 2016.

B.1. Contexte et objectifs de I'étude

L’article 1 a montré que la consommation chronique de trioctanoine entraine un
enrichissement spécifique en C8:0 dans les cellules de I’estomac (Lemarié€ et al., 2015a). Ces
résultats soutiennent I’hypothése d’une hydrolyse précoce des TCM par la lipase
préduodénale, suivie d’une absorption gastrique de I’acide octanoique. La fonction
d’absorption de I’estomac est pourtant considérée comme trés limitée. A priori, seules
quelques molécules telles que I’éthanol, la caféine et certains médicaments (aspirine) peuvent
entrer dans les cellules de la muqueuse gastrique. L’importance de 1’absorption de ces
molécules dépend notamment du temps de vidange gastrique (Holt, 1981). Quelques études
assez anciennes ont émis I’hypothese d’une absorption gastrique des AGCM qui pourrait tre
« massive » (Perret, 1982), mais les résultats ne sont pas mis en relation avec I’octanoylation
de la ghréline, ces travaux étant antérieurs a sa découverte. De plus, ces expérimentations ont
été réalisées dans des modeles qui augmentent le temps de contact des acides gras avec la
paroi stomacale, par la ligature du pylore et parfois méme de la cardia, ce qui augmente
potentiellement 1’absorption par les cellules de la muqueuse et s’éloigne de la réalité

physiologique (Egelrud et al., 1971; Helander, 1970).

L’objectif de cette 2™ étude in vivo est de vérifier I’hypothese de 1’absorption gastrique
de I’acide octanoique apres hydrolyse des triglycérides par la lipase préduodénale, d’estimer
quantitativement cette absorption et de comprendre le lien avec 1’acylation de la ghréline. Le
modele animal utilisé est le rat Sprague-Dawley male agé de 15 jours, chez qui I’activité de la
lipase préduodénale, d’origine linguale, est forte. Pour cette étude, nous avons collaboré avec

le Dr. F. Carriere et le Dr. J.-F. Cavalier (EIPL UMR7282 CNRS, Marseille, France) qui nous
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ont fourni I’inhibiteur sélectif de la lipase préduodénale (BemPPOX) et ont réalisé les tests in
vitro d’inhibition de cette lipase. La partie in vivo a été réalisée au laboratoire de biochimie et
Nutrition Humaine : le BemPPOX a été administré aux ratons dans des émulsions lipidiques
contenant de la trioctanoine marquée au carbone 13 et de la trioléine, en comparaison de
controles sans inhibiteur et sans trioctanoine. Les effets de I’inhibition de la lipase linguale sur
I’absorption gastrique de 1’acide octanoique et sur la sécrétion de la ghréline octanoylée et

non octanoylée dans le plasma, ont ainsi été étudiés.
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Abstract

Part of medium chain fatty acids (MCFAs) coming from dietary triglycerides (TG) can be
directly absorbed through the gastric mucosa after the action of preduodenal lipase (lingual
lipase in the rat). MCFA gastric absorption, particularly that of octanoic acid (C8:0), may
have a physiological importance in the octanoylation of ghrelin, the orexigenic gastric peptide
acting as an endogenous ligand of the hypothalamic growth hormone secretagogue receptor
la (GHSR-1a). However, the amount of C8:0 absorbed in the stomach and its metabolic fate
still haven’t been clearly characterized. The purpose of the present study was to further
characterize and quantify the importance of preduodenal lipase activity on the release and
gastric absorption of dietary C8:0 and on the subsequent ghrelin octanoylation in the stomach
mucosa. Fifteen days old rats received fat emulsions containing triolein or [1,1,1—13C]—Tri—
C8:0 and a specific inhibitor of preduodenal lipase, 5-(2-(Benzyloxy)ethoxy)-3-(3-
PhenoxyPhenyl)-1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-one or BemPPOX. The fate of the '*C-C8:0 was
followed in rat tissues after 30 and 120 min of digestion and octanoylated ghrelin was
measured in the plasma. This work (1) demonstrates that part of C8:0 coming from Tri-C8:0
is directly absorbed at the gastric level, (2) allows the estimation of C8:0 gastric absorption
level (1.3 % of the BC-C8:0 in sn-3 position after 30 min of digestion), as well as (3) the
contribution of rat lingual lipase to total lipolysis and to duodenal absorption of dietary FAs
(at least 30 %), (4) shows no short-term effect of dietary Tri-C8:0 consumption and
subsequent increase of C8:0 gastric tissue content on plasma octanoylated ghrelin

concentration.
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Introduction

The hydrolysis of dietary TGs begins under the action of preduodenal lipase (gastric in
humans (Carricre et al., 1993; Moreau et al., 1988b) or lingual in rats (Fernando-
Warnakulasuriya et al., 1981)) and is carried on in the small intestine by pancreatic lipase
(Kawai et al., 2003; Lowe, 2002). Apart from the release of around 10 to 25 % of TG acyl
chains in the stomach (Lengsfeld et al., 2004), preduodenal lipase is described as playing two
important roles. First, it triggers the subsequent action of pancreatic lipase (Gargouri et al.,
1986a). Secondly, it drives the early release of short and medium chain FAs (MCFAs) from
milk TGs because of its stereo-preference for the hydrolysis of the ester bond at the sn-3

position of TG (Carriere et al., 1997; Jensen et al., 1994).

MCFAs include hexanoic acid (C6:0), octanoic acid (C8:0) and decanoic acid (C10:0).
They are present in dairy products (Jensen et al., 1990) and in specific oils like coconut oil
(Takeuchi et al., 2008). Their synthesis has been described only in the lactating mammary
gland of ruminant (Kumar et al., 1981) and non-ruminant species (Libertini et al., 1978). They
display physical and metabolic properties distinct from those of long-chain fatty acids
(LCFAs >12 carbons) (Bach et al., 1982). Part of MCFAs coming from the diet may be
directly absorbed by the cells of the stomach mucosa (Perret, 1980) after the action of
preduodenal lipase (Aw et al., 1980; Egelrud et al., 1971; Perret, 1982). The amount of FAs
involved in this gastric absorption, the mechanism of absorption and the subsequent gastric

metabolic fate of these FAs still haven’t been clearly described (Lai et al., 1998; Perret, 1980).

The ghrelin peptide has been identified precisely in the cells of the oxyntic mucosa
(Kojima et al., 1999) as the endogenous ligand of the hypothalamic growth hormone
secretagogue receptor-la (GHSR-1a) (Howard et al., 1996). This 28-amino acid peptide is the
only known hormone with an orexigenic effect and also the only case of a protein subjected to
a post-translational octanoylation, catalyzed by the ghrelin O-acyltransferase (GOAT)
(Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008a). The octanoylation corresponds to the formation of
an oxyester bond between C8:0 and the 3™ N-terminal serine residue of the ghrelin. The
acylated ghrelin secreted in the plasma is the only form that can bind to GHSR-1a (Bednarek

et al., 2000). Octanoylated ghrelin regulates many relevant biological processes including
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growth hormone (GH) secretion, appetite and glucose homeostasis (Delporte, 2013). The
GOAT preferentially links ghrelin to C8:0 but can also use C6:0, C10:0 and CI10:1 as
substrates to a lesser extent (Darling et al., 2015). This enzyme, described by some authors as
a “fat sensor” informing the brain of the nutrient availability in the digestive tract (Taylor et
al., 2013), is seen as a potential target for the control of body weight and finding GOAT
inhibitors might be a way to treat diseases such as diabetes and obesity (Barnett et al., 2010;

Darling et al., 2015).

Another way to regulate the circulating octanoylated ghrelin could be to control the
availability of C8:0. Because no endogenous synthesis has been described in animal, except in
the lactating mammary gland, dietary C8:0 has been suspected of providing the GOAT
enzyme with the octanoyl-CoA co-substrate necessary for the acylation of the ghrelin in the
gastric cells, before its secretion in the plasma. Our previous work on dietary Tri-C8:0 dose
effect in rats showed a specific dose-response enrichment of C8:0 in the stomach tissue,
supporting the hypothesis of an early preduodenal hydrolysis of trioctanoin by rat lingual
lipase and direct absorption at the gastric level (Lemarié et al., 2015a). The plasma acylated
ghrelin concentration was unchanged in spite of the increased C8:0 availability. Conversely, a
reproducible decrease in the plasma concentration of unacylated ghrelin was observed

(Lemarié et al., 2015a).

A previous study on the discriminative inhibition of mammalian digestive lipases showed
that 5-alkoxy-3-(3-PhenoxyPhenyl)-1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-one compounds were specific
inhibitors of preduodenal lipase (i.e., gastric and lingual lipases) (Point et al., 2012a). Among
this family of inhibitors, 5-(2-(Benzyloxy)ethoxy)-3-(3-PhenoxyPhenyl)-1,3,4-Oxadiazol-
2(3H)-one (BemPPOX — Supplementary Figure S1) was selected to further characterize and
quantify the importance of preduodenal lipase activity on dietary C8:0 gastric absorption and
on stomach ghrelin octanoylation. Fifteen days old suckling rats received fat emulsions
containing [1,1,1-"*C]-Tri-C8:0 and the specific inhibitor of lingual lipase. The metabolic fate
of the °C-C8:0 was followed in rat tissues after different times of digestion and octanoylated

and unacylated ghrelin concentrations were measured in the plasma.
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Materials and Methods

Chemicals

Solvents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) or Thermo
Fisher Scientific (Elancourt, France). Trioctanoin (> 99 %), Bovine serum albumin (BSA),
sodium taurodeoxycholate (NaTDC), calcium chloride dihydrate (CaCl,, 2H,0),
benzamidine, 4-morpholineethanesulfonic acid (MES), sodium deoxycholate (NaDC; > 97 %)
and L-o-phosphatidylcholine from soybean Type II-S (14-23% choline) were purchased from
Sigma-Aldrich. Sodium chloride (NaCl) and Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris) were
purchased from VWR International (Fontenay-sous-Bois, France) and from Euromedex
(Mundolsheim, France), respectively. Trioctanoin (1,1,1—13C3 99 %) was from Cambridge
Isotope Laboratories (Tewksbury, USA). Triolein (> 80 %) was from TCI Europe
(Zwijndrecht, Belgium). Rat plasma acylated and unacylated ghrelin enzyme immunoassay

kits (EIA) were purchased from SPI-Bio (Montigny le Bretonneux, France).

The preduodenal lipase inhibitor BemPPOX  (5-(2-(Benzyloxy)ethoxy)-3-(3-
PhenoxyPhenyl)-1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-one) was synthesized at the laboratory of
Enzymology at Interfaces and Physiology of Lipolysis (EIPL UMR7282 CNRS, Marseille,
France) following reported procedures (Baringhaus et al., 2002; Point et al., 2012a). Target
compound was obtained at >98 % purity as determined by HPLC analysis. BemPPOX
chemical structure was supported by analysis of the 'H & "*C NMR spectra and high
resolution mass spectrometry (HRMS: ESI, m/z [M+H"] calcd. for C3HyN,Os: 405.1445 Da;
found: 405.1446 Da).

Sources of enzymes for in vitro lipase inhibition

Rat pancreatic juice was collected from Sprague-Dawley rats under caerulein (68 ng/kg
per h) and secretin (1.3 units/kg per h) stimulation (De Caro et al., 1998). The pancreatic juice
was next mixed with a solution of protease inhibitors, PMSF and benzamidine, each at a final
concentration of 2 mM. The mixture was immediately lyophilized and the resulting powder
was stored at -20 C before use. The lipase activity of lyophilized rat pancreatic juice was

found to be 30 1.5 U per mg, which corresponds to around 0.4 % w/w of rat pancreatic
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lipase (RPL). A stock solution of 3 mg/mL rat pancreatic juice (12 pg/mL RPL; 90 U/mL) in
10 mM MES (pH 7.0) was used for inhibition assays.

Rat lingual lipase (RLL) was partially purified from serous glands of rat tongues as
previously described (Field et al., 1983). Briefly, the homogenate of the lingual serous glands
in cold 150 mM NaCl was centrifuged at 100,000 x g for 60 min. The supernatant, containing
the lipase activity, was precipitated with 30-60% saturated ammonium sulfate. The
precipitates of protein were solubilized in buffer solution (4.5 mM citric acid and 11 mM
Na,HPO,) at pH 5.4. Proteins were precipitated by adding the latter enzyme preparation to 2
vol. of cold acetone at -20 °C. After centrifugation, the recovered proteins were solubilized in
buffered solution at pH 5.4. The mixture was then centrifuged at 12,000 x g at -10 °C for 20
min and the resultant clear supernatant was separated and lyophilized. The resulting powder
containing RLL was further stored at -20 °C before use. The lipase activity of lyophilized
proteins from rat tongue extract was found to be 2.4 +0.04 U per mg of lyophilized powder,
which corresponds to around 0.24 % w/w of RLL. A stock solution of 10 mg/mL rat tongue
extract (24 pg/mL RLL; 24 U/mL) in 10 mM MES (pH 6.0), 150 mM NaCl, was used for

inhibition assays.

Lipid emulsions composition

Four oil-in-water emulsions were prepared using triolein and trioctanoin (Supplementary
Table S1). The emulsions were composed of 33% (v/v) of an oil phase and 67% (v/v) of an
aqueous solution with sodium deoxycholate (1.5 mg/mL), L-o-phosphatidylcholine from
soybean (26.2 mg/mL) and sucrose (0.1 g/mL). The emulsifiers were dispersed in water by
sonicating the mixture for 5 min. The lipid mixes used for the control emulsions (Triolein and
Triolein with BemPPOX) contained only triolein (150 mg/0.5 mL final emulsion/rat). The
lipid mixes used for the trioctanoin emulsions (Tri'’C-C8:0 and Tri’C-C8:0 with BemPPOX)
contained triolein (100 mg/0.5 mL final emulsion/rat) and [1,1,1-3C)-Tri-C8:0 (50 mg/0.5
mL final emulsion/rat). Triolein and Tri'?C-C8:0 emulsions with the preduodenal lipase
inhibitor BemPPOX were prepared so that each rat ingested 5 mg of BemPPOX per kg of
body weight. The triolein was here used as a control because there is no described gastric

absorption of oleic acid. The four emulsions were isolipidic with the same TG concentration
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Supplementary Figure S1. Chemical structure of the oxadiazolone inhibitor, the 5-(2-
(Benzyloxy)ethoxy)-3-(3-PhenoxyPhenyl)-1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-one.



(150 mg/0.5 mL) and the same phospholipid concentration (8.5 mg/0.5 mL). The oil phase

and the aqueous phase were emulsified by sonicating the mixture for 1 min.

Animals

All protocols complied with the European Union Guideline for animal care and use
(2003/35/CEE). The experimental procedure (N°2015112615183758) was approved by the
French Animal Care Committee (Rennes) and the Ministry of Higher Education and
Research, in compliance with recommendations of the 2013-118 directive for animal
experimentation. Thirty-six 7-days old male Sprague-Dawley rats and 6 lactating female
Sprague-Dawley rats were purchased from Janvier breeding center (Le Genest Saint Isle,
France). The lactating females were fed ad libitum with standard growth diet and had free
access to water. Each female with 6 suckling rats was housed in one cage at 19 °C-23 °C with
a 12 h light-dark cycle. After 1 week of acclimatization, the 15-days old rats (average weight
of 37.3 g + 5.14 g) were separated from the lactating females during 3 h (at 7:30 a.m.). Each
rat received then 0.5 mL of emulsion by oral administration (at 10:30 a.m.) dispensed slowly
with plastic transfer pipettes, in order to let the rats salivate and swallow, as saliva contains
lingual lipase. Each control emulsion (Triolein and Triolein with BemPPOX) was given to 6
rats, and each trioctanoin emulsion (Tri13C—C8:0 and Tri">C-C8:0 with BemPPOX) to 12 rats.
After 30 and 120 min, 3 rats of each control group and 6 rats of each trioctanoin group were
anesthetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital (140 mg/kg) (Merial, Lyon,
France) and blood samples were collected by cardiac punctures. The liver, the stomach, the
gastric content and the small intestine were collected. The liver and gastric contents were
directly snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C. The stomach and small intestine
were emptied, rinsed with ice-cold saline solution, respectively dissected in fundus, corpus,
antrum, and in duodenum, jejunum and ileum; then the dissected parts were snap-frozen and

stored at -80 °C.

Lipid extraction and FA analysis
Lipids from plasma, liver, stomach tissue (fundus, corpus, antrum), gastric content and
intestine (duodenum, jejunum, ileum) were extracted using a mixture of hexane/isopropanol
(3:2 v/v), after acidification with 1 mL HCI 3 M and homogenization with an Ultra-Turrax®
in 2 mL PBS (Rioux et al., 2005). Heptanoic acid (C7:0), nonanoic acid (C9:0), undecanoic
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Supplementary Table S1. Qil-in-water emulsion compositions

Control emulsions Trioctanoin emulsions
- Triolein with 13 . Tri®C-C8:0 with
Triolein BemPPOX Tri "C-C8:0 BemPPOX
Water (mL) 0.33 0.33 0.33 0.33
Sodium deoxycholate (mg) 0.5 0.5 0.5 0.5
L-a-phosphatidylcholine (mg) 8.5 8.5 8.5 8.5
sucrose (mg) 33 33 33 33
Triolein (mg) 150 150 100 100
[1,1,1-"C]-Tri-C8:0 0 0 50 50
BemPPOX (mg/kg) 0 0.15-0.25 0 0.15-0.25
Total volume (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5

Masses and volumes for 0.5 mL emulsion which corresponds to the volume given to each rat



acid (C11:0) and heptadecanoic acid (C17:0) were added as internal standards in order to
quantify C6:0 and C8:0 (with C7:0), C10:0 (with C9:0), C12:0 and C14:0 (with C11:0) and
longer chain FAs (with C17:0). The total lipid extracts were slowly air-dried on silica plates
to ensure the recovery of volatile short and medium chain FAs. The collected FAs were
transmethylated for 30 min at 70°C with 2 mL H,SO, in methanol (1:10 v/v) (Liu, 1994) and
FA methyl esters (FAMEs) extracted by adding 0.5 mL hexane and 8 mL NaCl 0.9% (in
deionized water) (Rioux et al., 2005). The hexane phase was directly analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) using an Agilent Technologies
7890N gas chromatograph (Bios Analytic, Toulouse, France) with a bonded silica capillary
column (60 m x 0.25 mm; BPX 70, SGE, Villeneuve-St-Georges, France) with a polar
stationary phase of 70% cyanopropylpolysilphenylene-siloxane (0.25 mm film thickness)
(Rioux et al., 2013). Helium was used as carrier gas (average velocity 24 cm/s). Injection
volumes were from 0.1 to 2 uL depending on the tissue, in splitless mode at 250 °C. The oven
temperature program started at 45°C for 3 min. Then, the temperature ramped firstly at 10
°C/min to 150 °C, then at 1.4°C/min to 220 °C and at 40 °C/min to 260 °C and was held at
260 °C for 2 min. Mass detection data were obtained in full scan mode with a mass range of
m/z 50-550 atomic mass unit (amu). The NIST (National Institute of Standards and
Technology) database (version 2.01) was used for FAMEs identification. The area under the
peaks was determined using ChemStation software (Agilent) and results were expressed as %

of total FAs or as mg/g of tissue after calculation with reference to the internal standards.

Measure of the enrichment in carbon 13

The carbon 13 (**C) enrichment in FAs was estimated directly from FAME analysis by
GC-MS. The mass spectrometer was operated under electron impact ionization conditions
(electron energy 70 eV, source temperature 230 °C) in SIM (selected-ion monitoring) mode to
monitor the respective abundance of the ?C-FA and '*C-FA molecular ions. A standard curve
was obtained with FA standard mixes with known *C/'*C ratios in order to calculate the
enrichment in °C (in B¢ atom %) as a function of the BC-FA area / (12C—FA area + “C-FA
area) ratio. The concentration of ?C-FA (in mg/g of tissue) was calculated by multiplying the

abundance in "°C atom by the concentration of the total FA.
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Supplementary Figure S2. Methods used for studying lipase inhibitors. With each
method, arrows indicate the order of successive additions of inhibitor, lipase, and substrate.

Adapted from Gargouri et al., 1997.

Table 1. Levels (%) of rat lingual (RLL) and rat pancreatic (RPL) lipase inhibition by

the BemPPOX compound “

Lipase inhibition method  Lipase

Method A RLL
RPL
Method B RLL
RPL
Method C RLL
RPL

? Lipase residual activity was measured with the pH-stat technique at 37 °C using a Tri-C8:0 emulsion and three

distinct inhibition methods (A, B and C) as described in Materials and Methods section. Results are expressed

BemPPOX
concentration

(M)

7
28
700
1,000
700
2,800

1,000
1,000

1,000
1,000

as means + SD of at least three independent assays (CV% < 5.0%).

Time (arbitrary units)

Lipase inhibition

(%)

47.1 14
70.5 £1.7
87.9 £1.6
93.2 +1.1
12.8 £0.91
14.1 £0.20

92.2+19
12.1 £0.45

97.3+34
13.8 £0.67




Measure of acylated and unacylated ghrelin in plasma

Blood samples collected by cardiac puncture were immediately mixed with EDTA (1
mg/mL blood) and with the serine protease inhibitor p-hydroxymercuribenzoic acid (PHMB,
0.4 uM final) to protect the acylated ghrelin from enzymatic deacylation (Hosoda et al.,
2012). The plasma was rapidly separated from the blood cells by centrifugation and acidified
by adding HCI (0.1 N final) to preserve ghrelin acylation, as well. Plasma samples were then
stored at -80 °C for later hormone titration. The acylated and unacylated ghrelin
concentrations were assayed with the commercial EIA kits according to the manufacturer’s

instructions (Chen et al., 2012).

Lipase activity measurements

Enzymatic activity was assayed at 37 °C by measuring the amount of free fatty acid (FFA)
released from a mechanically stirred trioctanoin (Tri-C8:0) emulsion, using 0.1 N NaOH with
a pH-stat (Metrohm 718 STAT Titrino, Switzerland) adjusted to a fixed end point value as
previously described (Point et al., 2012a, 2012b). The triglyceride emulsion was formed by
mixing 0.5 mL Tri-C8:0 with 14.5 mL assay solution. The activity of rat pancreatic lipase
(RPL) contained in lyophilized rat pancreatic juice was determined at pH 8.0 using the
pancreatic standard assay solution: 0.3 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, and 4 mM
NaTDC (Erlanson et al., 1970). The activity of rat lingual lipase (RLL) was determined at pH
5.5 using the preduodenal lipase standard assay solution: 150 mM NaCl, 2 mM NaTDC, 1.5
uM BSA (Gargouri et al., 1986b; Moreau et al., 1988a). All experiments were performed at
least in triplicate. Activities were expressed as international units: 1 U = 1 pmole FFA

released per minute.

In vitro lipase inhibition by BemPPOX

Three different methods of inhibition (Supplementary Figure S2), depending on the
order of addition of lipase, substrate and inhibitor, were used (Ransac et al., 1997). Method A
(lipase/inhibitor pre-incubation) was set up to test in aqueous medium and in the absence of
substrate, the possible direct reactions between a lipase and potential inhibitors as previously
described (Point et al., 2012a). The lipase (RLL or RPL) was pre-incubated with BemPPOX

for 30 min at 25 °C at various inhibitor concentrations (7 to 1,000 uM final concentration in
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Supplementary Figure S3. Typical Kkinetic recordings of the hydrolysis of trioctanoin
emulsions by RLL at pH 5.5 using the pH-stat technique.

Method A: RLL was pre-incubated for a 30-min period with various BemPPOX
concentrations (7 to 1,000 uM final concentration in the incubation medium) and then the
lipase residual activity was measured. Method B: RLL inhibition by addition of BemPPOX
(1,000 uM final concentration) in the course of the lipolysis reaction. After 4 min of reaction,
BemPPOX was subsequently added, and the release of fatty acids (umol per min) was
recorded for an additional time of 20 min. Method C: the residual lipase activity was
measured after mixing BemPPOX (1,000 uM final concentration) with the emulsified
trioctanoin substrate 5 min prior to adding RLL. Kinetic assays were performed as described
in Materials & Methods section. The kinetics shown here are representative of individual
experiments performed at least in triplicate (CV% < 5%).



the incubation medium) and in the presence of 4 mM NaTDC in order to create a micellar
solution containing the inhibitor molecules (Marguet et al., 1994; Point et al., 2012a). Sample
of the incubation medium was then collected and injected into the pH-stat vessel in order to
measure the residual lipase activity. Method B (inhibition during lipolysis) was designed to
test whether lipase inhibition occurred in the presence of the water-insoluble substrate during
lipolysis. The lipase (RLL or RPL) was first injected into the pH-stat vessel containing the
emulsified Tri-C8:0 substrate maintained under vigorous stirring. After 4 min of hydrolysis
recorded at constant pH (5.5 for RLL or 8.0 for RPL), BemPPOX was added in the course of
the lipolysis reaction in the assay mixture and the release of fatty acids (umol per min) was
recorded for an additional time of 20 min. Method C (“poisoned” interface) was used to test
the possible reactions between lipases and inhibitors in the presence of substrate (Gargouri et
al., 1997). Five minutes before adding the lipase, BemPPOX was added into the pH-stat
vessel thus allowing the formation of mixed inhibitor/substrate emulsions. After lipase

injection, the hydrolytic activity was then continuously recorded using the pH-stat technique.

To be consistent with the in vivo experiments, a BemPPOX concentration of 1,000 uM,
corresponding to the mean concentration of inhibitor present in the oil-in-water emulsions
given to rats (0.15-0.25 mg BemPPOX in 0.5 mL lipid emulsion — Supplementary Table
S1), was used with Methods B and C.

In each case, a stock solution of 5 mg/mL BemPPOX in dimethyl sulfoxide (DMSO) was
used. Control experiments were performed in the absence of inhibitor but with the same
volume of DMSO. It is worth noting that DMSO at a final volume concentration of less than

10% has no effect on the enzyme activity.

Statistical analysis

Statistical analyses were realized using GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Group differences were analyzed by non-parametric Mann-Whitney U
tests (2 groups) or by non-parametric one-way analysis of variance (Kruskal-Wallis test) (>2
groups), with Dunn’s post hoc tests. Two-way analysis of variance (two-ways ANOVA) (not

repeated measures) were used to analyze the effect of emulsion type and time. All Data are
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Figure 1. Effects of dietary C8:0 and preduodenal lipase inhibition on C8:0 gastric tissue
content, 30 and 120 min after emulsion ingestion.

A) C8:0 contents in the corpus. Two-way ANOVA test: emulsion effect, p-value<0.0001
(letters showing statistical differences were assigned with Dunn’s post hoc tests). B) C18:1 n-
9 contents (in % of FAs) in the corpus. Two-way ANOVA test: emulsion effect: p-
value=0.744. C) C8:0 contents in the fundus. Two-way ANOVA test: emulsion effect, p-
value<0.0001. D) C18:1 n-9 contents in the fundus. Two-way ANOVA test: emulsion effect,
p-value=0.003, Dunn’s post hoc tests p-value>0.05. E) C8:0 contents in the antrum. Two-way
ANOVA tests: emulsion effect, p-value=0.002. F) C18:1 n-9 contents in the antrum. Two-
way ANOVA test: emulsion effect, p-value=0.949.



expressed as the mean + SEM and for all tests, p-value<0.05 was considered as statistically

significant.

RESULTS

In vitro selective inhibition of rat preduodenal lipase by BemPPOX

The inhibition of rat preduodenal/lingual (RLL) and pancreatic (RPL) lipases by
BemPPOX was assessed using three different methods depending upon the order of addition
of the lipase, the lipid substrate and the inhibitor (Supplementary Figure S2) (Ransac et al.,
1997). The lipase activity was measured on Tri-C8:0 emulsions at 37 °C using the pH-stat
technique. In all cases linear kinetics of free fatty acids release (umol) vs. time (min) were
obtained. The slope (U = pmol/min) was calculated by applying linear regression (+* > 0.99)

in order to assess the residual activity of the inhibited lipases.

When RLL was pre-incubated (Method A) with various amounts of BemPPOX, the
enzyme lost about 70% of its initial activity in presence of 28 uM inhibitor, and was fully
inactivated at 1,000 uM inhibitor after 30 min of incubation (Table 1 and Supplementary
Figure S3). The ICsy value of BemPPOX acting on RLL was estimated to be 7.0 uM under
these conditions. When BemPPOX was added in the pH-stat reaction vessel 4 min after the
lipolysis of the Tri-C8:0 emulsion by RLL was launched (Method B; Supplementary Figure
S3) or when the inhibitor was pre-mixed with Tri-C8:0 prior to lipase addition (Method C;
Supplementary Figure S3), the rate of Tri-C8:0 hydrolysis by RLL was drastically reduced
by 92% and 97%, respectively (Table 1).

Conversely, when BemPPOX was tested on RPL under similar conditions, lipase inhibition
was very weak whatever the method used, even at very high inhibitor concentration (Table

1).

Preduodenal lipase inhibition significantly decreases C8:0 content in the
stomach mucosa

The effect of lingual lipase inhibition on stomach octanoic acid (FA) absorption was

studied in 4 groups of suckling rats (Supplementary Table S1). Two control groups received
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Figure 2. Effect of preduodenal lipase inhibition on *C-C8:0 gastric tissue content, 30
and 120 min after emulsion ingestion.

A) Concentrations of *C-C8:0 (mg/g of corpus) in the corpus of the Tri"*C-C8:0 and Tri"*C-
C8:0 with BemPPOX groups. Two-way ANOVA test: Interaction effect, p-value=0.505; Time
effect, p-value=0.334; Inhibitor effect, p-value=0.017. Mann-Whitney (M-W) test: *p-
value<0.05. B) Concentrations of Bc-cs8:0 (mg/g of fundus) in the fundus of the Tri'*C-C8:0
and Tri"’C-C8:0 with BemPPOX groups. Two-way ANOVA test: Interaction, p-value=0.404;
Time, p-value=0.056; Inhibitor, p-value=0.097. M-W: *p-value<0.05. C) Concentrations of
Bc-c8:0 (mg/g of antrum) in the antrum of the Tri"*C-C8:0 and Tri"*C-C8:0 with BemPPOX
groups. Two-way ANOVA test: Interaction, p-value=0.69; Time, p-value=0.43; Inhibitor, p-

value=0.76.



a 150-mg Triolein emulsion without lipase inhibitor (1) and with the preduodenal lipase
inhibitor BemPPOX (2), respectively. Two other groups, called trioctanoin groups, received
the Tri'*C-C8:0 emulsion containing 100 mg of triolein and 50 mg of trioctanoin (3) and the
Tri"*C-C8:0 with BemPPOX emulsion containing 100 mg of triolein, 50 mg of trioctanoin and

BemPPOX (4), respectively.

The FA composition (% of total FAs) was measured in the different parts of the gastric
mucosa (corpus, fundus, and antrum). In the corpus, 30 and 120 min after emulsion ingestion
(Figure 1.A), the C8:0 basal levels represented 2.2% of total FAs in the triolein group without
BemPPOX. This value was not modified by the addition of the lipase inhibitor in the Triolein
with BemPPOX group. When 50 mg of triolein were substituted with trioctanoin in the
Tri"*C-C8:0 emulsion, the C8:0 in the corpus (total C8:0, B¢ and '*C) significantly increased
to 7.5% of total FAs after 30 min and to 9% after 120 min. BemPPOX addition to the
trioctanoin emulsion significantly reduced the C8:0 to 5.9% of total FAs after 30 min (p-value
< 0.05) and to 6.6% after 120 min (p-value = 0.08). Conversely, in the corpus mucosa, none
of the treatments modified the C18:1 n-9 content (Figure 1.B). However, no effect on total

mass of FAs between the 4 groups in the corpus was observed (data not shown).

In the two other parts of the stomach (fundus and antrum), trioctanoin emulsions also
significantly increased the C8:0 levels compared with control triolein emulsions (Figure 1.C
and 1.E). Like in the corpus, BemPPOX addition decreased the amount of C8:0 in the fundus
and in the antrum mucosa, although not significantly (p-value = 0.07 and 0.08). Again, no

effect of the emulsions was shown on C18:1 n-9 levels (Figure 1.D and 1.F).

These results demonstrate therefore that the ingestion of trioctanoin emulsions
significantly increased the C8:0 contents in the gastric tissue (fundus, corpus and antrum)
whereas the addition of the preduodenal lipase inhibitor significantly lowered C8:0 contents

in the corpus.
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Preduodenal lipase inhibition significantly prevents *3C-C8:0 gastric
absorption from (1,1,1-"3C)-Tri-C8:0 emulsion

In order to quantify more precisely the mechanisms leading to a higher C8:0 content in
stomach, we used '*C-C8:0 as a tracer and measured its abundance in the different parts of the
stomach (Figure 2). After 30 and 120 min, the *C-C8:0 concentrations in the corpus were
respectively equal to 0.67 and 0.70 mg/g of corpus in the Tri"?C-C8:0 group (Figure 2.A).
BemPPOX addition to the trioctanoin emulsion significantly reduced the '*C-C8:0
concentrations to 0.41 mg/g of corpus after 30 min and to 0.55 mg/g of corpus after 120 min,
in the Tri"*C-C8:0 with BemPPOX group. After 30 and 120 min, the '*C-C8:0 concentrations
in the Tri"’C-C8:0 group, were thus 40 and 30 % higher than in the Tri'’C-C8:0 with
BemPPOX group. In the fundus (Figure 2.B), the *C-C8:0 concentration was significantly
higher after 30 min in the Tri'*C-C8:0 group (0.60 mg/g of fundus) than in the Tri'*C-C8:0
with BemPPOX group (0.45 mg/g of fundus). After 120 min, the *C-C8:0 concentration was
also higher in the Tri"’C-C8:0 group (0.84 mg/g of fundus) than in the Tri"’C-C8:0 with
BemPPOX group (0.55 mg/g of fundus) but the difference was not statistically significant. No
significant differences in >C-C8:0 content were observed in the antrum (Figure 2.C). These
results demonstrate the gastric absorption of BC-C8:0 from (1,1,1-"*C)-Tri-C8:0 emulsion and

its decrease in the presence of BemPPOX, especially in the corpus mucosa.

The distribution of dietary BC-C8:0 in other tissues was also studied (Supplementary
Figure S4). In the trioctanoin groups, a small amount of *C-C8:0 was found in the plasma
(0.04 and 0.05 mg/mL after 30 and 120 min) and in the liver (0.02 and 0.06 mg/g of liver after
30 and 120 min) but no significant differences were observed between the Tri'>C-C8:0 group
and the Tri'>C-C8:0 with BemPPOX group. The measure of the °C enrichment in other FAs
in the stomach and the liver showed no enrichment in any FAs and no difference between the

Tri"*C-C8:0 and Tri'*C-C8:0 with BemPPOX groups (data not shown).

Preduodenal lipase inhibition also impairs duodenal total FA absorption

The effect of lingual lipase inhibition on the FA absorption in the small intestine parts was

also studied. The total masses of FAs (mg/g of duodenum) were measured in the duodenum
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Figure 3. Effect of preduodenal lipase inhibition on the FA contents of duodenum tissue,
120 min after emulsion ingestion. A) Total mass of FAs in the duodenum (mg/g of
duodenum) in the trioctanoin groups (+ BemPPOX). Mann-Whitney (M-W) test: p-
value=0.030. B) Mass of predominant FAs in the duodenum tissue (mg/g of duodenum) in the
trioctanoin groups + BemPPOX. M-W: *p-value<0.05.



tissue of the two trioctanoin groups. Figure 3.A shows results obtained 120 min after
emulsion ingestion, since there was no effect after 30 min. The total mass of FA in the Tri'’C-
C8:0 group (16 mg/g of duodenum) was 30% significantly higher than in the Tri"*C-C8:0
with BemPPOX group (12.5 mg/g of duodenum) (p-value=0.03). Figure 3.B details the
masses of predominant FAs in the duodenum after 120 min of emulsion ingestion. The masses
of C10:0, C12:0, C14:0 and C16:0 were significantly higher in the Tri'’C-C8:0 group
compared to the Tri"*C-C8:0 with BemPPOX group. Some of these FAs were not present in
the emulsion lipids but come from the maternal milk since they were present in the gastric
content, even after 3 h of fasting (Supplementary Figure S5). The masses of total C8:0
(Figure 3.B) and ">C-C8:0 (Supplementary Figure S4) were also higher in the Tri"*C-C8:0

group compared with the Tri'?C-C8:0 with BemPPOX group, although not significantly.

These results demonstrate that inhibition of the preduodenal lipase with the BemPPOX
inhibitor significantly decreased the FA absorption at the duodenal level, 120 min after the
emulsion ingestion. Not surprisingly, no effect of the lipase inhibition was observed 120 min
after the emulsion ingestion on the FA content of the subsequent parts of the intestine, the
jejunal and ileal mucosa (data not shown), as this time lapse was likely too short for the

nutrients to reach these parts of the intestine.

Preduodenal lipase inhibition and subsequent decrease of C8:0 gastric
absorption have no effect on plasma octanoylated ghrelin concentration

The acylated (i.e., octanoylated) and unacylated ghrelin concentrations were measured in
the plasma of the four groups of rats, 30 and 120 min after emulsion ingestion (Figure 4). The
total ghrelin concentration in plasma was calculated by adding the acylated and unacylated
ghrelin concentrations (Figure 4.A and 4.B). No significant effect of the trioctanoin emulsion
was observed on the circulating acylated ghrelin compared with the triolein emulsions
(average value of 56 + 16 pg/mL plasma, at 30 min and 103 + 24 pg/mL, at 120 min). The
plasma acylated ghrelin concentrations were not either significantly modified by the presence
of BemPPOX inhibitor in the Triolein with BemPPOX and Tri'’C-C8:0 with BemPPOX
groups. On the other hand, 30 min after emulsion ingestion, the unacylated ghrelin
concentrations were significantly lower in the Tri"?C-C8:0 group (268 * 76 pg/mL plasma)
compared with the control groups (625 £ 99 and 592 + 80 pg/mL in the Triolein and Triolein
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Supplementary Figure S5. Fatty acid composition of the solid gastric content after 30
min of digestion. FA content expressed in % of total FA. An accurate comparison between
the different groups is impaired by the fact that we collected almost entirely the solid part of
the gastric contents since it was difficult to collect in a reproducible and effective manner the
liquid gastric content (mostly trioctanoin and triolein coming from the emulsion). Thus, the
point of this supplementary figure is to display the other FAs with a maternal milk origin and
explained their presence in the duodenal cells.



with BemPPOX groups, respectively). This effect was not observed 120 min after emulsion
ingestion. As a consequence of this lower unacylated ghrelin concentration in the Tri'*C-C8:0
group, the total ghrelin was also significantly lower in this group compared with the control
groups. The digestion of lipids is known to decrease total ghrelin secretion in the plasma
(Degen et al., 2007), but it seems here that ghrelin secretion would be more strongly inhibited
by octanoic acid than oleic acid. The unacylated ghrelin concentration was not modified by
the presence of the inhibitor in the emulsion, after 30 and 120 min. Obviously, emulsions
containing trioctanoin did not increase plasma octanoylated ghrelin concentration.
Conversely, a decrease in unacylated ghrelin concentration was observed 30 min after
trioctanoin emulsion ingestion. Preduodenal lipase inhibition did not modify the

concentrations of octanoylated and unacylated ghrelin in plasma.

Figures 4.C and 4.D show the acylated to total ghrelin ratios, 30 and 120 min after
emulsion ingestion. No significant effects of the trioctanoin emulsions and of the inhibitor
were observed, although the acylated to total ghrelin ratio tended to be decreased, after 30

min, by the Tri'*C-C8:0 emulsion consumption.

Discussion

The digestion of dietary TGs starts in the upper gastrointestinal tract under the action of
preduodenal lipase (Carriere et al., 1993; DeNigris et al., 1985; Hamosh et al., 1973; Igbal et
al., 2009; Perret, 1982). The metabolic fate of MCFAs, once they are released from TGs in the
alimentary bolus, remains unclear. Their rapid gastrointestinal hydrolysis leads to duodenal
absorption and to specific transport through the portal vein followed by rapid B-oxidation in
the liver (Lemarié€ et al., 2015b), but at least part of MCFAs could be absorbed at the gastric
level. Indeed, some old studies performed on 10-days old rats with ligatured pylorus and
radiolabeled MCFAs have observed the radioactivity in the gastric cells and in the liver, in
less than 30 min (Egelrud et al., 1971). Moreover, it has been shown in the rabbit that the
early hydrolysis of TGs by preduodenal lipase, especially milk TGs esterified with MCFAs in
sn-3 position, leads to the massive absorption of MCFAs in the gastric mucosa, after duodenal
bulb ligature (Perret, 1980, 1982). Therefore, dietary TGs esterified with octanoic acid may

directly provide stomach GOAT with octanoyl-CoA co-substrate, necessary for the
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octanoylation of ghrelin before its secretion in the plasma (Nishi et al., 2005a). However, this
thesis still raises questions and points of controversy concerning the mechanism of gastric
absorption, the amount of FAs involved, the effect of the age and the role of the preduodenal

lipase activity.

In this work, we investigated the effect of preduodenal lipase inhibition on the gastric
absorption of dietary C8:0 coming from trioctanoin, using a new lipase inhibitor (BemPPOX)
of the oxadiazolone family (Ali et al., 2012; Point et al., 2012a). As expected from the first
experiments made with oxadiazolone-core derivatives (Point et al., 2012a), BemPPOX
exhibited a highly selective and potent inhibitory activity towards preduodenal/lingual lipase
from rat tongue extracts and had no effect on pancreatic lipase from rat pancreatic juice
(Table 1 and Supplementary Figure S3). Treating RLL with a 1,000 uM BemPPOX final
concentration (i.e., the inhibitor concentration further used in in vivo experiments) resulted in

full lipase inhibition.

In vivo, the presence of the BemPPOX preduodenal lipase inhibitor in the Trioctanoin
emulsion led to a 25% lower C8:0 amount (**C and "*C-C8:0) in the corpus, compared with
the Tri'*C-C8:0 control group (Figure 1). This result was confirmed by the measure of the
3C-C8:0 content in the corpus tissue (Figure 2.A) which showed that preduodenal lipase
inhibition decreased respectively by 40 and 30% the '*C-C8:0 concentrations after 30 and 120
min of digestion. A similar effect was observed in the fundus after 30 min of digestion
(Figure 2.B) but not in the antrum (Figure 2.C). These data undoubtedly demonstrate the
Bc.cs:o gastric absorption from (1,1,1—13 C)-Tri-C8:0 and its partial inhibition by BemPPOX,

especially in the corpus mucosa.

After 30 min of digestion, the corpus, fundus and antrum contained respectively 0.7, 0.6
and 0.5 mg of 13C—CS:O/g of tissue, in the Tri"*C-C8:0 group. This represented 0.65 mg Be-
C8:0/g of stomach, given the average weigh of the stomach (170 = 10 mg in which 80 mg of
corpus). Similar results were observed after 120 min of digestion. Because the stomach Be-
C8:0 concentration was measured at two isolated moments and not continuously, the potential
B-oxidation of the *C-C8:0, its chain-elongation or its eventual secretion in the plasma after

gastric absorption to peripheral organs (Egelrud et al., 1971) could lead to an underestimation
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of the C8:0 gastric absorption. This is why the '°C enrichment of other FAs and the '*C-C8:0
concentrations in plasma and liver were measured (data not shown); However, no enrichment
in *C of other FAs was observed, suggesting no chain-elongation of BC-C8:0 to C10:0,
C12:0 or C14:0 and no synthesis of C16:0 using [1-">C]-acetyl-CoA.

Preduodenal lipase inhibition did not totally impair the *C-C8:0 gastric absorption. This
finding could be explained by the fact that lingual lipase action begins 1-5 s after food
ingestion (Kawai et al., 2003) and C8:0 could have been released from TGs before effective
preduodenal lipase inhibition. This is especially true given that we used lipid emulsions which
facilitate the action of preduodenal lipase (Lengsfeld et al., 2004). Another plausible
explanation would rely on the fact that, in vivo, the rate of preduodenal lipase inhibition by
BemPPOX may be lower than the one observed in vitro, due to the continuous secretion of

lingual lipase by rat’s tongue.

Whereas the contribution of human gastric lipase to gastrointestinal lipolysis is now well
documented and is estimated to range from 10 to 25% of the overall hydrolysis of dietary TG
(Lengsfeld et al., 2004; Roman et al., 2007), the contribution of rat lingual lipase (around 10-
30% of the overall hydrolysis of dietary TG) is less described and based on old in vitro studies
(Hamosh et al., 1979). In this work, we obtained new data on the in vivo effect of preduodenal
lipase inhibition on intestinal FA absorption. After 120 min of digestion, the total mass of
FAs in the duodenal tissue was significantly lower in the Tri'*C-C8:0 with BemPPOX group
than in the Tri"*C-C8:0 group (Figure. 3.A), due to a decrease in MCFAs but also C12:0,
C14:0 and C16:0 (Figure 3.B) coming from the emulsion and from the maternal milk
(Supplementary Figure S5). Since preduodenal and pancreatic lipases have a synergetic
action in the GI tract (Gargouri et al., 1986a), the latter result could be explained by the fact
that preduodenal lipase inhibition might have partially impaired pancreatic lipase action on
LCFAs. Besides, it is nowadays known that the apparent specificity of preduodenal lipases for
SCFAs and MCFAs is mainly due to the preferential release of these fatty acids found at the
sn-3 position of milk TGs (Rogalska et al., 1993; Roman et al., 2007; Sams et al., 2016).
Studies on gastric lipases have shown that these lipases can act at similar rates on TGs with
various chain length and they have the potential to release all three fatty acids of TG

molecules (Carriere et al., 1991; Gargouri et al., 1986b). As a result, oleic acid is the main
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FFA found in the gastric contents of newborns fed with milk, even though their milk diet is
enriched with medium chain TGs (Roman et al., 2007). Interestingly and in good agreement
with these previous findings in humans, free oleic acid was abundantly found in solid gastric

content of rats, after 30 and 120 min of emulsion digestion (data not shown).

Rat lingual lipase, like gastric lipase in humans, therefore contributes to part of TG
digestion and absorption on its own and its inhibition results in a reduced absorption of fat.
We can estimate that rat lingual lipase inhibition by BemPPOX decreased at least by 30% the
FA absorption at the duodenal level, which corresponds to the full contribution of
preduodenal/gastric lipase to fat digestion, estimated from digestion studies in patients with
pancreatic lipase deficiency (Carriere et al., 2005). It is noteworthy that FA contents of
intestinal tissue that does not reflect directly the rate of absorption because it also includes the
mass of structural FAs (around 10 mg/g of duodenum). Since emulsions are rapidly digested
by pancreatic lipase, it is not surprising that the major absorption occurred at the duodenal
level and therefore that the major impact of preduodenal lipase inhibition by BemPPOX was

observed at this level.

In the present study, the last issue was thus to determine if preduodenal lipase inhibition
and subsequent decrease of the C8:0 gastric absorption influenced the plasma acylated
(octanoylated) and unacylated ghrelin concentrations, after the action of the gastric GOAT
enzyme in the stomach. On one hand, no effect of dietary trioctanoin and no effect of
preduodenal lipase inhibition were observed on plasma acylated ghrelin concentrations after
30 and 120 min of digestion (Figure 4.A and 4.B). It was unfortunately not possible to
measure the °C-C8:0 attached to ghrelin. It is known that lipid digestion decreases ghrelin
secretion from stomach and increases CCK and PYY secretion from intestine, in the short
term (Degen et al., 2007). But the influence of the availability of dietary C8:0 in the gastric
lumen and in gastric cells on the concentrations of circulating acylated ghrelin remains
unclear. A recent study in ruminants showed that the ingestion of MCFAs during 2 weeks by
lactating dairy cows increased the plasma acylated ghrelin concentrations (Fukumori et al.,
2013). In cachectic patients, a 2-week administration of an enteral nutrition formula
containing 3 g/day of octanoic acid enhanced plasma octanoylated ghrelin and also improved

the body mass index (Ashitani et al., 2009). Conversely, in another study on the role of the
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gustatory G-protein in the sensing of FAs for octanoylation of ghrelin, ingested MCFAs
increased stomach acylated ghrelin but did not change the plasma acylated ghrelin
concentration (Janssen et al., 2012). Similarly, we previously reported that no change in
plasma acylated ghrelin concentration occurred in rats chronically fed with three dietary C8:0
levels (0, 8 and 21% of total FAs) during 6 weeks, in spite of the increased C8:0 availability

(in fasted and fed rats) (Lemarié et al., 2015a).

On the other hand in the present study, plasma unacylated ghrelin concentrations and
therefore total ghrelin concentration were significantly decreased in the Tri"*C-C8:0 group
after 30 min of digestion compared with the control groups. The inhibition of total ghrelin
secretion induced by lipid digestion is stronger with dietary octanoic acid than with oleic acid,
in the short term. This result regarding unacylated ghrelin is also consistent with our first
nutritional study (Lemarié et al., 2015a) where a reproducible decrease in plasma unacylated
ghrelin concentration was observed with trioctanoin chronic consumption. Plasma unacylated
ghrelin concentrations were not altered by preduodenal lipase inhibition. Both lapses of time
(30 and 120 min) might be too short considering the fact that plasma acylated ghrelin
concentration rises before meal (Cummings et al., 2001) and that 15-days old rats’ meal
frequency is around 4-5 h. However, the basal concentration of acylated ghrelin (between two

peaks) has been shown to be correlated with the energetic status and exerts a biological effect.

In the present study, the acylated and unacylated ghrelin concentrations in gastric tissues
were not measured. Yet, the concentrations of plasma acylated and unacylated ghrelin may
not simply reflect the stomach concentration (Goebel-Stengel et al., 2013; Nishi et al., 2005b).
The maturation and secretion of stomach acylated ghrelin are complex processes potentially
regulated by dietary LCFAs, MCFAs and G-protein coupled receptor 120 (GPR 120) (Gong
et al., 2014); by deacylation under the action of acyl-protein thioesterase-1 (APT1) (Chen et
al., 2014); and by degradation altered in the presence of proteins such as Ghrelin-reactive IgG
(Takagi et al., 2013). In our study, a potential effect of the C8:0 availability on the gastric
acylated ghrelin concentration, as observed in other studies (Fukumori et al., 2013), with a

negative control of the ghrelin secretion in the plasma cannot be ruled out.
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Conclusion

In this work, we used BemPPOX, a recently identified oxadiazolone-core inhibitor of
preduodenal lipase to study the C8:0 release and absorption in the stomach and the effect on
plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations in 15-days old suckling rats. The *C-
C8:0 gastric absorption from (1,1,1—13C)—Tri—C8:0 emulsion and its partial inhibition by
BemPPOX were demonstrated and quantitatively estimated. However, trioctanoin
consumption did not increase plasma acylated ghrelin concentration. Conversely, a decrease
in unacylated ghrelin concentration was observed 30 min after Tri-C8:0 emulsion ingestion.
Preduodenal lipase inhibition did not modify plasma acylated and unacylated ghrelin
concentrations. The effect of BemPPOX and Tri-C8:0 may however differ depending on age

and may vary among species.

Acknowledgments

The authors are thankful to CNIEL (Centre National Interprofessionnel de I’Economie
Laitiere, France) for constructive scientific discussion and financial support. The authors also

thank N. Boulier-Monthéan for animal care.

125



Partie C

C. Etude préliminaire in vitro du métabolisme du C8:0

dans les cellules gastriques
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La partie C présente I’approche préliminaire in vitro ayant pour objectif I’étude du
métabolisme du C8:0 dans les cellules de 1’estomac, comparé au métabolisme de cet acide
gras dans les hépatocytes, afin de compléter les données in vivo des articles 1 et 2. Les

modeles d’étude, les adaptations des méthodologies et les premiers résultats sont exposés ici.

C.1. Contexte et objectifs de I’étude

Le métabolisme des AGCM a déja été bien décrit dans de nombreux tissus, notamment
dans le muscle et le foie (Papamandjaris et al., 1998; Pégorier et al., 1988; Scheig et al.,
1968). Les AGCM sont peu mis en réserve, contrairement aux AGCL, et sont fortement [3-
oxydés dans les mitochondries et ®-oxydés dans les microsomes. En revanche, il y a peu (voir
pas) de données disponibles sur le captage des AGCM et leur métabolisme dans les cellules
de I’estomac, in vitro. Or, nos études in vivo ont montré une absorption gastrique de I’acide
octanoique (Article 2) et un possible mécanisme de préservation de cet acide gras dans les

cellules gastriques (Article 1).

Les objectifs de cette approche in vitro étaient donc de comparer le métabolisme du C8:0
dans les cellules de la muqueuse et dans les hépatocytes pour quantifier son captage, sa [3-
oxydation, son estérification dans les lipides cellulaires et son utilisation pour I’acylation de la
ghréline. Pour cette étude, la culture primaire de cellules d’estomac de ratons et la culture
d’explants d’estomac ont été mises en place ; les cellules d’estomac ont été incubées avec des
milieux contenant du C8:0 non marqué, du [1—13C]—C8:0, du [1—14C]—C8:0. Les compositions
en acides gras et I’incorporation du carbone traceur dans les cellules ou les milieux de culture
ont été analysés. Les cellules ont également été incubées avec de 1’alcyne-C8:0 (triple
liaison), qui mime le C8:0 pour détecter les protéines octanoylées (technique de click
chemistry (Yap et al.,, 2010)), afin d'étudier la part de C8:0 qui acyle la ghréline, ou

d’éventuelles autres protéines.

C.2. Matériels et méthodes
C.2.1. Animaux

Les animaux utilisés proviennent du centre d’élevage Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France) et sont de race Sprague-Dawley (SD). Ils sont élevés sous environnement controlé

dans 1’animalerie du laboratoire de Biochimie et Nutrition Humaine, sur le site d’ Agrocampus
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Ouest. La température est maintenue a 22 + 2 °C avec une hygrométrie de 50 + 10% et un
cycle jour/nuit de 12 h. Les rats sont nourris ad libitum avec un régime d’entretien M20
(Special Diet Services, Witham, Angleterre), les femelles allaitantes avec un régime de
croissance M25 (Special Diet Services) ; tous possedent un acces illimité a I’eau de boisson.
Pour les perfusions de foie, les rats sont 4gés de 6 a 7 semaines et pesent environ 250 g. Les
rats sont mis a jeun 12 h avant leur sacrifice. Le protocole de mise en culture des hépatocytes
chez le rat (N°01305.01) a été approuvé par le comité d’éthique de Rennes et par le Ministere
de I’Enseignement supérieur et de la Recherche. Pour la culture primaire des cellules
d’estomac de ratons, les femelles allaitantes et les portées de ratons sont recues deux jours

avant le sacrifice. Les ratons sont sacrifiés a I’age de 7 a 8 jours.

C.2.2. Cultures cellulaires

C.2.2.1. Culture d’hépatocytes de rat en culture primaire

Les hépatocytes sont obtenus par perfusion in situ de foie de rat, selon une méthode
précédemment décrite (Seglen, 1976) et adaptée au laboratoire (Legrand, 1991). Le rat est
anesthésié a dose 1étale d'Euthasol Vet (140mg/kg), par injection intrapéritonéale. L'héparine
(500 UI/200 pL) est injectée dans la veine fémorale pour éviter une coagulation sanguine trop
rapide. La cavité abdominale est ensuite ouverte, un cathéter est posé dans la veine porte en
amont du foie. Celui-ci est lavé sous perfusat (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4,2H,0
1,28 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) a 37°C pendant 10 min (30 mL/min), apres avoir coupé la
veine sus-hépatique. Le foie est ensuite traité a la collagénase IV (Sigma-Aldrich) a 0,125 g/L
dans une solution de perfusat additionnée de CaCl,,2H,O a 0,6 g/L pendant 10 min (0,2
U/mL, 20 mL/min). Le foie digéré est prélevé et les cellules hépatiques sont libérées en
condition stérile dans du milieu Williams’E (Sigma-Aldrich). Les cellules sont filtrées sur une
membrane de nylon de porosité 60 um; la solution cellulaire ainsi obtenue est laissée a
décanter pendant 20 min. Les cellules sont lavées trois fois dans du milieu de culture
Williams’E, suivi de centrifugations (1 min, 200 g, 20°C). Le nombre d’hépatocytes et la
viabilité des cellules sont estimés par un test d’exclusion au bleu de trypan a 1’aide d’une
cellule de Malassez. La viabilité doit €tre supérieure a 75% pour garantir une qualité
suffisante de la culture primaire. Les cellules sont ensemencées a hauteur de 1,6.106 cellules

par boite de culture de 30 mm de diamétre et 4,8.10° cellules par boite de 100 mm de
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diametre. Le milieu de culture est le Williams’E additionné de 7% de sérum de veau feetal
(SVF, BioWhittaker™), d’antibiotiques (50 UI/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine
et 10 pg/mL de gentamycine), de 1 uM d’insuline (Sigma-Aldrich) et de 1 pM de
dexaméthasone (Sigma-Aldrich). Les hépatocytes sont cultivés dans un incubateur a 37°C
sous une atmosphere modifiée a 5% de CO, et saturée en humidité. Apres 4 h de culture, le

milieu d’ensemencement est remplacé par du milieu Williams’E sans SVF.

C.2.2.2. Culture primaire des cellules d’estomac de raton

La culture primaire de cellules d’estomac de ratons a été mise au point au cours de mon
doctorat (Figure 23.A). La méthode de mise en culture est adaptée de différents protocoles
(Gagnon, 2012; Konda, 2002; Terano et al., 1982). La mise en culture a été testée avec des
rats de différents ages, mais seules les cellules provenant d’estomacs de ratons (4 a 15 jours)
se sont suffisamment multipliées et ont montré une bonne viabilité. De plus, 1’utilisation de
rats nouveau-nés permet de limiter le développement des fibroblastes. Les ratons de 8 jours
sont sacrifiés par une injection létale d'Euthasol Vet (140 mg/kg). Les estomacs sont
récupérés dans des boites de pétri placées sur de la glace et contenant une solution de HBSS
(Hank’s balanced salt solution) additionnée de 100 U/mL de pénicilline et 100 ug/mL de
streptomycine. Ils sont dégraissés, vidés et rincés quatre fois avec la solution de HBSS puis
lacérés en petits morceaux dans un faible volume de HBSS, afin que les tissus ne sechent pas.
Une solution de lyse stérile (HBSS a 0,1% de collagénase Type IA et 0,05% de
hyaluronidase) est ajoutée aux morceaux d’estomac et ceux-ci sont incubées a 37°C pendant
60 min, sous agitation. Les cellules gastriques sont dispersées par pipetage, puis incubées de
nouveau 15 min a 37°C sous agitation. La solution est filtrée sur une membrane de nylon de
porosité 200 um et le filtrat est centrifugé (5 min, 1 000 g). Les cellules sont lavées deux fois
dans du milieu de culture DMEM F-12, suivi de centrifugations (5 min, 200 g, 20°C). Les
cellules sont ensemencées dans des boites Corning® Primaria’™ (Dutscher) & une
concentration de 1,6.10° cellules par boite de culture de 30 mm de diametre et 4,8.10° cellules
par boite de 100 mm de diametre, dans du DMEM F-12 contenant 10% de FBS, 50 uL/500
mL de fibronectine, 100 U/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine et 100 ug/mL de
gentamycine. Les cellules d’estomac sont cultivées dans un incubateur a 37°C sous une

atmosphere modifiée a 5% de CO, et saturée en humidité. Lorsque les cellules sont
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Cellules d’estomac (j+1) Cellules d’estomac (j+2)

Anticorps II Anticorps anti-ghréline Anticorps anti-GOAT
+ Anticorps Il + Anticorps Il

Figure 23. Culture primaire de cellules d'estomac de ratons

A) Cellules d’estomac de ratons 1 et 2 jours aprés la mise en culture; B) Marquage par
immunofluorescence : pas de marquage (anticorps secondaire seul); marquage de la
ghréline et des noyaux ; marquage de la GOAT et des noyaux



adhérentes, soit 4 a 5 h apres la mise en culture, le milieu de culture est changé. Le milieu de

culture est ensuite changé quotidiennement.

Validation du modéle

L’estomac est composé de différents types de cellules : les cellules musculaires lisses, les
cellules du mésenchyme, les cellules formant les vaisseaux sanguins, les cellules nerveuses,
les cellules immunitaires et les cellules épithéliales. Les cellules épithéliales sont elles-mémes
subdivisées en au moins une dizaine de cellules différentes (§ 3.2.2.3.1). Notre objectif, en
réalisant des cultures de cellules d’estomac, était de modéliser la muqueuse gastrique in vitro
et donc, de cultiver des cellules épithéliales. Or, le protocole utilis€ permet justement
d’obtenir 90% de cellules épithéliales (Konda, 2002), les 10% restants étant essentiellement
des fibroblastes et des cellules nerveuses, facilement reconnaissables en microscopie. La
présence de ghréline et de GOAT a été contr6lée par immunofluorescence (Figure 23.A) et

par dot blot (données non incluses) et a été confirmée.

C.2.2.3. Culture d’explants d’estomac de rat

La culture d’explants d’estomac de rats a été mise au point au cours de mon doctorat. Le
protocole est adapté de méthodes de mise en culture d’explants d’estomac humain (Olfat et
al., 2002) et d’estomac de rats (Tgmmeras et al., 1997). Les rats sont sacrifiés par une
injection 1étale d'Euthasol Vet (140 mg/kg). Les estomacs sont récupérés dans des boites de
pétri contenant du tampon phosphate salin (PBS) stérile, placées sur de la glace. Ils sont
dégraissés, ouverts, vidés et rincés trois fois au PBS stérile. Les estomacs sont ensuite séparés
en fundus, corpus et antrum ; chaque partie est rincée plusieurs fois avec du PBS stérile, afin
d’éliminer toutes traces du bol alimentaire. A 1’aide d’un punch a biopsie 2 mm (Dutscher),
des explants de fundus, corpus et antrum sont obtenus, rincés avec du DMEM et placés dans
des plaques de culture 6 puits (STARLAB) contenant du DMEM additionné de 10% de SVF,
50 Ul/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 10 pg/mL de gentamycine. Les
explants d’estomac sont cultivés dans un incubateur a 37°C sous une atmosphere modifiée a

5% de CO; et saturée en humidité. Le milieu est changé 1 h apres la mise en culture.
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C.2.3. Incubations des cellules (hépatocytes, cellules et explants d’estomac)

avec des acides gras

C.2.3.1. Préparation des complexes albuminiques d’acides gras

o Principe général de la complexation

Les acides gras sont des molécules hydrophobes et par conséquent, ils doivent &tre
complexés a 1’albumine pour se solubiliser dans le milieu de culture (Rioux et al., 2000).
Différents ratios acides gras/albumine ont été testés ici, allant de 100 uM/150 uM a 500
uM/150 uM, sachant que la concentration plasmatique moyenne en acides gras liés a
I’albumine, chez I’Homme au repos, équivaut a 500 uM. Au-dessus, les doses ne sont plus
considérées comme physiologiques. Les acides gras sont saponifiés en présence de NaOH a
0,5 M dans du méthanol a 70°C pendant 30 min. Apres évaporation sous flux d’azote, les sels
d’acides gras formés (AG’, Na*) sont dissous dans du milieu de culture contenant 1%
d’albumine bovine sérique (BSA, Fraction V, Sigma-Aldrich). Les sels d’acides gras sont
ensuite complexés a la BSA par agitation mécanique, apres ajustement du pH a 10, pendant
12 h a température ambiante. Le pH de la solution est réajusté a 7,4, puis le milieu est stérilisé
par filtration sur une membrane de porosité 0,2 um et additionné d’antibiotiques (50 UI/mL
de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 10 ug/mL de gentamycine). Un échantillon de
chaque milieu complexé est conservé, pour analyser la teneur et la composition en acides

gras.

Les acides gras utilisés sont le C8:0, le C12:0, le C14:0 et le C16:0 non marqués, marqués
au carbone 13 ou 14, ou portant une fonction w-alcyne. Les acides gras radiomarqués au
carbone 14 ([1—14C]—C8:0, [1—14C]—C14:0, Isobio, Belgique), sont dilués avec I’acide gras non
radioactif correspondant afin d’obtenir la radioactivité spécifique et la concentration désirées

(en général 183,3 MBg/mmol et 100 uM).

o Cas particulier des AGCM

Etudier les AGCM entraine des difficultés méthodologiques, ces acides gras étant plus
volatiles que les AGCL, surtout lorsqu’ils sont chauffés. Cela pose des problemes pour la
préparation des complexes albuminiques de C8:0 (phase d’évaporation sous flux d’azote) et

également pour I’extraction des acides gras. Différents protocoles de préparation des milieux
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enrichis en acide octanoique ont été testés : 1) protocole classique de complexation, 2)
protocole classique de complexation avec évaporation a froid (sur glace) des sels d’acide
octanoique, 3) C8:0 en solution alcoolique (100 mg AG/mL éthanol) ajouté directement dans

un milieu a 1% de BSA (éthanol : milieu de culture < 1:2500 (v/v)).

C.2.3.2. Préparation de milieux contenant des acides gras non complexés a I’albumine

Les AGCM étant relativement solubles en solution aqueuse (si la [C8:0] < 500 uM)
comparés aux AGCL, des milieux de culture sans BSA avec de 1’acide octanoique (en

solution alcoolique ; 100 mg AG/mL éthanol) non saponifié ont aussi été préparés.

C.2.3.3. Incubation

Les cellules gastriques sont utilisées a 48 h de culture, les hépatocytes a 24 h de culture et
les explants a 1 h de culture. Avant chaque incubation, le milieu de culture en place est
éliminé. L’incubation débute au moment de 1’ajout, dans chaque boite de culture de milieu
contenant les acides gras, radiomarqués ou non, complexés a 1’albumine. Les cellules sont

incubées (37°C, 5% de CO,) pendant des temps variables.

C.2.3.4. Collecte des cellules et des milieux de culture

Les milieux de culture des cellules ou d’explants sont collectés et centrifugés afin
d’éliminer les débris cellulaires (500 g, 5 min, 4°C), puis le surnageant est congelé a -20°C.
Les hépatocytes et les cellules gastriques sont collectées par grattage, dans du PBS, et
centrifugées (500 g, 5 min, 4°C). Les culots cellulaires sont lavés deux fois dans du PBS puis
repris dans du tampon PBS ou RIPA (Radio-immunoprecipitation assay). Les cellules sont
ensuite lysées par sonication aux ultrasons. Les explants sont récupérés, rincés au PBS et sont

instantanément congelés dans de 1’azote liquide puis conservés a -80°C.

C.2.3.5. Dosage des protéines totales

Les concentrations protéiques des échantillons sont mesurées par un dosage
colorimétrique (a A=595 nm) adapté de la méthode de Bradford (1976), en utilisant le réactif
Protein Assay (Bio-Rad). Les concentrations protéiques sont estimées par comparaison a une

gamme de BSA a 1 mg/mL.
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C.2.4. Mesure de l'incorporation des acides gras (radiomarqués ou non) dans

les cellules, les lipides et les produits de B-oxydation

C.2.4.1. Extraction des lipides

o Acides gras non radiomarqués ou marqués au carbone 13

Les lipides totaux (LT) des cellules et des milieux sont extraits par un mélange
d’hexane/isopropanol (3:2, v/v), apres acidification par ajout d’1 mL de HC1 3 M. Le C5:0, le
C7:0 et le C17:0 sont ajoutés comme standards internes pour quantifier les masses d’AGCM
et d’AGCL. Les étapes d’évaporation se font en déposant les LT sur des plaques de silice,
pour éviter la perte des AGCM volatiles. Les acides gras collectés sont ensuite transméthylés
en présence de 2 mL de H,SO4 dans du méthanol (1:10, v/A), a 70°C pendant 30 min. Les
esters méthyliques d’acides gras (FAMESs) sont extraits en ajoutant 0,5 mL d’hexane et 8§ mL
de NaCl 0,9%. L’analyse de la phase hexane est faite par GC-MS, comme décrit dans 1’article
2.

o Acides gras radiomarqués au carbone 14

L’analyse des acides gras radiomarqués a été réalisée selon une méthode déja décrite
(Rioux et al., 1999) consistant a transformer les acides gras présents dans les lipides totaux en

esters naphthacyliques d’acides gras et a séparer ces derniers par HPLC.

C.2.4.2. Mesure de la radioactivité incorporée dans les produits de B-oxydation

o Mesure de la production de **CO,

La mesure de la production de '*CO2 est réalisée selon une méthode déja décrite (Guillot
et al.,, 1997). Apres incubation des hépatocytes avec un acide gras radiomarqué, le contenu
d’une boite de culture (milieu d’incubation et cellules collectées par grattage) est transféré
dans un erlenmeyer contenant 250 uLL de HCIO4 70% (v/v). L’erlenmeyer est alors rapidement
obturé de maniere étanche par un bouchon a jupe rabattable en caoutchouc. Pour piéger le
CO: libéré a la suite de I’acidification du milieu, 350 uL. d’hydroxyde d’hyamine (1 M dans le
méthanol) sont déposés, en percant le bouchon a 1’aide d’une seringue, dans un réservoir
suspendu au centre de 1’erlenmeyer. Le CO; est piégé au cours d’une incubation de 2 h a 37
°C sous agitation, puis précipité en mélangeant le contenu du réservoir central avec 20 mL de

baryte N/10 et 2,5 mL de Na,CO3 0,1 M qui sert de « carrier ». Le précipité est filtré puis lavé
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Figure 24. Principe de la click Chemistry (exemple avec de I'alcyne-C14:0)

Les cellules sont incubées avec un acide gras portant une fonction w-alcyne (ici I'alcyne-
C14:0) utilisable par les acyltransférases. Le lysat cellulaire est collecté et les protéines
acylées sont marquées avec de [|'azido-biotine par réaction de click chemistry, ou
azido/alcyne cyclo-addition de Huisgen en catalyse cuivrique. La haute réactivité de la
fonction alcyne permet le marquage (ici, avec de la biotine) puis la détection des protéines
acylées en Western blot.



successivement par 10 mL d’eau, d’éthanol et d’acétone. Le filtre contenant le précipité est
séché et introduit directement dans un pot de comptage, additionné de 10 mL de scintillant
pour milieu organique (Ultima GoldTM, Perkin Elmer). Pour chaque culture cellulaire, les
mesures sont réalisées en double, déduction faite d’un témoin qui ne contient pas de

radioactivité.

o Mesure de la production de métabolites acido-solubles radioactifs

La radioactivité incorporée dans les métabolites acido-solubles a été mesurée selon la
méthode décrite par Mannaerts et al. (1979). Le contenu d’une boite de culture (milieu
d’incubation et cellules) est transféré dans un tube de centrifugation contenant 250 uL de
HC104 70% (v/v) et placé pendant 15 min dans la glace. Apres centrifugation (10 min, 3 000
g, 4°C), la totalité du surnageant est récupérée et lavée trois fois par 2 mL d’hexane, pour
éliminer les traces éventuelles d’acides gras radioactifs dans la phase aqueuse. Un mL de la
solution lavée est alors transféré dans un pot de comptage additionné de scintillant pour
milieu aqueux. Les résultats obtenus en dpm sont ensuite exprimés par boite de culture. Pour
chaque culture cellulaire, les mesures sont réalisées en double, déduction faite d’un témoin
réalisé pour chaque acide gras précurseur, par précipitation de 2 mL du milieu d’incubation

initial, sans contact avec les cellules, afin d’apprécier 1’efficacité des lavages a I’hexane.

C.2.5. Click chemistry ou azido/alcyne cyclo-addition de Huisgen, en catalyse

cuivrique

La technique de click chemistry (ou azido/alcyne cyclo-addition de Huisgen en catalyse
cuivrique) permet de détecter des protéines acylées (Figure 24) (Yap et al., 2010), en
incubant des cellules avec un acide gras portant une fonction w-alcyne, utilisable par les
acyltransférases. La haute réactivité de la fonction alcyne permet le marquage (ici, avec de la

biotine) puis la détection des protéines acylées.

C.2.5.1. Synthése de I'alcyne-C8:0

La synthese de I’alcyne-C8:0 a été réalisée au laboratoire (Figure 25.A). Dans un ballon
de 50 mL a fond rond, 2 g (21,3 mmol) de complexe acétylure de lithium-EDA
(éthylenediamine) et 4,6 mL de DMSO sont lentement refroidis dans la glace jusqu’a ce que

la température du mélange atteigne 0 °C. Puis 1,4 g (7,1 mmol) d’acide 6-bromocaproique
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Figure 25. Synthéese de l'alcyne-C8:0 et caractérisation en GC-MS de la
molécule obtenue

A) Voie de synthese de I'alcyne-C8:0 ; B) Chromatographe du produit final de la réaction ; C)
spectre de masse du pic obtenu a t=9,15 min, comparé au spectre de masse attendu de
I'alcyne-C8:0 (ester méthylique).



dans 6,2 mL. de DMSO sont ajoutés dans le ballon. Apres 10 min, le bain de glace est retiré et
la solution est laissée a température ambiante. Apres 2 h, le mélange réactionnel est versé
dans 100 mL d’eau salée (NaCl 9%o) glacée, acidifié avec du HCI 1 N et les produits de
réaction sont extraits au CH,Cl,. La phase organique est séchée au Na,SO,4, le solvant est
évaporé sous vide. Apres méthylation, la pureté de I’alcyne-C8:0 ainsi obtenu est controlée
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Figure 25.B). La

pureté de 1’alcyne-C8:0 est de 93%, il est conservé a -80°C.

Les alcyne-C14:0 et C16:0 ont été fournis par le laboratoire de Luc Berthiaume (Département

de biologie cellulaire, Université d’ Alberta, Edmonton, Canada).

C.2.5.2. Préparation des milieux contenant les alcynes

Les milieux de culture contenant les complexes albuminiques d’acides gras portant la
fonction alcyne sont préparés classiquement, comme pour les acides gras standards. La
concentration finale en alcyne dans le milieu de culture est de 20 uM et la BSA utilisée est
délipidée. Pour éviter 1’étape d’évaporation apres la saponification qui peut entrainer une
perte partielle de I’alcyne-C8:0, des milieux complexés avec les acides gras non saponifiés

ont également été préparés.

C.2.5.3. Incubation des cellules avec les milieux contenant les alcynes

Le milieu de culture des cellules est aspiré et remplacé par du DMEM-F12 sans SVF
additionné de 50 UI/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 10 pg/mL de
gentamycine (étape de délipidation). Les cellules sont ensuite incubées pendant 1 h avec les

solutions contenant I’alcyne-C8:0, 1’alcyne-C14:0 ou 1’alcyne-C16:0.

C.2.5.4. Collecte des cellules

Le milieu de culture est prélevé et les cellules (HeLa ou cellules d’estomac de ratons) sont
récupérées et lavée deux fois au PBS, suivi de centrifugation (5 min, 200 g, 4 °C). Le culot
cellulaire est repris dans du tampon RIPA sans EDTA (150 mM NacCl ; 1% IGEPAL® CA-
630, 0,5% sodium deoxycholate, 2 mM MgCl, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0), mis a agiter
pendant 20 min a 4 °C, puis centrifugé (10 min, 16 100 g, 4 °C). Le surnageant est conservé et

la concentration en protéines est évaluée par un dosage de Bradford.
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Figure 26. Mesure de la radioactivité dans les milieux de culture et les lysats
cellulaires d‘hépatocytes apres incubation avec des complexes albuminiques
de [1-%C]-C14:0 ou de [1-**C]-C8:0 (a 100 uM, BSA, Fraction V)

A) Radioactivité (exprimée en % de la radioactivité totale) mesurée dans les milieux de
culture (complexes albuminiques de [1-'*C]-C14:0 ou de [1-'%C]-C8:0, avec BSA non
délipidée) et dans les hépatocytes ; B) radioactivité (exprimée en % de la radioactivité totale)
mesurée dans le milieu [1-**C]-C8:0 aprés incubation avec les hépatocytes, avant et aprés
extraction des lipides totaux; C) radioactivit¢ mesurée dans le lysat cellulaire des
hépatocytes incubés avec le milieu [1-**C]-C8:0, avant et aprés extraction des lipides totaux
et des esters naphthacyliques. Les résultats présentés dans le graphique A ne sont pas issus
de la méme expérimentation que les résultats des graphiques B et C.



C.2.5.5. Incubation avec des billes de NeutrAvidine

Cette étape a été ajoutée afin d’éliminer une partie des protéines naturellement biotinylées,
présentes dans 1’échantillon. Environ 100 pg de protéines sont prélevées et incubées avec des
billes de NeutrAvidine dans du tampon RIPA pendant 4 h a 4°C. L’échantillon est centrifugé,

le surnageant prélevé et les protéines dosées une nouvelle fois.

C.2.5.6. Réaction de click chemistry

La réaction de click chemistry consiste en 1’addition d’azido-biotine (Figure 24) sur la
fonction alcyne des acides gras liés aux protéines acylables. Une quantité définie de protéines
(30 2 100 ug) est prélevée dans I’échantillon et complétée avec du tampon RIPA a 0,1% SDS
pour atteindre un volume final de 30 puL. L’échantillon est additionné de 100 uM de TBTA
(Tris-(Benzyltriazolylmethyl) amine, Sigma-Aldrich), ImM de CuSOs, ImM de mM Tris-
carboxyethylphosphine (TCEP, Sigma-Aldrich) puis 100 uM d’azido-biotine (en respectant
cet ordre) et incubé a 1’obscurité pendant 30 min. La réaction est stoppée par ajout de 10
volumes d’acétone et les protéines sont précipitées pendant 1 h a -20°C. L’échantillon est
centrifugé (15 min, 16 100 g, 4°C). Le culot protéique est repris dans du tampon 1% SDS et
50 mM HEPES, additionné de tampon Laemli (glycérol 40%, B-mercaptoéthanol 20%, SDS
8%, bleu de bromophénol 0,02%, Tris/HCI 0,25 M, pH 6,8) et dénaturé a 95°C , pendant 5
min. Les protéines marquées a la biotine sont séparées selon leur poids moléculaire sur des
gels tris-tricine (BioRad) par une électrophorése SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) et détectées par la NeutrAvidine™-HRP (1:50 000 ;
Pierce Biotechnology, Rockford, USA) et la membrane développée par le systtme ECL Plus

(GE Healthcare), sur film radiographique.

Un traitement supplémentaire de la membrane avec 0,2 M de KOH, qui entraine la rupture
des liaisons esters et thioesters, permet de s’assurer de la spécificité des bandes observées en

comparaison d’une membrane sans traitement KOH.

C.2.6. Immunofluorescence

Le milieu des cellules cultivées sur une lamelle de verre est aspiré et les noyaux sont

marqués au Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). Les cellules sont rincées au PBS froid puis
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Tableau 14. Estimation de la B-oxydation dans les hépatocytes par mesure
du "“CO, et des métabolites acido-solubles formés pendant 4 h d’incubation
avec des complexes albuminiques de [1-'*C]-C8:0

radioactivité
(en % de la radioactivité initiale, aprés 4 h d'incubation)
[1-"*C]-acide gras “C0, (a) Mef;']’l‘:ll;l‘:: (“I:)id"' Total (a+b)
C8:0 1,4 £ 0,1 47,6 = 2,6 49,0 = 2,7
C12:0 0,5 £ 0,1 38,2 £ 45 38,7 £ 44
Cl14:0 04 + 0.1 14,5 £ 2,0 149 £ 22
C16:0 0,1 £ 0,0 22 £ 0,6 23 + 0,6

Les valeurs présentées pour les [1-"*C]-C12:0, -C14 :0 et C16:0 sont présentées a titre de
comparaison, et son issues d’expériences réalisées antérieurement



fixées dans du PBS additionné de 4% de paraformaldéhyde. Les cellules sont de nouveau
rincées au PBS froid puis perméabilisées et saturées aspécifiquement au PBS a 1% de BSA et
0,2% de Triton 100X. Les cellules sont lavées rapidement 3 fois par du PBS a 1% de BSA et
incubées avec 1’anticorps primaire (anti-ghréline (totale) ou anti-GOAT). Les cellules sont
rincées puis incubées avec I’anticorps secondaire couplé a I’ Alexa Fluor® 488 (fluorochrome
vert) dilué au 1/1000 dans du PBS a 1% de BSA et 0,2% de Triton 100X puis rincées de
nouveau. La lamelle de verre sur laquelle se trouvent les cellules est rincée, séchée, déposée
sur une lame de verre dans une goutte de solution de montage DABCO (DABCO 22,3% (m/v)
et glycérol 10% (v/v) dans du PBS, pH 8.6), lutée au vernis incolore et conservée a -4°C.
L’observation des lames est réalisée avec un microscope a épifluorescence DMRXA (Leica,
Wetzlard, Allemagne) a 1’aide d’un objectif a immersion (x100) et photographiée avec une
camera CCD (Plate-forme microscopie MRic-ALMF, Rennes, France). Le logiciel utilisé

pour I’analyse des images est Metavue (Molecular Devices, Silicon Valley USA).

C.2. Résultats

C.2.1. Métabolisme duC8:0 dans les cellules d’estomac, comparé au

métabolisme du C8:0 dans les hépatocytes

e Métabolisme du C8:0 dans les hépatocytes

L’incubation d’hépatocytes avec des complexes albuminiques de [1-'*C]-C8:0, en
comparaison complexes albuminiques de [1-'*C]-C14:0 pendant 540 min (Figure 26.A.),
entraine une diminution de 20% de la radioactivité initiale (Rad;) dans le milieu de culture,
contre une baisse de 60% Rad; pour le milieu contenant de le C14:0. La mesure de la
radioactivité dans les lipides totaux (LT) extraits du milieu de culture [1—14C]—C8:0 montre
une forte diminution avec le temps (Figure 26.B) : aprés 120 min d’incubation, seulement
50% Rad; mesurée dans le milieu est sous forme de lipides et cette valeur chute a 1% Rad;
apres 700 min. Dans les hépatocytes incubées 540 min avec du [1-'*C]-C8:0 (Figure 26.A),
3% Rad; est mesurée dans le lysat cellulaire, contre 20% dans les cellules incubées avec le [1-
C]-C14:0. Apres extraction des LT dans les hépatocytes incubés avec le C8:0 (Figure
26.C), la radioactivité mesurée est équivalente a 2% Rad; et 0,5% Rad; dans les acides gras,

sous forme d’esters naphthacyliques (Rioux et al., 1999). La mesure du '‘CO, et des '*C-

137



40 D 0 uM
[l 150 um
B 300 uM
30+
Q
= I
‘@
) T
-
'D. 20- L
Eﬂ -
.1
o3
=
104
OIE. |‘II:|l H|T|I | ﬂﬁl | | HII | H”I ’-‘”jl
S 0 ® O O S O A b6 5
0\9 Q{L (}b‘ (}% G}Q (51, Q;}Q q;,}{‘ q;,}"i‘ G?‘Q IL%«
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métabolites acido-solubles (corps cétoniques et intermédiaires du cycle de Krebs) formés
pendant I’incubation d’hépatocytes avec des complexes albuminiques de [1-"*C]-C8:0 (100
uM final) (Tableau 14) confirme qu’environ 50% du [1-"*C]-C8:0 initial est B-oxydé, apres
4h.

Des expérimentations d’incubation des hépatocytes avec des acides gras marqués au
carbone 13 ont été réalisées, apreés mise au point d’un protocole d’extraction adapté aux
AGCM. Les cellules ont été incubées pendant 12 h avec un milieu contenant de la BSA
standard ou des complexes albuminiques de [1—13C]—C8:0, [1—13C]—C12:0, [1—13C]—C14:0 et [1-
BC1-C16:0. Ces expérimentations ont permis de constater la présence de C8:0 (non marqué au
carbone 13) dans tous les milieux, y compris le milieu témoin contenant uniquement la BSA,
faussant la qualité du témoin négatif (résultats non inclus). Apres vérification, il est apparu
que la BSA standard (Fraction V), classiquement utilisée, contient une quantité encore tres
importante d’acide octanoique non estérifié. Le choix a donc été fait d’utiliser de la BSA
délipidée (Merck Millipore), de meilleure qualité, qui contient également du C8:0, mais en
quantité moindre par rapport a la BSA standard. Les 1°" tests d’incubation des hépatocytes
avec un milieu contenant de la BSA délipidée et du C8:0 (0, 150 et 300 uM) pendant 4 h suivi
de I’analyse de la composition en acides gras (Figure 27) montrent une augmentation de la
masse (en mg/g de protéine) de différents acides gras (C14:0, C16:0, C16:1 n-9, C18:0 et
aussi C18:2 n-6), lorsque le C8:0 augmente dans le milieu. L’utilisation du C8:0 dans le
milieu est quasi-totale (donnée non incluses), mais il n’y a pas de C8:0 mesuré dans les

cellules (ce qui suggere une B-oxydation intense).

e Métabolisme du C8:0 dans la muqueuse gastrique

L’étude du métabolisme du C8:0 dans les cellules gastriques nécessitait la mise en place
d’un mode¢le d’étude adapté, permettant de mesurer le captage, la B-oxydation et le stockage
de cet acide gras. La culture primaire des cellules d’estomac de ratons a donc été mise en
place, mais le protocole initial ne permettait pas I’obtention d’un nombre suffisant de cellules.
De plus, ce protocole ne permettait pas de favoriser le développement des cellules de la
muqueuse. De nombreuses adaptations méthodologiques ont donc été réalisées (cf. section

matériels et méthodes). Apres ces mises au point, I’incubation des cellules gastriques avec des
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Figure 28. Mesures de la radioactivité dans les milieux de culture et les lysats
cellulaires de cellules gastriques aprés incubation avec des complexes
albuminiques de [1-*C]-C8:0 (32 100 uM, BSA délipidée)

A) Radioactivité (exprimée en % de la radioactivité totale) mesurée dans le
milieu [1-**C]-C8:0 apreés incubation avec les cellules gastriques, avant et aprés
extraction des lipides totaux ; B) radioactivité mesurée dans le lysat cellulaire
des cellules gastriques incubées avec le milieu [1-'*C]-C8:0, avant et apres
extraction des lipides totaux et des esters naphthacyliques.



complexes albuminiques de [1-'*C]-C8:0 (BSA délipidée, 100 pM) montre une faible baisse
de la radioactivité dans le milieu équivalente a 10% Rad; au bout de 4 h et 15% Rad; apres 8 h
(Figure 28.A). Presque toute la radioactivité présente dans le milieu se trouve dans les lipides.
Apres 8 h d’incubation, seulement 1% de la radioactivité est retrouvée dans le lysat cellulaire
dont environ 0,5% dans les lipides totaux et 0,3% dans les esters naphthacyliques d’acides
gras (Figure 28.B). Ce résultat montre donc un tres faible captage du C8:0 par les cellules

d’estomac en culture.

Supposant que le faible captage de I’acide octanoique pouvait étre lié au modele d’étude,
trop €éloigné de la structure de la muqueuse gastrique, des expériences d’incubation d’acides
gras ont été réalisées avec des explants d’estomac de rat. Quel que soit I’age des rats (8, 15,
21 jours ou 2 mois), le temps d’incubation (0 a 10 h), la concentration en complexe
albuminique de C8:0 dans le milieu (0, 100, 150, 250, 300 et 500 uM), I’incubation
d’explants de fundus, de corpus et d’antrum avec du C8:0 (radiomarqué ou non) n’a pas
permis 1’incorporation du C8:0 ou une diminution significative de cet acide gras dans le
milieu de culture (données non incluses). 1l n’y a pas non plus eu d’effet sur la composition

des autres acides gras dans les explants.

C.2.2. Utilisation du C8:0 pour l'acylation de la ghréline dans les cellules

d’estomac en culture primaire

La technique de click chemistry permet de marquer une protéine acylable avec un acide
gras portant une fonction w-alcyne, puis de marquer cette fonction (dans notre cas avec de
I’azido-biotine) (Figure 24), pour la détecter en Western blot avec un anticorps dirigé contre
la biotine. Cette technique a permis de mettre en évidence des protéines palmitoylées (Yap et
al., 2010) et myristoylées (Colquhoun et al., 2015). Les alcyne-C14:0 et -C16:0 sont
disponibles commercialement (Thermo Fischer, Click-iT®), contrairement a 1’alcyne-C8:0

qui a donc da étre synthétisé au laboratoire.

L’étude de I’octanoylation de la ghréline par I’alcyne-C8:0 a présenté plusieurs difficultés.
Tout d’abord, le nombre de cellules gastriques obtenues et, par conséquent, la quantité de
protéines étaient initialement trop faible pour la détection de protéines acylées faiblement

exprimées dans les cellules (ce qui est le cas de la ghréline, chez des ratons (§3.2.2.3.). Le
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Figure 29. Détection de protéines octanoylées dans les cellules d’estomac de
ratons en culture primaire, par la technique de click chemistry (en

comparaison avec les cellules Hela)

A) Détection de protéines octanoylées, myristoylées et palmitoylées dans les cellules Hela ;
B) détection de protéines octanoylées dans les cellules estomac de ratons.



protocole de culture primaire des cellules d’estomac de ratons a donc di étre modifié.
Deuxiemement, la ghréline étant un peptide de faible poids moléculaire (3,3 kDa), il a fallu
adapter le protocole d’électrophorese et de transfert des protéines. Les gels classiquement
utilisés pour les protéines avec un poids moléculaire plus élevé (gel de concentration a 3,5%
d’acrylamide accolés a un gel de séparation a 10% d’acrylamide) ont été remplacés par des
gels Tris-Tricine (Biorad) qui permettent des séparer les peptides. Le voltage et le temps de
transfert par électrotransfert semi-sec (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) ont été
adaptés. A ces difficultés, s’ajoutent celles liées aux propriétés physico-chimiques de
I’alcyne-C8:0, qui, comme le C8:0, est relativement volatile. L’étape de saponification en

présence de NaOH suivie de I’évaporation sous flux d’azote a donc été supprimée.

Une fois les difficultés contournées, le marquage des protéines acylées a été réalisé dans
des cellules HeLa (cellules cancéreuses du col de I'utérus), en tant que controle, et dans les
cellules d’estomac en culture primaire (Figure 29). Les cellules HelLa ont été incubées avec
des milieux sans alcyne ou contenant des complexes albuminiques d’alcyne-C8:0, -C14:0 ou -
C16:0, saponifiés ou non (Figure 29.A). Les bandes présentes dans le témoin négatif
correspondent a des protéines naturellement biotinylées, détectées par la NeutrAvidine-HRP.
Les mémes bandes sont observées pour les cellules incubées dans les alcyne-C8:0 et I’alcyne-
C16:0, ne révélant pas de protéines acylées par ces deux acides gras dans les cellules HeLa.
En revanche, pour les cellules HeLa incubées avec 1’alcyne-C14:0, de nombreuses bandes
potentiellement dues a la présence de protéines myristoylées sont observées. L’utilisation
d’alcynes non saponifiés pour la complexation avec la BSA ne semble pas modifier les
résultats de la click chemistry. L’incubation de milieux contenant des complexes
albuminiques d’alcyne-C8:0 (non saponifiés) dans les cellules d’estomac de ratons (Figure
29.B) révele deux bandes de plus que dans le témoin négatif, a environ 13 et 50 kDa, ce qui
correspond au poids moléculaire de la proghréline octanoylée libre dans le cytosol et
potentiellement au poids de la proghréline ou de la ghréline toujours liée a la GOAT (45 kDa).
La présence de protéines octanoylées a également été recherchée dans les milieux de culture
des cellules d’estomac, la ghréline pouvant étre sécrétée, mais aucun signal n’a été détecté

(résultats non inclus).
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C.3. Discussion

L’étude de I’utilisation cellulaire du C8:0 dans le foie, déja largement décrite dans la
littérature, a été réalisée ici afin d’étre comparée au métabolisme du C8:0 dans les cellules
gastriques. En accord avec d’autres études (Christensen et al., 1989; Ferré et al., 1983; Guillot
et al.,, 1997; Pégorier et al., 1989), on observe que le C8:0 est rapidement capté par les
hépatocytes, catabolisé par B-oxydation (50% du C8:0 initiale apres 4 h ; Tableau 14) et est
trés faiblement incorporé dans les lipides cellulaires (Figure 26.C). Le '*CO2 et les ''C-
métabolites acido-solubles formés par la B-oxydation diffusent librement a travers la
membrane des cellules et sont retrouvés dans les cellules, mais également dans le milieu ; ce
qui explique la faible baisse de radioactivité dans le milieu de culture (Figure 26.A et B). Les
premieres expériences d’incubations des hépatocytes avec des complexes albuminiques de
C8:0 (0, 150 et 300 uM), en utilisant de la BSA délipidée (Figure 27), montrent une
augmentation de la masse de certains acides gras (C14:0, C16:0, C16:1 n-9, C18:0), sans
augmentation de la masse de C8:0. Un tel effet de 1’acide octanoique s’oppose a celui observé
dans certaines études, réalisées avec des doses tres élevées de C8:0 et C10:0 (1 a 1,2 mM)
(Sato et al., 2005; Tachibana et al., 2005), mais a été observé dans des hépatocytes de poulet
en culture primaire avec des doses de C8:0 plus modérées (Guillot et al., 1997). Le C8:0
pourrait stimuler la syntheése de novo (C16:0), I’allongement (C8:0—C14:0, C16:0—C18:0)
et la désaturation (C16:0—C16:1, C18:0—C18:1) des acides gras. Ces résultats sont en
accord avec I’effet de 1’acide octanoique dans le foie présenté dans la partie A.2.3.2., mais
doivent étre confirmés par d’autres expérimentations. En effet, le milieu contr6le contient une
quantité trop faible d’acides gras (BSA délipidée et pas de compensation par d’autres acides
gras) et les milieux contenant les complexes albuminiques de C8:0 (a 150 et 300 uM)
contiennent de 1’éthanol qui a pu &étre métabolisé par les hépatocytes et qui pourrait étre
responsable des effets observés (éthanol/milieu aqueux égal a 1:5000 et 1:2500 (v/v),

respectivement pour les milieux a 150 et 300 uM C8:0).

Le métabolisme de 1’acide octanoique dans 1’estomac n’a, a notre connaissance, pas été
étudié in vitro, dans des cellules gastriques. L’objectif était ici de compléter les
expérimentations in vivo présentées dans les parties A et B, et comparer le captage, la -
oxydation, la mise en réserve du C8:0 dans les triglycérides dans 1’estomac et dans le foie,
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pour comprendre s’il existe un mécanisme de préservation de cet acide gras pour assurer sa
disponibilité pour I’octanoylation de la ghréline. Deux modeles d’études ont été mis en place :
la culture de cellules gastrique de raton (8 jours) en culture primaire et les explants de fundus,
corpus et antrum de raton. Le captage du C8:0 est faible (15 % de la radioactivité totale apres
8 h) dans les cellules gastrique en culture primaire, et nul dans les explants, comme le montre
les incubations avec des milieux contenant des complexes albuminiques de [1-'*C]-C8:0
(Figure 28). La B-oxydation semble également étre plus faible dans 1’estomac, comparé au
foie, la totalité de la radioactivité présente dans le milieu étant présente dans les lipides totaux.
La quantification de la B-oxydation doit étre faite par mesure du '*CO, et des '*C-métabolites
acido-solubles formés pendant 1’incubation des cellules gastriques avec du [1-"*C]-C8:0, pour
pouvoir €tre comparé aux résultats dans le foie (Tableau 14). L’acide octanoique est mesuré
dans les cellules gastriques et dans les explants, apres incubation avec des milieux contenant
des complexes albuminiques de [1-">C]-C8:0 ou de C8:0 non marqué en petite quantité, mais
n’augmente pas lorsque la concentration en C8:0 augmente dans le milieu et la quantité
d’acide octanoique dans le milieu baisse tres peu incubation. Il n’y a pas non plus d’effet de
I’incubation des cellules avec le C8:0 sur les masses des autres acides gras présents dans les
cellules. Les modeles in vitro ne permettent pas de reproduire 1I’absorption gastrique du C8:0

mise en évidence in vivo chez les rats ou ratons nourris avec la Tri-C8:0.

L’alcyne-C8:0 et la technique de click chemistry ont été utilisés dans une étude in tubo,
pour la mise au point d’un essai de mesure de 1’activité GOAT (Garner et al., 2010), mais pas
en modele ex vivo (culture primaire). L’incubation d’acide octanoique portant la fonction -
alcyne dans les cellules d’estomac de ratons (Figure 29.B) permet la détection de deux
bandes qui pourraient correspondre la proghréline octanoylée libre ou 1ié a la GOAT, qui
catalyse I’acylation de la proghréline. Il n’y a pas de bande au poids attendu de la ghréline
octanoylée (3,3 kDa) dans les cellules ou le milieu de culture, ce qui peut étre di au fait que la
quantité de ghréline est inférieure a la limite de détection de la technique. Les cellules HelLa
ne synthétisent pas de ghréline octanoylée et par conséquent, 1’absence de bandes
supplémentaires par rapport au controle (Figure 29.A) confirme la spécificité des bandes
obtenues apres incubation d’alcyne-C8:0 dans les cellules gastriques. Une confirmation par

LC-MS-MS sera nécessaire par la suite, pour valider ces résultats.
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Conclusion de la partie C

Les outils méthodologiques (culture de cellules d’estomac de ratons, click chemistry,
analyses des AGCM) mis en place pendant ce doctorat devraient nous permettre d’étudier le
métabolisme des AGCM dans les cellules épithéliales gastriques (captage, B-oxydation). De
plus, la méthodologie de click chemistry est au point pour la détection de protéines
octanoylées dans des cultures cellulaires, autres que les cellules d’estomac. Certaines études
suggerent en effet I’existence potentielle d’autres substrats protéiques de la GOAT (Albarran-
Zeckler et al., 2011), d’autres études supportent 1’idée contraire (Ohgusu et al., 2009; Yang et

al., 2008b). Les perspectives sont présentées dans la discussion générale de ce travail.
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Partie D

D. Mise en place de I’étude de la ghréline O-

acyltransférase de rat (rGOAT): résultats préliminaires
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Parmi les objectifs initiaux de mon doctorat figurait une étude moléculaire ciblée de
I’utilisation du C8:0 par la ghréline O-acyltransférase (GOAT) pour I’octanoylation de la
proghréline. Cette étude nécessitait la mise en place d’outils nouveaux au laboratoire, pour
quantifier I’expression de la GOAT de rat (protéine native ou recombinante) et surtout pour
mesurer son activité, avant d’envisager une analyse plus approfondie de ses régulations. La
mise en place de ces différents outils a commencé des le début de mon doctorat, mais a
rencontré a chaque étape des difficultés méthodologiques qu’il a fallu contourner (faible
spécificité des anticorps anti-GOAT commerciaux et difficultés pour faire migrer cette
protéine dans les gels SDS-Page d’ou la complexité de 1’étude de I’enzyme native, difficultés
de clonage et d’expression de la protéine GOAT recombinante). Ne sont donc présentés ici
que les adaptations progressives des méthodologies mises en place pour contourner les
difficultés, et des résultats préliminaires, qui devraient permettre par la suite une étude plus

complete de cette enzyme, d’ailleurs détaillée dans les perspectives de ce travail.

D.2. Matériels et méthodes

D.2.1. Constructions plasmidiques
D.2.1.1. Clonage des ADN codant pour la GOAT, la préproghréline (PPG) et la
ghréline de rat dans des plasmides d’expression
La séquence d’ ADN codant pour la GOAT de rat (Figure 30) est connue et décrite dans la
banque de données NCBI (NM_001107317.2, chromosome 16). Cette séquence a été clonée
dans un plasmide d'intérét pour permettre son expression dans un modele cellulaire eucaryote.
Des amorces ont été¢ dessinées afin d'amplifier la séquence codante par PCR a partir d’une
banque d’ADNc de rat. L’amorce sens (5’-aagcttgaattcatggattggctccagtic-3’) possede 2 sites
de restriction successifs HindIII (souligné) et EcoRI (en italique) juste avant le codon de
début de transcription (en gras). L’amorce anti-sens (5’-tctagagcggccgcteagttacacttgtgttttcte-
3’) contient également 2 sites de restriction successifs Xbal (souligné) et Notl (en italique)
avant le codon de fin de transcription (en gras). L’amplification par PCR a permis d’obtenir
une bande d’environ 1300 pb (paires de bases) correspondant a la taille décrite de 1308 pb. Le
produit de PCR a d’abord été inséré dans un 1° plasmide, le pGEM-Teasy, puis sous-cloné

dans le plasmide pcDNA3 adapté a I’expression en cellules de mammiferes, en profitant des
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Figure 30. Séquences d’ADN codant pour la ghréline O-acyltransférase
(NM_001107317.2) et la préproghréline (NM_021669) de rat obtenues dans la
banque de données NCBI

Les codons de début et fin de transcription sont en rouge. Dans la séquence de la

préproghréline, la zone codant pour le peptide signal (69 bases soit 23 acides aminés) est en

orange et la zone codant pour la ghréline (84 bases soit 28 acides aminés) est en bleu. Les

zones soulignées correspondent aux amorces de clonage.



sites de restriction EcoRI et Notl. Ce plasmide a été appelé pcDNA3/rGOAT (Figure 31) et la

qualité de la construction a été vérifiée par séquencage total.

De maniere similaire, avec un objectif initial de co-expression avec la rGOAT, la
séquence d’ADN codant pour la préproghréline (PPG) de rat (Figure 30), disponible dans la
banque de données NCBI (NM_021669, chromosome 4), a été clonée. Les amorces sens (5’-
atctgtcctcaccaccaagg-3’) et anti-sens (5’-caggagagtcgtgggagttg-3’) ont permis 1’amplification
par PCR d’une bande d’environ 345 pb correspondant a la taille attendue qui a été insérée
dans le plasmide pcDNA3.1/V5/His/Topo. Cette construction vérifiée par séquencage a été

appelée pcDNA3.1/rPPG.

Enfin, a partir de ce plasmide pcDNA3.1/rPPG, de nouvelles amorces ont été dessinées
pour amplifier spécifiquement et uniquement la séquence d’ADN correspondant a la ghréline
de rat (Figure 30). Les amorces sens (5’- atgggttccagcttcctga-3’) et anti-sens (5°-
ttccagagcttatcgtggetg-3’) ajoutent un codon de début de transcription sur I’extrémité 5’ et un
codon de fin de transcription sur I’extrémité 3’ (en gras). Elles ont permis I’amplification par
PCR d’une bande d’environ 90 pb correspondant a la taille attendue du fragment spécifique
de la ghréline, qui a été clonée dans le plasmide pcDNA3.1/V5/His/Topo. La construction

(pcDNA3.1/Ghr) a également été vérifiée par séquencage.

D.2.1.2. Obtention des plasmides en grande quantité

Apres des étapes classiques de ligation, les différents plasmides sont amplifiés par
transformation de bactéries compétentes (NEB TurboCompetent E. Coli, New England
Biolabs). La préparation des plasmides en tres grande quantité est effectuée grace au QIAfilter
Plasmid Mega Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). La concentration de I’ADN plasmidique
extrait est déterminée par spectrophotométrie (1 unité de DO a 260 nm correspond a 50

png/mL d’ADN) et la pureté de I’ADN est évaluée avec le ratio DO26p nm/DO280 nm-
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Figure 31. Clonage de la séquence d’ADN codant pour la GOAT de rat dans le
plasmide pcDNA3.

L'ADNc de la GOAT de rat est amplifié par PCR en utilisant des amorces contenant
respectivement les codons de début et fin de transcription, ainsi que des sites de restriction
EcoRl et Notl. L'ADNc est inséré dans le plasmide apres digestion par ces 2 enzymes.



D.2.2. Expression des protéines recombinantes d’intérét dans des cellules

eucaryotes de mammiféres

D.2.2.1. Culture de lignées cellulaires

Les cellules COS-7 (cellules de rein de singe vert) sont classiquement utilisées au
laboratoire comme modele eucaryote de surexpression. D’autres lignées cellulaires, HelLa
(cellules du col de 1'utérus humain), CHO (cellules ovariennes de hamster), Caco2 (cellules

épithéliales colorectales humaines) ont également parfois été utilisées lors de cette étude.

La culture des cellules COS-7 est réalisée dans des flasques de 175 cm’ et dans un
incubateur humidifi¢ a 37°C en présence de 5% de CO,. Le milieu de culture utilisé est
composé de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich), de 10% de SVF
(Sérum Veau Feetal), 50 U/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 10 pg/mL de
gentamycine. Lorsque les cellules sont a 70% de confluence, le milieu de culture est éliminé
puis le tapis cellulaire est rincé par du PBS (Phosphate Buffer Saline ; NaH,PO4 4 mM,
Na,HPO4 0,94 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) et décollé grace a I’action d’une solution de
trypsine-EDTA (Eurobio) pendant 2 min a 37°C. L’ajout d¢ DMEM contenant du SVF
permet d’arréter I’action de la trypsine. Apres une centrifugation de 5 min a 200 g, le culot
cellulaire est suspendu dans du DMEM complet et les cellules sont soit redistribuées dans de
nouvelles flasques pour amplifier la culture, soit lavées dans du DMEM sans SVF si elles sont
destinées a étre électroporées, soit encore ensemencées dans des boites de Pétri de 100 mm

pour une transfection le lendemain par des réactifs commerciaux.

D.2.2.2. Transfection transitoire par électroporation ou par des agents commerciaux

La transfection par électroporation est réalisée sur 800 uL de suspension cellulaire (10°
cellules) a laquelle est ajouté le plasmide d’intérét (20 a 50 pg pour le plasmide
pcDNA3/rGOAT). Le mélange est transféré dans une cuve d’électroporation de 4 mm
(CellProjects, Harrietsham, UK) pour subir un choc électrique appliqué par un électroporateur
Gene Pulser Xcell (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) avec dans les conditions classiques
un voltage de 250 V et une capacitance de 1500 uF. Le contenu d’une cuve est ensuite

immédiatement ensemencé dans une boite de culture de 100 mm de diametre contenant du
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DMEM complet. Quatre heures apres transfection, le milieu est systématiquement renouvelé

afin d’éliminer les cellules mortes.

Le jour précédent la transfection par des réactifs commerciaux, les cellules COS-7 sont
trypsinées puis ensemencées dans des boites de Pétri de 100 mm diametre, 2 hauteur de 10°
cellules/boite dans 10 mL de DMEM complet. Les cellules sont incubées pendant 24 h a 37°C
et en présence de 5% CO,. Deux réactifs commerciaux de transfection ont ensuite été utilisés :
le réactif Polyfect, selon les recommandations du fabriquant Qiagen et le réactif FuGene HD

selon les recommandations de Promega.

D.2.3. Expression des protéines recombinantes d’intérét dans des cellules

eucaryotes d’insectes

D.2.3.1. Culture des cellules Sf9

Les cellules Sf9 (Invitrogen) sont des cellules ovariennes provenant de Spodoptera
Frugiperda. Elles sont cultivées a 28°C en cellules adhérentes dans le milieu Sf900 II SFM
(Gibco BRL) additionné de sérum de veau feetal (10% v/v), 50 Ul/mL de pénicilline, 50
pg/mL de streptomycine et 10 pg/mL de gentamycine. Les cellules sont décollées

régulierement par simple agitation et grattage pour €tre ensuite réensemencées et amplifiées.

D.2.3.2. Constructions des bacmides

Le kit « Bac-to-Bac baculovirus expression system » (Invitrogen) a été utilis€ pour
construire les bacmides recombinants et infecter progressivement les cellules Sf9 (Figure 32).
Les étapes importantes sont (1) le transfert de I'insert rGOAT (construction commerciale
pCMV6/rGOAT-myc-DDK d’Origene Technologies) vers le plasmide pFastBac qui contient
des sites de restriction entourés de séquences virales encadrant le promoteur fort de la
polyhédrine (qui permettra I’expression dans les cellules Sf9, la polyhédrose étant une
maladie des insectes véhiculées par un baculovirus), (2) la transformation par ce plasmide
pFastBac/rGOAT-myc-DDK de bactéries E. Coli compétentes DH10Bac qui contiennent déja
le bacmide vide (bMON14272, 136 kb) ainsi qu’un plasmide « helper » qui code pour une
transposase qui va permettre une recombinaison par transposition du fragment [promoteur

polyhédrine-rGOAT-myc-DDK] depuis le pFastBac vers le bacmide, (3) la vérification de la
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réussite de cette recombinaison homologue par PCR, (4) la production du bacmide
recombinant Bac/rGOAT-myc-DDK en grande quantité¢, (5) la transfection initiale des
cellules Sf9 par le bacmide recombinant avec 1’agent Cellfectin II pour obtenir un 1% stock de
particules virales (P1) suivi de la titration de ces particules virales par comptage visuel des
plages de lyse, (5) la réinfection progressive (par cycle) des cellules Sf9 pour enrichir la
production de virus (obtention d’un 2™ et d’un 3™ stock, P2 et P3), eux-aussi titrés, (6)
I’infection en masse finale des cellules Sf9 par un nombre connu de particules virales pour
produire la protéine recombinante d’intérét. Pour toutes ces différentes étapes, un baculovirus

contrdle (sans insert = vide) a également été construit en parallele.

D.2.4. Collecte des cellules et analyse des protéines par Western blot

Les cellules utilisées pour I’expression de la protéine rGOAT (cellules de mammiferes ou
cellules d’insectes) sont collectées dans leur milieu puis centrifugées (5 min, 500 g, 4°C). Le
culot cellulaire est repris dans 200 uL de PBS et les cellules sont lysées par sonication aux
ultrasons. Les concentrations protéiques des échantillons sont évaluées par la méthode de
Bradford. Les protéines des lysats cellulaires sont séparées selon leur poids moléculaire (PM)
par électrophorese de type SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis). Les échantillons protéiques sont solubilisés dans du tampon Laemmli
(glycérol 40%, B-mercaptoéthanol 20%, SDS 8%, bleu de bromophénol 0,02%, Tris/HCI 0,25
M, pH 6,8), dénaturés pendant 10 min a 70°C puis déposés dans un gel de concentration a
3,5% d’acrylamide, accolé a un gel de séparation a 10% d’acrylamide. Un marqueur de PM
(Kaléidoscope, Biorad) est déposé€. La migration s’effectue a 80 V pendant environ 3 h, dans
un tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3) avec le systeme
Mini Protean II (Biorad). Aprés migration, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose Hybond-C Extra (GE Healthcare) par un électrotransfert semi-sec (Trans-Blot
SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) pendant 30 min a 25 Volt, dans un tampon de transfert
(glycine 39 mM, SDS 1,3 mM, Tris 48 mM, méthanol 20%, pH 8,4). La membrane est
ensuite saturée en protéines pendant 1h30 a température ambiante, sous agitation dans un
tampon de saturation TBS-Tween (Tris Buffer Salt, Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
0,05%) a 10% de lait écrémé, puis incubée successivement avec 1’anticorps primaire et

secondaire ad hoc (détails des conditions d’incubation pour chaque anticorps utilisé dans le
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Tableau 15. Conditions

d’incubation des

anticorps

utilisés

I’immunodétection des protéines par western blot (TBS-T : Tris Buffer

Saline-Tween 0,5 %)

Anticorps I""

Distributeur

Conditions d’incubation

Ialre

Anticorps I

Rabbit anti-rat MBOAT4
(L15)

Santa Cruz
(sc-139395)

1/500°™
TBS-T-Lait écrémé 5%

Anti-IgG lapin

Rabbit anti-MBOAT4 Sigma 1/200°™ Anti-IgG lapin
SAB1301282 TBS-T-Lait écrémé 5%

Monoclonal anti-Flag M2 | Sigma 1/500°™ Anti-IgG souris
F3165 TBS-T-Lait écrémé 5%

Tableau 16. Conditions d’incubation pour la mesure de P’activité de la
GOAT recombinante de rat.

Témoin sans peptide Témoin avec peptide Essais
non octanoylable
Microsomes (50 ug 10 uL 10 uL 10 uL
de protéines)
C16-CoA 5 mM 2uL 2uL 2 uL
Tampon Hepes 50 86 uL 84 uL 84 uL
mM
Peptide 5 mM OuL 2 uL. GSAFL-NH, 2 uL. GSSFL-NH,
1“C-C8:0-CoA 5 2 uL (début de la 2 uL (début de la 2 uL (début de la
mM réaction) réaction) réaction)
Volume total 100 uLL 100 uLL 100 uLL

pour




Tableau 15). Entre chaque bain d’anticorps, la membrane est rincée 3 fois au TBS-Tween
pendant 10 min. L’anticorps secondaire étant couplé a la Horseradish Peroxydase (HRP), la
détection des protéines d’intérét s’effectue en visualisant 1’activité peroxydase grice aux
réactifs Immobilon (Millipore, Molsheim, France) sur des films photographiques sensibles a
la chemiluminescence (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Orsay, France). Le film est
ensuite développé a 1’obscurité par des bains successifs de solution de révélation et de

fixation.

D.2.5. Mesure de l’activité de la GOAT de rat

Les cellules utilisées pour I’expression de la protéine rtGOAT recombinante (cellules de
mammiferes ou cellules d’insectes) sont collectées dans leur milieu puis centrifugées (5 min,
500 g, 4°C). Le culot cellulaire est repris dans 10 mL de tampon de lyse (50 mM Tris-HCI pH
7,0, 150 mM NaCl, 1 mM NaEDTA, 1 mM DTT) et les cellules sont lysées par 20 allers-
retours au potter. Une 2°™ centrifugation (5 min, 3000 g, 4°C) permet d’éliminer les
mitochondries. Le surnageant post-mitochondrial est récupéré et centrifugé a nouveau a haute
vitesse (1 h, 100 000 g, 4°C) pour isoler les microsomes. Ceux-ci sont resuspendus dans 200
uL d’HEPES a 50 mM pH 7,0 par plusieurs passages dans une seringue. Les protéines sont

dosées par la méthode de Bradford.

La mesure d’activité de la GOAT de rat est réalisée a 37°C dans un volume total de 100
uL, dans des tubes en verre sous agitation. Les conditions classiques d’incubation sont les
suivantes : 50 ug de protéines microsomales (10 uL) et 2 uL de palmitoyl-CoA a 5 mM (pour
préserver la dégradation rapide de I’octanoyl-CoA substrat) dilu€s dans du tampon HEPES 50
mM pH 7,0 (Tableau 16). Les 2 co-substrats de la GOAT sont ensuite ajoutés : 2 uL du
pentapeptide amidé GSSFL-NH; a 5 mM (remplacé dans les contrdles par du tampon seul ou
par le pentapeptide amidé non octanoylable GSAFL-NH,) puis 2 uL de [1—14C]—octanoy1—C0A
(5 mM dans 1I’éthanol et 10 uCi/umol, Isobio, Belgique) qui permet le début de la réaction.
Apres différents temps d’incubation (entre 5 min et 2 h), la réaction est stoppée par addition
de 100 puL méthanol et 10 pL d’acide trichloroacétique (TCA 100%). Apres agitation, les

protéines sont précipitées pendant 10 min dans la glace et une centrifugation (10 min, 2000

150



bacmide bacmide
vide rGOAT-myc-DDK

MOl 0 10 0 01 1 2 5 10

24 h
55 i
37—
MOl 0 10 0 0,1 1 2 5 10
— "r
[
48 h

55—yl

37 -_-

MOl 0 10 0 0,1 1

P 5 10
”*nu'
A .

72 h

55 —

37 ——

Figure 33. Western blot utilisant un anticorps anti-flag (anti-DDK) pour
mesurer I'expression de la protéine recombinante rGOAT-myc-DDK, apres
infection des cellules Sf9 par différentes concentrations de I'inoculum P3 des
constructions du bacmide rGOAT-myc-DDK et du bacmide vide controdle
(MOI : multiplicity of infection), en fonction du temps (24, 48, 72h).



rpm, 4°C) permet de les éliminer. Le surnageant est alors transféré dans un tube HPLC avant

analyse.

Les échantillons (80 puL) sont injectés et séparés par HPLC (Systeme intégré Alliance
2690, Waters, St-Quentin en Yvelines, France). La séparation est basée sur une
chromatographie de partage entre une colonne de silice greffée apolaire en C18 (Nova-Pak
C18, 4 um, 4,6 mm x 250 mm, Waters) précédée d’une colonne de garde (Nova-Pak C18,
4 um, 3,9 x 20mm, Waters) thermostatées a 30°C. L’éluant (1,2 mL/min) est formé d’un
mélange binaire eau MilliQ/0,05 % Acide TrifluoroAcétique (TFA) et acétonitrile/0,05 %
TFA (Fisher, Elancourt, France). Le gradient optimal (50 min) apres mises au point débute a
100/0 (v/v), évolue a 40/60 (v/v) en 30 min puis a 0/100 en 10 min, se stabilise pendant 5 min
et revient aux conditions initiales en 5 min. Des fractions sont collectées entre 18 et 32 min
par intervalles de 15 s afin de définir un profil radioactif et de déterminer les temps de
rétention du substrat ([1-'*C]-octanoyl-CoA) et du produit ('*C-octanoylpeptide) issus de

I’activité Ghréline O-acyltransférase.

D.3. Résultats

D.3.1. Tentatives multiples d’expression de la GOAT recombinante de rat

dans des cellules eucaryotes de mammiféeres

En utilisant le plasmide initial pcDNA3/rGOAT, de nombreux essais d’expression de la
protéine TGOAT ont été réalisés dans différentes lignées cellulaires : cellules COS-7 (cellules
de rein de singe vert), HeLa (cellules du col de I'utérus humain), CHO (cellules ovariennes de
hamster), Caco2 (cellules épithéliales colorectales humaines). Différentes méthodologies de
transfection ont aussi été utilisées : électroporation, différents agents de transfection
commerciaux. Malgré de nombreux essais faisant varier 'ensemble des parametres (temps
d'incubation apres transfection du plasmide, ratio ADN/agent de transfection), nous n’avons
jamais réussi a mettre en évidence une expression de la protéine recombinante rGOAT par

western blot. Devant cet échec, nous avons fait 3 hypotheses :

1) une erreur possible dans notre clonage initial de I’ADN codant pour la GOAT de rat,
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Figure 34. Représentation schématique des différentes conditions
d’incubation testées pour mesurer in vitro ’activité de la GOAT de rat.



2) I’absence de réelle spécificité des anticorps primaires commerciaux (Santa Cruz et Sigma)
dirigés contre la GOAT de rat, servant a la révélation finale de 1’expression,

3) les cellules eucaryotes de mammiferes ne sont peut-€tre pas « le bon modele » (Bernaudat
et al., 2011) pour exprimer cette protéine transmembranaire tres hydrophobe qui possede

apparemment 11 hélices transmembranaires (Taylor et al., 2013).

Pour répondre rapidement a ces hypotheses, nous avons fait le choix de commander
directement des constructions plasmidiques commerciales (OriGene Technologies) : un
plasmide contenant I'insert GOAT de rat sans épitope (pCMV6/rGOAT) et un plasmide
GOAT de rat avec 2 épitopes protéiques successifs (épitope myc et épitope DDK) facilement
détectables par western blot (pCMV6/rGOAT-myc-DDK). De nouvelles tentatives
d’expression de la protéine rGOAT ont été réalisées en utilisant ces plasmides commerciaux,

conduisant au méme résultat négatif.

D.3.2. Expression de la GOAT recombinante de rat dans des cellules d’insectes

L’expression en cellules de mammiferes n'ayant pas permis d'obtenir la protéine rGOAT
recombinante, la décision a été prise de tenter d’exprimer la GOAT de rat dans des cellules
eucaryotes d'insectes, puisque la bibliographie montre que ce modele a déja été utilisé avec
succes (Darling et al., 2015; Taylor et al., 2013). La culture de cellules d'insectes Sf9 et la
méthodologie moléculaire utilisant un baculovirus recombinant ont donc été mises en place au
laboratoire, apres quelques jours de formation avec le Dr. Stéphane Canaan (Laboratoire
d’Enzymologie Interfaciale et Physiologie de la Lipolyse, UMR 7282 CNRS - Aix-Marseille

Université) que nous remercions vivement.

Les étapes longues et fastidieuses de biologie moléculaire permettant la construction du
baculovirus recombinant contenant I’insert codant pour la rGOAT (nous avons utilisé
seulement la construction rGOAT-myc-DDK commerciale) ainsi que les cycles progressifs
d’infection des cellules Sf9 conduisant a 1’enrichissement en particules virales et permettant
d’obtenir un stock final (P3) caractérisé par son titre viral ne sont pas redétaillés ici (cf.
Matériels et Méthodes). Finalement, I’infection en masse des cellules Sf9 a été réalisée par
différentes concentrations (MOI: multiplicity of infection) du stock viral P3 des baculovirus

rGOAT-myc-DDK et contrle, en fonction du temps (24, 48 et 72 h). La révélation de
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Figure 35. Profils radioactifs obtenus aprés séparation par HPLC des

échantillons issus de différentes conditions d’incubations (Un témoin incubé sans
peptide substrat, un témoin incubé avec un peptide muté pour la sérine potentiellement
octanoylable, un témoin sans enzyme et finalement un essai) permettant la mesure de
I'activité de la GOAT-myc-DDK de rat exprimée dans des cellules d’insectes. Le comptage
radioactif des collectes (fractions de 15 s) est réalisé en sortie de colonne.



I’expression protéique (lysat cellulaire total) par western blot anti-flag (anti-DDK) montre la
présence reproductible et spécifique d’une bande détectée a 40-50 kDa dans les cellules
infectées par un MOI supérieur a 1 apres 48 h d’infection (Figure 33). La taille de cette bande

correspond a la taille prédite (50 kDa) de la GOAT de rat qui contient 434 acides aminés.

D.3.3. Mesure in vitro de I’activité de la GOAT recombinante de rat

En utilisant désormais 1’expression en cellules d’insectes, nous avons pu débuter les 1
essais de mesure de l'activité de la GOAT recombinante de rat. Nous avons ici adapté une
méthodologie classiquement utilisée au laboratoire pour mesurer in vitro 1’activité des
myristoyl-CoA : protéines N-myristoyltransférases (NMT) (Rioux et al., 2006). L’objectif est
d’apporter a I’enzyme (fraction microsomale des cellules d’insectes) ses deux co-substrats, le
[1—14C]—0ctan0y1—CoA et un peptide mimant la séquence N-terminale de la proghréline
(GSSFL) pour quantifier la formation du [1—14C]—0ctanoy1—peptide en utilisant le traceur "C,
en fonction du temps (Figure 34). Les différentes molécules issues de I’incubation sont

séparées par HPLC, collectées et leur radioactivité est finalement déterminée.

Apres de nombreuses mises au point sur les conditions d’incubation puis de séparation par
HPLC, la Figure 35 montre les différents profils de radioactivité obtenus en fonction du type
d’échantillon : un témoin incubé sans peptide substrat, un t€émoin incubé avec un peptide muté
pour la sérine donc « non-octanoylable », un témoin sans enzyme et finalement un essai. Deux
pics importants de radioactivité sont détectés dans tous les échantillons : ils correspondent au
substrat [1—14C]—octanoy1—C0A (temps de rétention = 25,5 min) et a I’acide [1—14C]—octanoique
(temps de rétention = 31 min), ce qui confirme que 1’octanoyl-CoA substrat, décrit comme
peu stable, est partiellement dégradé au cours de I’expérimentation. Un pic supplémentaire
spécifique et reproductible de radioactivité (temps de rétention = 23 min) est détecté
seulement dans I’échantillon «essai » (Figure 36), qui rassemble toutes les molécules
susceptibles de conduire a 1’octanoylation du peptide substrat. Nous avons donc suspecté que

ce pic correspondait au [1—14C]—0ctan0y1—peptide formé au cours de I’incubation.

En I’absence de standard permettant d’identifier formellement ce produit de réaction, nous
avons réalisé des incubations identiques utilisant cette fois le substrat octanoyl-CoA froid,

collecté le pic correspondant a 1’octanoyl-peptide suspecté et analysé cette collecte par
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Figure 36. Analyse par nanoLC-ESI-MS du pic correspondant a I'octanoyl-
peptide suspecté.

En I'absence de standard permettant d’identifier formellement le produit de réaction, nous
avons réalisé des incubations identiques a celles réalisées avec le substrat [1-'*C]-octanoyl-
CoA mais utilisant cette fois le substrat octanoyl-CoA froid, collecté le pic correspondant a
I'octanoylpeptide suspecté et analysé cette collecte par chromatographie liquide couplée a

une détection par spectrométrie de masse.



chromatographie liquide couplée a une détection par spectrométrie de masse (nanoLC-ESI-
MS/MS a la plateforme d’analyse protéomique du laboratoire Science et Technologie du Lait
et de I'ceuf, STLO, INRA Rennes). Les résultats de cette analyse sont présentés sur les
Figures 36 et 37. La Figure 36.A montre tout d’abord le profil obtenu en LC-MS du pic
collecté. Dans la fenétre balayée (500-2000 amu), le pic majoritaire détecté (temps de
rétention 21,5 min) posséde un ion [M+H]" de 635,3 amu qui correspond 2 la masse théorique
du pentapeptide GSSFL-NH; octanoylé (Figure 36.B). Dans ce profil se trouvent également
une faible part du peptide GSSFL-NH; non-octanoylé (temps de rétention 14,5 min, ion

[M+H]" de 509,2 amu, Figure 36.C) ainsi que d’autres molécules non identifiées.

Bien que peu propres, les spectres de masse obtenus par fragmentation MS/MS des
peptides de masse [M+H]'=635,3 (Figure 37.A) et [M+H]'=509,2 amu (Figure 37.B)
montrent des ions tres spécifiques conduisant a 1’identification concluante de ces deux
peptides, dont 1’écart de 126,1 amu représente 1’octanoyl. L’ion immonium de la sérine libre
(60,04 amu) est par exemple détecté dans les 2 spectres, mais ce méme ion immonium
correspondant a la sérine octanoylée (186,14 amu) n’est présent que dans le spectre du peptide
majoritaire (Figure 37.A). De maniere identique, les ions de masse 232,09 et 379,16 amu
correspondent respectivement aux ions b des peptides GSS et GSSF (Figure 37.B) et leur
octanoylation augmente leur masse a 358,19 et 505,26 amu (Figure 37.A). Enfin, les ions y
de la leucine libre (131,11 amu) et du peptide FL (278, 18 amu) sont retrouvés de maniere

cohérente dans deux spectres.

Ce résultat démontre donc que le pic surnuméraire collecté a 23 min contient bien
I’octanoyl-peptide produit au cours de la réaction in vitro. La faible présence concomitante du
peptide non octanoylé peut paraitre surprenante puisque son temps de rétention est bien
inférieur, mais nous avons fait 1’hypothese qu’il pouvait provenir d’une dégradation de
I’octanoyl-peptide lors du stockage puis des traitements de 1’échantillon collecté (évaporation,

concentration), avant analyse par LC-MS/MS.
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Figure 37.Spectres de masse obtenus par fragmentation MS/MS des peptides
de masse [M+H]'=635,3 et [M+H]'=509,2 amu.

L'ion immonium de la sérine libre (60,04 amu) est détecté dans les 2 spectres, mais ce méme
ion immonium correspondant a la sérine octanoylée (186,14 amu) n’est présent que dans le
spectre du peptide majoritaire. De maniere identique, les ions de masse 232,09 et 379,16
amu correspondent respectivement aux ions b des peptides GSS et GSSF et leur
octanoylation augmente leur masse a 358,19 et 505,26 amu. Enfin, les ions y de la leucine
libre (131,11 amu) et du peptide FL (278, 18 amu) sont retrouvés de maniere cohérente dans
les 2 spectres.



D.4. Discussion et perspectives

Depuis son identification en 2008 par deux laboratoires indépendants (Gutierrez et al.,
2008; Yang et al., 2008a), la ghréline O-acyltransférase (GOAT), membre de la famille des
membrane-bound O-acyltransférases (MBOAT), est devenue 1’objet de nombreuses
recherches. Son action dans les cellules de I’estomac régule en effet, au moins partiellement,
la concentration plasmatique en ghréline octanoylée qui correspond a la forme active de cette
hormone peptidique. Des méthodologies spécifiquement adaptées a I’étude de cette enzyme
sont progressivement décrites : par exemple, la co-transfection de la préproghréline et de la
GOAT dans des cellules INS-1 incubées avec 1’acide octanoique tritié, suivie d’une
purification et quantification des peptides tritiés ou d’une autoradiographie (Yang et al.,
2008a). En 2012, un volume entier de la revue Methods in Enzymology (volume 514) est
consacré a la ghréline et a la GOAT, montrant le développement de mesures enzymatiques in
vitro et d’outils associés pour la détection de la ghréline octanoylée (anticorps spécifiques de
la forme octanoylée et de la forme non octanoylée). En mettant en présence la ghréline non
octanoylée de rat avec ’octanoyl-CoA et des microsomes de cellules CHO exprimant
stablement la GOAT recombinante de souris, Ohgusu et al. (2012) montrent de maniere
surprenante que I’enzyme a une affinité supérieure pour 1’hexanoyl-CoA que pour I’octanoyl-
CoA. Taylor et al. (2012) décrit également le développement de ces nouveaux modeles
cellulaires in vitro permettant la mesure de 1’activité de la GOAT et la recherche d’inhibiteurs

associés.

Parmi les objectifs initiaux de ce doctorat figurait une étude moléculaire ciblée de
I'utilisation de P’acide octanoique par la ghréline O-acyltransférase (GOAT) pour
I’octanoylation de la proghréline : meilleure compréhension du mécanisme, meilleure
caractérisation de I’enzyme catalysant cette réaction. Le laboratoire possede depuis 10 ans une
expertise sur 1’étude des myristoyltransférases recombinantes et sur 1’analyse des protéines
myristoylées (Beauchamp et al., 2007, 2009; Rioux et al., 2006). Nous avons donc espéré
pouvoir transposer rapidement cette expertise a I’étude de 1’octanoylation de la ghréline par la
ghréline O-acyltransférase. Malheureusement, comme le montrent les résultats préliminaires
obtenus, cette transposition n’a pas €té simple. Nous avons d’abord abandonné 1’objectif

initial d’une expression de la GOAT dans un modele de cellules eucaryotes de mammiferes.
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Cette enzyme définie comme une protéine membranaire intégrale (Taylor et al., 2013)
possede en effet 11 domaines transmembranaires ancrés dans le réticulum endoplasmique et
cette structure complexe semble un parametre important conduisant a des difficultés
d’expression en modele transitoire. Seulement deux publications (Barnett et al., 2010; Ohgusu
et al., 2012) décrivent ainsi I’expression réussie de cette enzyme en modele eucaryote
mammifere. En conséquence, nous avons également abandonné I’objectif suivant de co-
exprimer la GOAT et la préproghréline ou la ghréline dans ces mémes cellules. En revanche,
les publications décrivant 1’expression de la GOAT humaine ou de souris dans des cellules
d’insectes sont plus nombreuses (Darling et al., 2015; Garner and Janda, 2010, 2011; Taylor
et al., 2012, 2013; Yang et al., 2008a). Nos résultats (Figure 33) montrent également cette
expression de la GOAT de rat dans des cellules d’insectes et son utilisation réussie pour
mesurer I’activité in vitro de I’enzyme (Figures 35-37). Les perspectives immédiates et a plus

long terme de ces travaux préliminaires sont :

(1) I’étude des caractéristiques enzymologiques (Km, Vmax) de la ghréline O-acyltransférase
recombinante de rat exprimée dans les cellules Sf9, en comparaison avec les GOAT humaine

et de souris mieux caractérisées (Darling et al., 2013, 2015; Taylor et al., 2013).

(2) I’étude de I’affinité de la GOAT de rat pour son substrat acyl-CoA, en fonction de sa
longueur de chaine carbonée mais aussi éventuellement du nombre de doubles liaisons. Lors
des différentes mises au point préliminaires, nous avons déja montré (Figure 34) que si I’on
remplace le [1-'*C]-octanoyl-CoA par de I’acide [1-'*C]-octanoique, aucune activité n’est
mise en évidence, méme en apportant les cofacteurs nécessaires (ATP, coenzyme A et Mg*")

a la formation de I'octanoyl-CoA par une octanoyl-CoA synthétase (sans doute absente dans

les microsomes de cellules Sf9).

(3) I’étude de I’affinité de la GOAT de rat pour son substrat peptidique, en fonction de sa
composition en acides aminés. Lors des différentes mises au point préliminaires, nous avons
déja montré (Figure 34) que le pentapeptide substrat doit étre absolument amidé en C-
terminal pour conduire a une activité et nous avons confirmé que la présence de la sérine en
position 3 est indispensable a 1’octanoylation. L’utilisation d’autres peptides de longueur

différente (nous avons déja les décapeptides correspondants) et de composition variée est
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prévue. Cette étude permettrait notamment de comprendre pourquoi la proghréline est

actuellement le seul substrat peptidique de la GOAT décrit in vivo.

(4) a plus long terme, on peut envisager transposer ces méthodologies vers I’étude de la
GOAT native exprimée dans les cellules de 1’estomac. Cependant, nous avons déja utilisé
sans succes des extraits d'estomac de rat comme source potentielle de I’enzyme GOAT pour
les essais d'activité. Ceux-ci contiennent sans doute aussi de la ghréline ou de la proghréline,
ce qui impose une étape de purification au moins partielle de I’enzyme avant son utilisation

pour une mesure d’activité in vitro.
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Discussion générale, perspectives et conclusion
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L’homéostasie énergétique est régulée par le systeme nerveux central (SNC) qui est
informé en permanence de la disponibilité en nutriments dans le tube digestif et des réserves
dans les tissus adipeux. La communication entre le SNC et le systeme gastro-intestinal (SGI)
passe par voies nerveuse et endocrinienne, ainsi que par la détection de nutriments dans le
sang. Certains lipides (appelés lipokines) jouent des roles particuliers dans la régulation de
I’équilibre énergétique : 1’acide palmitoléique (C16:1 n-7), sécrété par des adipocytes, semble
réguler la sensibilité a I'insuline (Cao et al., 2008) et le N-acylphosphatidyléthanolamine
(NAPE), sécrété par I’intestin, diminue la prise alimentaire et favorise la perte de poids en
agissant sur I’hypothalamus (Gillum et al., 2008). L’acide octanoique qui acyle la Sers N-
terminale de la ghréline, apres action de la Ghréline O-acyltransférase (GOAT) (Yang et al.,
2008b), est un autre exemple de lipide impliqué dans la communication SNC-SGI. La
ghréline octanoylée, synthétisée principalement par 1’estomac puis sécrétée dans le sang,
stimule la sécrétion de GH (Growth hormone), I’adiposité et influence 1’homéostasie du
glucose. Mais c’est surtout par son puissant effet orexigene, via 1’activation des neurones
NPY/AgRP, que la ghréline octanoylée se distingue des autres peptides gastro-intestinaux

circulants (Kojima et al., 2005).

Les effets physiologiques de la ghréline octanoylée ont fait 1’objet de tres nombreuses
études au cours des 15 dernieres années, parfois controversées. L’origine des AGCM
(principalement le C8:0) qui acylent la ghréline et I’effet de leur consommation sur la
régulation de 1’axe ghréline-GOAT, en considérant le métabolisme particulier de ces acides
gras, restaient encore a éclaircir. La synthése des AGCM a seulement été décrite dans les
cellules de la glande mammaire en lactation (Kumar et al., 1981; Libertini et al., 1978). Or, la
ghréline n’est pas uniquement octanoylée chez les femelles post-partum, mais aussi chez les
males, tout au long de la vie. Cela suggere fortement une origine alimentaire, mais les sources
d’AGCM sont rares (produits laitiers, coco et palmiste) et ne sont consommeées, chez les
mammiferes, que pendant la période d’allaitement (a I’exception faite de ’'Homme qui
consomme des produits laitiers au-dela de cette période). En outre, la faible quantité
éventuellement consommée n’est pas stockée car les AGCM sont rapidement B-oxydés dans
le foie, apres ingestion. Or, la concentration en ghréline acylée se maintient a un niveau basal

(non nul) et le pic de sécrétion apparait avant les repas (Cummings et al., 2001), au moment
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ou les AGCM ne sont pas présents dans le tractus digestif. Le but de cette these était donc
d’étudier I’origine et le métabolisme du C8:0 et de réévaluer ses effets physiologiques en y

incluant I’impact sur 1’octanoylation de la ghréline.

Synthése des principaux résultats obtenus

Les résultats expérimentaux ont d’abord montré que la dose de C8:0 alimentaire, sous
forme de trioctanoine, a un effet direct sur 1’enrichissement en C8:0 dans les cellules de
I’estomac chez le rat ou le raton, que ce soit apres un apport chronique de 6 semaines (Partie
A) ou suite a I’ingestion d’une dose dans une émulsion lipidique (Partie B). Cet
enrichissement spécifique de I’estomac suggérait donc une absorption directe, au niveau
gastrique, apres hydrolyse de la trioctanoine. L’absorption gastrique du C8:0 marqué au
carbone 13 a été démontrée par inhibition de la lipase préduodénale avec le BemPPOX et par
quantification du BC-C8:0 dans I’estomac par GC-MS (Partie B). Cependant, cette
augmentation de la disponibilité dans les cellules gastriques n’a pas eu d’effet sur la
concentration plasmatique de ghréline octanoylée, mesurée apres la prise alimentaire (Parties
A et B) ou plusieurs heures apres, chez les animaux a jeun (Partie A). Méme si cette absence
d’effet n’est pas surprenante juste apres le repas, elle I’est plus chez les rats a jeun et cela
suggere des régulations autres que la disponibilité du substrat octanoyl-CoA (activité de la
GOAT, sécrétion de la ghréline, stabilité de la forme acylée dans le plasma). La diminution de
I’expression des ARNm de la préproghréline (PPG) et du signal observé par marquage
immunohistochimique de la ghréline dans 1’estomac sont en faveur d’une régulation négative
de la synthese de ce peptide. A l'inverse, un apport en C8:0 alimentaire diminue la
concentration en ghréline non octanoylée dans le plasma, ce qui conduit également a diminuer
la concentration en ghréline totale (Partie A et B) par des mécanismes de régulation que nous
n’avons pas encore identifiés. La consommation chronique de C8:0 n’a pas d’effet sur la prise
alimentaire des rats ni sur la prise de poids, ce qui est cohérent avec la stabilité de la
concentration en ghréline octanoylée dans le plasma. Une augmentation de I’expression des
ARNm d’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), régulée par la sécrétion de GH, a néanmoins
été observée ainsi qu'une augmentation du diametre moyen des adipocytes, dans les tissus

adipeux sous-cutané et mésentérique sans que cela n’affecte la masse de tissus adipeux. Ces
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effets peuvent étre dus aux effets physiologiques de I’acide gras et/ou a la diminution de la

ghréline non acylée (augmentation du ratio ghréline acylée/non acylée).

Questions soulevées et limites des expérimentations

Les résultats obtenus dans ce doctorat souleévent plusieurs questions concernant le
mécanisme d’entrée du C8:0 dans la muqueuse stomacale (passif ou facilité par des
transporteurs) et le métabolisme de cet acide gras dans les cellules gastriques, notamment son
stockage dans les triglycérides cellulaires, sa mobilisation et son activation en octanoyl-CoA
par les ACSM (Medium-chain Acyl-CoA synthetase) afin d’étre utilisé comme substrat par la
GOAT. La régulation de cette enzyme en fonction de la disponibilité en C8:0 ou par d’autres
facteurs (AGCL, hormone) doit également étre clarifiée. D autre part, le fait que I’absence de
C8:0 dans les régimes contrdles n’ait pas eu d’influence sur la concentration en ghréline
octanoylée dans le plasma (Partie A) soutient 1’hypotheése d’une syntheése de novo du C8:0,
dans d’autres cellules que celles de la glande mammaire en lactation. Il est possible qu’une
faible quantité de C8:0 soit produite par le microbiote. En effet, les bactéries intestinales sont
capables de former des AGCC (acides acétique, propionique et butyrique) par fermentation
des fibres alimentaires (Roy et al., 2006) et on peut supposer que des produits intermédiaires
de la fermentation, les AGCM, sont formés en petite quantité. Cela n’a pas été décrit pour le

C8:0, mais I’a été pour le C6:0 (Kenealy et al., 1995) qui peut aussi étre utilisé par la GOAT.

Nous avons voulu démontrer la synthese de novo du C8:0 et étudier son métabolisme dans
les cellules gastriques, en mettant en place les cultures de cellules et d’explants d’estomacs de
ratons (Partie C). Des difficultés méthodologiques ont cependant été rencontrées, a cause
d’une faible viabilité des cellules et de la diversité des types cellulaires dans 1’estomac. Nous
avons également été confrontés a des problemes méthodologiques pour la mesure de I’activité
de la GOAT recombinante de rat (difficulté de surexpression en cellules de mammiferes, pas
de formation d’octanoyl-CoA, temps de demi-vie de la ghréline octanoylée faible), qui aurait
dt nous permettre d’étudier 1’effet des acides gras sur la régulation de cette enzyme (Partie
D). Méme si ces modeles ne nous ont pas encore permis de répondre aux questions soulevées
par les études in vivo (Partie A et B), ils sont désormais utilisables pour les expérimentations

présentées dans les perspectives de cette these.
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Une des limites de cette étude est 1’absence de mesures des concentrations en ghréline
octanoylée et non acylée dans les cellules de I’estomac et de l'intestin. En effet, les
concentrations plasmatiques ont été quantifiées par dosages immunoenzymatiques apres
prélevement du sang et préservation de la dégradation (par ajout d’un inhibiteur des estérases
et acidification). Ces outils méthodologiques n’ont pas pu étre transposés a la mesure de la
concentration en ghréline octanoylée et non acylée dans les lysats cellulaires de tissus
(estomac, intestin). La bibliographie montre d’ailleurs la difficulté de cette analyse. Des outils
ont été développés par Nishi et al., mais des doutes subsistent concernant la spécificité des
anticorps pour différencier les différentes formes de la ghréline dans 1’estomac. Dans notre
étude, I’estomac reste donc un tissu peu caractérisé concernant les concentrations en ghréline
octanoylée et non octanoylée. Il est ainsi difficile de conclure sur I’influence d’un apport
chronique de C8:0 sur la sécrétion de ghréline dans le plasma. Une étude a, par exemple,
observé que les cellules ghréline exprimaient a leur surface le récepteur FFAR 2 (Free Fatty
Acid Receptor) sur lequel les AGCM libres peuvent se fixer, exercant ainsi un effet inhibiteur
sur la sécrétion de ghréline (Hass et al., 2010) et il est donc possible que la consommation
chronique de trioctanoine ait inhibé la sécrétion du peptide gastrique. Néanmoins, la
diminution de I’expression des ARNm de la PPG et du marquage immunohistochimique de la
ghréline dans la muqueuse oxyntique (Partie A) suggere que la baisse de la concentration en
ghréline totale dans le plasma suite a un apport chronique en C8:0 pourrait bien étre liée a une

diminution de I’expression de la préproghréline.

Dans les expérimentations in vivo (Parties A et B), I’acide octanoique a été administré aux
rats sous forme de trioctanoine. Or, dans les sources naturelles d’AGCM, le C8:0 est estérifié
en position sn-3 des triglycérides de la matiere grasse laitiere et en positions sn-1 et 3 dans les
huiles de coco et de palmiste, mais n’est pas présent en position sn-2. Dans les huiles
synthétiques TCM, toutes les fonctions du glycérol sont estérifiées avec des AGCM. Le C8:0
en position sn-2 de la trioctanoine n’est a priori pas hydrolysé par la lipase préduodénale, peu
par lipase pancréatique et est donc probablement capté par les entérocytes sous forme de
monoglycéride, puis en grande partie réestérifié et acheminé au niveau des tissus
périphériques. Ainsi, il est probable que 1’utilisation de trioctanoine augmente la part du C8:0

qui échappe a la B-oxydation hépatique et atteint les autres organes (Swift et al., 1990). Il est
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possible que 1’utilisation de trioctanoine ait favorisé les effets du C8:0 sur les tissus adipeux
(augmentation du diametre des adipocytes - Partie A) ou que cela ait 1égerement modifié

I’activité des lipases digestives (Partie B).

La consommation alimentaire et la prise de poids n’ont pas ét€ modifiées par la dose de
C8:0, méme caricaturale (Partie A). Il n’est pas, pour autant, possible d’affirmer que la dose
de C8:0 n’influe pas sur le comportement alimentaire, et c’est 1a une autre limite de notre
étude. En effet, la fréquence des repas et la quantité d’aliment consommée par repas n’ont pas
été mesurées. Or, ces parametres semblent étre modifiés par la ghréline. Une étude a ainsi
montré que l'injection péritonéale d’inhibiteurs de la GOAT (GO-CoA-Tat) chez le rat
induisait une diminution de la fréquence des repas (Teuffel et al., 2015). Ce dernier parametre
peut aussi étre influencée par la consommation d’AGCM, en raison de la forte oxydation des
lipides dans le foie (Jambor de Sousa et al., 2006; Langhans, 1996). D’autre part, la dose
d’AGCM consommée pourrait aussi exercer un effet sur la prise alimentaire « hédonique »
(motivée par le plaisir), puisque des études ont montré que la ghréline régule cette fonction
(Egecioglu et al., 2010; Perello et al., 2015; Shimbara et al., 2004; Walker et al., 2012),
notamment pour les aliments riches en lipides et en sel (Cai et al., 2013). Cependant, notre

étude n’était pas congue pour évaluer la consommation alimentaire hédonique.

Perspectives
Améliorations des outils méthodologiques

L’amélioration de certains de nos outils méthodologiques est envisagée a court terme. La
mesure de la ghréline octanoylée avec le *C-C8:0 dans les échantillons d’estomacs de ratons
(Partie B) pourrait en particulier étre réalisée par LC-MS-MS (chromatographie en phase
liquide couplée a la spectrométrie de masse tandem), ce qui permettrait de quantifier la part
d’acide octanoique alimentaire directement utilisée pour 1’acylation. Afin de protéger la
ghréline acylée de la dégradation dans les tissus, ceux-ci seront broyés dans un tampon au pH
acide additionné d’un inhibiteur des estérases. La mesure de 1’activité GOAT native a partir
de cellules d’estomac ou d’autres tissus exprimant I’enzyme, apres récupération des
microsomes, pourrait également étre réalisée rapidement. L’utilisation des traceurs du C8:0

(*C-C8 :0, "*C-C8:0 et alcyne-C8:0) disponibles au laboratoire devrait également permettre
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de réaliser de nouvelles expérimentations, afin de compléter nos résultats. Une amélioration
intéressante de la technique de click chemistry serait de remplacer la biotine (azido-biotine),
utilisée pour marquer les protéines acylées, par un autre groupement ne se liant pas
naturellement aux protéines. L’utilisation de matrice Matrigel® pour mettre en culture (3D)
les cellules d’estomac de ratons comme décrit récemment par Schlaermann et al. (2014)

permettrait de mieux modéliser la muqueuse gastrique.

Utilisation de nouveaux outils

Il est aussi envisageable de mettre en place de nouveaux outils méthodologiques pour
approfondir le sujet. De nouvelles lignées cellulaires, telles que les cellules MGN3-1 (mouse
ghrelinoma 3-1), qui sont des cellules cancéreuses d’estomac exprimant la ghréline, la GOAT
et la prohormone convertase PC1/3 (Iwakura et al., 2010) pourraient constituer un modele
pertinent pour 1’étude de 1’octanoylation. Les cellules MAC-t (Huynh et al., 1991) et BME-
UV (Zavizion et al., 1996) qui sont des cellules épithéliales de glandes mammaires bovines
immortalisées pourraient également étre utilisées comme contrdle positif de la syntheése de
novo du C8:0 et du métabolisme des AGCM. L’utilisation de souris KO GOAT™ ou
ghréline™” permettrait par exemple d’étudier 1’effet des AGCM, indépendamment de leur
effet sur I’axe ghréline-GOAT. Des dosages immunoenzymatiques d’hormones impliquées
dans la régulation de I’axe ghréline-GOAT (obestatine, sécrétine, a-MSH) ou dans
I’homéostasie énergétique (CCK, PYY) pourraient rapidement étre réalisés. La régulation de
la concentration en ghréline octanoylée dans le plasma, grace a des antagonistes de la GOAT
(GO-CoA-Tat), est considérée comme un moyen thérapeutique prometteur pour limiter la
consommation alimentaire et 1’obésité (Teuffel et al., 2015; Yang et al., 2008b). On pourrait
envisager de comparer les effets des GO-CoA-Tat avec les effets du BemPPOX (ou d’autres
dérivés oxadiazol inhibant les lipases digestives) ou de I’Orlistat (inhibiteur commercial des
lipases préduodénale et pancréatique) sur la régulation du comportement alimentaire
(consommation alimentaire, fréquence des repas, taille des repas, prise de poids) chez des rats

adultes.
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Expérimentations envisagées

Plus concretement, il est prévu que 1’étude de 1’absorption gastrique se poursuive dans le
cadre d’une collaboration, initiée par I’EIPL, ayant pour objectif d’améliorer les
connaissances concernant 1’effet des acides gras, libérés par la lipolyse gastro-intestinale, sur
la sécrétion des hormones du tractus digestif. Notre participation dans cette collaboration
permettrait de poursuivre la caractérisation de 1’absorption gastrique des AGCM et I’étude des
effets de I’inhibition de la lipase préduodénale sur I’axe ghréline-GOAT. Pour compléter les
résultats déja obtenus (Partie B), il pourrait €tre intéressant de modifier certains parametres de
I’expérimentation, tel que le temps de digestion (avant la ponction intracardiaque), afin de
suivre les variations de la concentration plasmatique en ghréline octanoylée et non acylée a
plus long terme. Des contrdles négatifs supplémentaires sans lipides (solution de saccharose +
BemPPOX) ou avec des lipides et de 1’Orlistat peuvent €tre ajoutés pour mieux comprendre
les roles des lipides et de la lipase préduodénale sur la concentration de ghréline circulante.
D’autre part, afin de quantifier plus précisément 1’absorption gastrique, il serait pertinent de
réaliser les expérimentations dans des cages métaboliques afin de mesurer la part de Bco,
rejeté, issue de la B-oxydation des acides gras marqués. L’éventuelle absorption gastrique du
C6:0 et du C10:0 (marqués au carbone 13) pourrait aussi étre mesurée de la méme maniere
que pour le C8:0. Il serait intéressant de réaliser ces expérimentations avec des triglycérides
hétérogenes, c’est-a-dire avec une molécule de C8:0 en position sn-3 (éventuellement aussi en
sn-1) pour se rapprocher de la réalité physiologique, avec des mélanges d’AGCM (différents
ratios C6:0, C8:0 et C10:0) ou de Ila maticre grasse laitiecre. Des dosages
immunoenzymatiques de la CCK et de 1’obestatine dans le plasma pourraient également Etre

réalisés.

Une autre expérimentation in vivo envisagée serait de nourrir des rats avec différentes
doses d’alcyne-C8:0 sous forme libre ou estérifié (et éventuellement d’alcyne-C6:0 et -C10:0)
avec ou sans BemPPOX, puis d’analyser les acides gras et les protéines acylées dans
différents tissus (plasma, estomac, intestin, cceur, tissus adipeux ...) avec la technique de click
chemistry, apres différents temps de digestion. La toxicité de I’alcyne-C8:0, synthétisé au
laboratoire et purifié par HPLC préparative, doit préalablement étre testée. Cela permettrait

d’observer pour la 1°° fois I’acylation de protéines in vivo, de confirmer 1’origine des acides
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gras qui acylent la ghréline, d’observer I’existence d’autres protéines hexanoylées,
octanoylées ou décanoylée et d’étudier la régulation de 1’octanoylation, selon les autres

nutriments ingérés (AGCL, glucides...) et I’age des animaux.

Des expérimentations in vitro, utilisant les modeles d’étude mis en place pendant ce
doctorat, pourraient également €tre réalisées. La culture des cellules d’estomac de ratons
devrait nous permettre d’étudier I’absorption, le métabolisme des AGCM (B-oxydation,
stockage) en incubant les cellules avec les différents traceurs disponibles ('*C-C8:0, *C-C8:0
et alcyne-C8:0) et de répondre a la question d’une éventuelle synthese de novo du C8:0 dans
les cellules gastriques, en incubant celles-ci avec de ’acétate radiomarqué (Rioux et al.,
2007). Cette expérimentation pourra aussi étre réalisée avec la lignée gastrique MGN3-1
(mouse ghrelinoma 3-1). De plus, les cellules MAC-t (Huynh et al., 1991) et BME-UV
(Zavizion et al., 1996), qui peuvent se différencier et entrer en lactation suite a 1’addition de
prolactine (1,5 a 5 ug/mL) et d’insuline (0,1 pg/mL) dans le milieu, pourront étre utilisées
comme contrdle positif de la syntheése de novo des AGCM. L’étude de I’expression des
ACSM (Medium-chain Acyl-CoA synthetase), nécessaires pour 1’activation des AGCM en
acyl-CoA, pourrait également étre réalisée car cette étape semble limitante lors de la mesure
d’activité de la GOAT, contrairement a 1’activation d’autres acides gras tels que le C16:0 ou

le C14:0 (Rioux et al., 2006),

Conclusion nutritionnelle

Un autre objectif de ce doctorat était de déterminer I'intérét nutritionnel de substituer les
AGCL dans I’alimentation par des AGCM et s’il existe une dose « optimale ». La substitution
du C16:0 (6,3%, 4,2% et 1,6% de I’AET dans les régimes a 21% de I’AET en lipides; 13,5%,
9% et 3,4% pour les régimes a 45% de lipides) considéré comme athérogene,
hypercholestérolémiant et hypertriglycéridémiant lorsqu’il est consommé a forte dose, par du
C8:0 (0%, 1,7% et 4,4% de I’AET pour les régimes a 10 % de lipides ; 0%, 3,6% et 9,5%
pour les régimes a 25 % de lipides) n’a pas eu d’effet sur les parametres lipidiques circulants
(cholestérolémie et triglycéridémie, a jeun ou non) ni sur la glycémie (a jeun ou non). Ainsi,
I’apport en AGCM a eu un effet neutre comparé a un apport en C16:0, méme lorsque ce

dernier atteint 13,5% de I’AET (> ANC 2010). Dans un objectif d’application a la nutrition
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humaine, il convient néanmoins de préciser les limites du modele rat male Sprague Dawley
(SD) pour I’étude de la cholestérolémie et de la triglycéridémie. Si le rat est un modele
intéressant pour étudier le métabolisme lipidique hépatique (réactions enzymatiques proches
de celles de I’'Homme), il n’est pas le meilleur modele d’étude du métabolisme des
lipoprotéines plasmatiques car il ne possede pas la CETP (Cholesterylester transfer protein)
qui échange les triglycérides des VLDL ou LDL avec les esters de cholestérol des HDL
(Harris, 1997). Chez le rat, le cholestérol est donc principalement transporté par les HDL et
non pas par les LDL. Ainsi, le rapport cholestérol total/cholestérol HDL, considéré comme un
marqueur de risque d’apparition des maladies cardiovasculaires chez I’ Homme, n’est pas un
bon marqueur chez le rat, et il vaut mieux lui préférer la cholestérolémie totale (Tholstrup,

2006).

En conclusion, I'impact de la dose d’acide octanoique consommée est faible sur les
parametres mesurés, méme pour des doses caricaturales, et I’effet des AGCM dans
I’alimentation semble neutre. Aux doses auxquelles 1’acide octanoique est consommé chez
I’homme (<0,5 % de I’AET) il est treés probable qu’il n’y ait pas d’effet sur la concentration
en ghréline acylée, d’apres ce qu’on observe chez le rat méle (en croissance), et donc pas de
risque d’augmenter la prise alimentaire et la prise de poids. En revanche, la consommation
d’acide octanoique diminue la concentration en ghréline non acylée dans le plasma. Or, I’effet
de cette forme non octanoylée, longtemps considérée comme inactive, n’est actuellement pas
déterminé, mais fait 1’objet de nombreux travaux de recherche (Chakrabarti, 2015; Granata,

2010; Tam et al., 2015; Tong et al., 2014).
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Abstract

Focusing on the caprylic acid (C8:0), this study aimed at investigating the discrepancy
between the formerly described beneficial effects of dietary medium chain fatty acids on
body weight loss and the C8:0 newly reported effect on food intake via ghrelin octanoylation.
During 6 weeks, Sprague-Dawley male rats were fed with three dietary C8:0 levels (0, 8 and
21% of fatty acids) in three experimental conditions (moderate fat, caloric restriction and
high fat). A specific dose-response enrichment of the stomach tissue C8:0 was observed as
a function of dietary C8:0, supporting the hypothesis of an early preduodenal hydrolysis of
medium chain triglycerides and a direct absorption at the gastric level. However, the octa-
noylated ghrelin concentration in the plasma was unchanged in spite of the increased C8:0
availability. A reproducible decrease in the plasma concentration of unacylated ghrelin was
observed, which was consistent with a decrease in the stomach preproghrelin mRNA and
stomach ghrelin expression. The concomitant decrease of the plasma unacylated ghrelin
and the stability of its acylated form resulted in a significant increase in the acylated/total
ghrelin ratio which had no effect on body weight gain or total dietary consumption. This
enhanced ratio measured in rats consuming C8:0 was however suspected to increase (i)
growth hormone (GH) secretion as an increase in the GH-dependent mRNA expression of
the insulin like growth Factor 1 (IGF-1) was measured (ii) adipocyte diameters in subcutane-
ous adipose tissue without an increase in the fat pad mass. Altogether, these results show
that daily feeding with diets containing C8:0 increased the C8:0 level in the stomach more
than all the other tissues, affecting the acylated/total ghrelin plasma ratio by decreasing the
concentration of circulating unacylated ghrelin. However, these modifications were not
associated with increased body weight or food consumption.
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Introduction

Caprylic acid (octanoic acid, C8:0) belongs to the class of medium-chain saturated fatty acids
(MCFAs) which also includes caproic acid (C6:0) and capric acid (C10:0). MCFAs are charac-
teristic nutrients present in dairy products [1] and in specific oils like palm kernel and coconut
oils [2]. They display physical and metabolic properties that are distinct from those of long-
chain saturated fatty acids (LCFAs >12 carbons), leading therefore to distinct physiological
effects [3]. First, part of MCFAs coming from dietary medium chain triglycerides (MCT's) can
be released early during digestion through the action of preduodenal lipase [4], leading to their
potential and yet not clearly quantified direct absorption by the stomach mucosa [5,6]. Second,
MCFAs which have escaped the absorption at the gastric level are absorbed by small intestinal
cells, like LCFAs, after the subsequent action of duodenal pancreatic lipase on both dietary
remaining MCTs and long chain triglycerides (LCT's). However, unlike LCFAs which are re-
esterified with 2-monoglycerides into triglycerides and incorporated into chylomicrons which
enter the lymphatic system, MCFAs are directly transferred to the portal circulation and trans-
ported as free fatty acids (FFAs) with albumin to the liver [7]. Third, once in the liver, MCFAs
are rapidly subjected to mitochondrial beta-oxidation [8], since they easily enter the mitochon-
dria independently of the carnitine transport system, as opposed to LCFAs [9].

These metabolic properties of MCFAs (rapid gastro-intestinal hydrolysis and absorption,
specific transport through the portal vein and rapid beta-oxidation in the liver) lead to a high
catabolism and low tissue storage especially in adipose tissue [10]. Dietary MCFAs have there-
fore been associated with beneficial physiological effects compared with LCFAs. Indeed, a
diminished deposition of fat was reported in rats overfed with MCT diets compared with LCT
diets [11-13]. In overweight humans, intakes of equal-caloric diets rich in MCFAs were shown
to decrease adiposity and increase energy expenditure compared to similar diets rich in LCFAs
[14,15]. Regarding other physiological parameters, epidemiological studies have also shown
that intakes of short to medium-chain saturated fatty acids were not significantly associated
with the risk of coronary heart disease (CHD) [16].

However, more recently, caprylic acid was also shown to specifically acylate ghrelin [17], the
only known peptide hormone with an orexigenic effect. Ghrelin is a 28 amino acid peptide
expressed mainly in the different sections of the digestive tract and especially the stomach [18].
Acylated ghrelin binds to the growth hormone secretagogue receptor la (GHSR-1a) located in
the pituitary gland and hypothalamus [19,20] and regulates many relevant biological processes
including the secretion of the growth hormone (GH), the stimulation of appetite and food
intake, the modulation of gastric acid secretion and motility and the regulation of glucose
homeostasis and adiposity [21]. Ghrelin seems to have an essential function in blood glucose
regulation in case of calorie restriction [22], even if the mechanisms mediating this effect
remain poorly understood. During its maturation in the gastric mucosa and before secretion in
the blood, part of the proghrelin is subjected to a unique modification consisting in the addi-
tion of an activated caprylic acyl-coA to the 3™ serine residue. The ghrelin O-acyltransferase
(GOAT or MBOATH4), the gastric enzyme involved in ghrelin octanoylation, belongs to the
family of membrane bound O-acyltransferases (MBOAT), a group of proteins involved in acet-
yltransferase and acyltransferase activity [23,24]. Plasma ghrelin exists therefore in both unacy-
lated and acylated forms, but only the latter can bind its GHSR-1a receptor. Because of the
above-mentioned potential specific gastric absorption of MCFAs following the consumption of
MCTs, dietary caprylic acid is now suspected to directly provide GOAT enzyme with octanoyl-
CoA co-substrate necessary for the acyl modification of ghrelin. Indeed, ingestion by mice of
either MCFAs or MCTs increased the stomach concentration of acylated ghrelin [25], without
changing the total ghrelin amount. Using murine genetic models, Kirchner et al. [26] also
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suggested that GOAT was required to mediate the impact of dietary MCT's on body adiposity.
Recent studies have suggested that GOAT might be a therapeutic target against obesity and
hyperphagia by inhibiting the GOAT activity [27], in order to decrease the circulating level of
acylated ghrelin (which may also be obtained by limiting the availability of its substrate C8:0)
[27].

Altogether, these data support contradictory physiological effects of dietary caprylic acid on
body weight and food consumption. We therefore wanted to clarify the discrepancy between
the historically described beneficial effects of dietary MCFAs including C8:0 on body weight
and fat loss and its newly reported effect on food consumption and appetite stimulation via
ghrelin acylation. The purpose were to (i) define the origin of caprylic acid which is used to
acylate ghrelin in the stomach, (ii) study the effect of increasing dietary caprylic acid levels on
the C8:0 available in the stomach and other tissues, (iii) analyze the subsequent effect of
increasing dietary caprylic acid levels on the concentration of circulating plasma acylated and
non-acylated ghrelin, (iv) study the whole effect of increasing dietary caprylic acid levels on
dietary consumption, body weight and on other parameters such as adiposity. Here, we showed
that dietary C8:0 led to a specific dose-response enrichment of C8:0 in the stomach tissue.
However, this increased C8:0 availability did not affect the plasma acylated ghrelin concentra-
tion but decreased the plasma unacylated ghrelin concentration.

Materials and Methods
Chemicals

Solvents and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
or Thermo Fisher Scientific (Elancourt, France). Tricaprylin was from TCI Europe (Zwijn-
drecht, Belgium). Tripalmitin was from Sigma. Rat plasma acylated and unacylated ghrelin
enzyme immunoassays kits (EIA) were purchased from SPI-Bio (Montigny Le Bretonneusx,
France). Kits for plasma glucose, cholesterol and triglycerides were purchased from Bio-mér-
ieux (Lyon, France). Rabbit anti-ghrelin polyclonal antibodies (bs-0467R) used for immunohis-
tochemistry were purchased from Bioss (Massachusetts, USA).

Diets

Three different lipid mixes (Table 1) were prepared with commercial oils (olive, rapeseed,
palm, corn and flaxseed oils) and increasing amounts of caprylic acid (0, 8 and 21% of FAs) in
the form of tricaprylin substituted with decreasing amounts of palmitic acid (30, 20 and 7.5%
of FAs) in the form of tripalmitin. These lipid mixes were used to prepare diets containing
either moderate amounts of fat called MF diets (10% in mass, i.e. 21% of total energy), or high
amounts of fat called HF diets (25% in mass, i.e. 45% of total energy), at the Unité de Produc-
tion d’Aliments Expérimentaux (INRA, Jouy en Josas, France). The three MF diets (MF-0,
MF-8 and MF-21) also contained 42.2% of starch, 21.1% of sucrose, 19.9% of casein, 1.8% of
cellulose, 4.1% of mineral mix and 0.9% of vitamin mix. These MF diets were isoenergetic
(423 kcal/100 g) and contained the same amount of total saturated fatty acids (SFAs), caprylic
acid representing 0, 1.7 and 4.4% of total energy, respectively. The MF diets were provided ad
libitum to the rats but also as calorie restricted rations (CR diets) corresponding to 70% of ad
libitum and thereafter called CR-0, CR-8 and CR-21 diets. Finally, in the three HF diets (HF-0,
HEF-8 and HF-21) containing 25% in mass of fat, the increase in fat level was counterbalanced
with a decrease in starch (32.2%) and sucrose (16.1%). These HF diets were also isoenergetic
(498 kcal/100 g), caprylic acid representing 0, 3.6 and 9.5% of total energy, respectively.
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Table 1. Fat mixture and fatty acid composition (% of FAs) of the experimental lipid blends containing
increasing levels of caprylic acid (C8:0).

Diet-0% Diet-8% Diet-21%
Fat (%)
Olive Oil 47.0 48.3 50.0
Rapeseed Oil 0.0 0.0 10.0
Palm Oil 19.0 17.0 0.0
Corn Ol 13.5 13.5 13.3
Flaxseed Oil 5.5 5.5 3.7
Tricaprylin 0.0 10.0 23.0
Tripalmitin 14.7 5.7 0.0
FA (% of FAs)
C8:0 0.0 8.4 20.6
C12:0 0.1 0.1 0.0
C14:0 0.3 0.3 0.0
C16:0 30.0 19.8 7.6
ci8:.0 3.1 2.9 2.2
C20:0 0.3 0.3 0.3
C22:0 0.0 0.1 0.1
ZSFA' 33.8 31.8 30.9
C16:1 (n-9) 0.0 0.1 0.1
C16:1 (n-7) 0.4 0.4 0.4
C18:1 (n-9) 47.7 49.3 49.9
C18:1 (n-7) 1.7 1.6 1.9
C20:1 (n-9) 0.2 0.2 0.3
ZIMUFA' 50.0 51.5 52.5
C18:2 (n-6) 12.7 13.2 13.1
C18:3 (n-3) 3.5 3.5 3.5
ZPUFA' 50.0 51.5 52.5
C18:2/C18:3 ratio 3.7 3.8 3.8

The three different lipid mixes were used for preparing the MF, CR and HF diets.
'SSFA, SMUFA and PUFA correspond respectively to the sum of saturated, mono-unsaturated and poly-
unsaturated fatty acids.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.t001

Animals

All protocols complied with the European Union Guideline for animal care and use (2003/35/
CEE). The experimental procedure (n°01374.02) was approved by the French Animal Care
Committee (Rennes) and the Ministry of Higher Education and Research, in compliance with
recommendations of the 2013-118 directive for animal experimentation. Forty five Sprague-
Dawley male rats (60 g weight) were purchased from Janvier breeding center (Le Genest Saint
Isle, France). Eighteen rats were randomly distributed to 3 groups (n = 6) and fed ad libitum
with the three MF diets (MF-0, MF-8 and MF-21). As mentioned above, three other groups of
rats (n = 3) received the same MF diets restricted to 70% of ad libitum and were called CR
groups (CR-0, CR-8 and CR-21). The n value of the CR groups was limited to 3 rats due to
housing restriction. Finally, three other groups of rats (n = 6) were fed ad libitum with the HF
diets (HF-0, HF-8 and HF-21). The nine different groups of rats were fed during 6 weeks with
the experimental diets. They had free access to water. Rats were housed in groups of two (MF
and HF diets) or alone (CR diets) at 19°C-23°C with a 12 h light-dark cycle.
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Animal weight and food consumption were measured daily. Blood samples were collected
every week starting from the second week of diets (between 8 and 11 am) in the tail vein alter-
natively on 18 h fasted (2" and 4™ weeks) or fed state (3" and 5™ weeks) in order to measure
the plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations. For ethical reasons, rats already
under chronic calorie restriction were not additionally deprived of food and no results are
therefore presented for the CR group under fasted conditions. After 6 weeks of experiment,
rats were anesthetized following an overnight fast with an intraperitoneal injection of pento-
barbital (140 mg/kg) (Merial, Lyon, France) and blood samples were collected by cardiac punc-
tures. The liver, the brain, the mesenteric and the subcutaneous adipose tissues were removed,
weighted, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Sections of subcutaneous adipose
tissues were directly fixed in formalin for morphometric analysis. The intestine (duodenum,
jejunum and ileum) was emptied, rinsed with ice-cold saline solution, snap-frozen and stored
at -80°c. The stomach was subsequently removed and treated similarly. Stomach longitudinal
sections were collected and fixed in formalin for immunohistology.

Measurement of the plasma acylated and unacylated ghrelin

Blood samples collected in the tail vein were immediately mixed with EDTA (1 mg/ml plasma)
and with the serine protease inhibitor p-hydroxymercuribenzoic acid (PHMB, 0.4 uM final) to
protect the acylated ghrelin from enzymatic degradation [28]. The plasma was rapidly sepa-
rated from the blood cells by centrifugation and acidified by adding HCI (0.1 N final) to pre-
serve ghrelin acylation, as well. Samples were then stored at -80°C for later hormone titration.
The acylated and unacylated ghrelin concentrations were assayed with the commercial EIA kits
[29] according to the manufacturer’s instructions.

Analysis of the other plasma parameters

The plasma collected by cardiac punctures at the end of the experiment was separated from the
blood cells by centrifugation. Plasma glucose, cholesterol and TG were assayed with commer-
cial enzymatic kits [30] according to the manufacturer’s instructions.

Lipid extraction and FA analysis

Lipids from liver, stomach, duodenum, jejunum, ileum, epididymal, mesenteric and subcutane-
ous adipose tissues were extracted using a mixture of dimetoxymethane/methanol (4:1 v/v)
after homogenization with an Ultra-Turrax as previously described [31]. Lipids from plasma
were extracted with a mixture of hexane/isopropanol (3:2 v/v), after acidification with 1 ml
HCI 3 M [32]. Pelargonic acid (C9:0) and margaric acid (C17:0) were added as internal stan-
dards in order to quantify MCFAs (with C9:0) and LCFAs (with C17:0). Total lipid extracts
were saponified for 30 min at 70°C with 1 ml of 0.5 M NaOH in methanol and methylated with
1ml BF; (14% in methanol) for 15 min at 70°C. To protect the presence of volatile short and
medium chain FAs, FA methyl esters (FAMEs) were extracted by adding 1 ml hexane and 5 ml
NaCl 0.9% in deionized water [33]. After shaking, the hexane phase was directly analyzed by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) [34] using an Agilent Technolo-
gies 7890N (BiosAnalytic, Toulouse, France) with a split injector (10:1) at 250°C and a bonded
silica capillary column (BPX70, 60 m x 0.25 mm, SGE, Villeneuve-St-Georges, France). The
column temperature program started at 45°C and stayed at this temperature for 3 min in order
to analyze MCFAs. Then, the temperature ramped firstly at 10°C/min to 150°C, then at 1.4°C/
min to 220°C and at 40°C/min to 260°C and held at 260°C for 2 min.
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Table 2. Primers designed for quantitative RT-PCR analysis of rat genes.

Genes Preproghrelin (PPG) Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) Growth hormone secretagogue receptor-1a (GHSR-1a)
Species rat rat rat

GenBank Acc. no. NM_021669.2 NM_001082479.1 NM_032075.3

Forward primer TGGCATCAAGCTGTCAGGAG AGTTCGTGTGTGGACCAAGG GCCATCTGCTTCCCTCTG

Reverse primer GGCAGAAGCTGGATGTGAGT GGTGACGTGGCATTTTCTGT ATCTGTGCCGTTTTCGTG

Amplicon size bp 171 312 144

doi:10.1371/journal.pone.0133600.t002

Quantification of mMRNA expression by Real-Time PCR

Total RNA was extracted from stomach, hypothalamo-pituitary complex, mesenteric adipose
tissue and liver with Trizol. RNA was converted into cDNA with the IScriptcDNA synthesis kit
(Bio-Rad) according to the supplier’s instructions. RNA was quantified by real-time qPCR
with the SsoFast EvaGreen supermix (Bio-Rad) containing 50 ng of retrotranscripted RNA,
300 nM of Forward primers and 300 nM of Reverse primers and 10 ul SsoFast EvaGreen super-
mix. The sequences of primers were designed as described in Table 2. Quantitative real-time
PCR was done in optical 96-well plates on a CFX 96 real-time PCR Detection System (BioRad)
as follows: 30 s at 95°C, 40 cycles of 5 s at 95°C and 5 s at 55°C. The 185 mRNA level was quan-
tified as an endogenous control.

Ghrelin O-Acyltransferase (GOAT, MBOAT4) mRNA was quantified by Real-Time PCR
with the Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem) containing 40 ng of retro-
transcripted RNA, 0.5 uM of primers and 0.25 uM of Tagman probe. Primers and 5’-FAM/
TAMRA-3’ Tagman probes specific to GOAT gene were designed (forward primer 5’-
gggccaggtacctctttcte-3’; reverse primer 5’-cggccaaagccaggacaccct-3’) and Taqman probe
(5’FAM-aaatgagcagagcgtaggga-TAMRA3’). Amplification was performed by an ABI PRISM
7000 (Applied Biosytems) over 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The 18S gene
expression was quantified as an endogenous control using the 18S RNA Control kit Yakima-
Yellow Eclipse Dark Quencher (Eurogentec) and relative gene expression was determined from
the cycle thresholds (Ct) using the AACt method.

Determination of adipocyte size (morphometric analysis)

Subcutaneous adipose tissue was fixed with 4% buffered formalin, pH 7.4, during 1 week at
4°C and embedded in paraffin [35,36]. Three 4 um sections per rat shifted by 150 um were cut
using a microtome LEICA (Milton Keynes, UK) and the sections were mounted onto glass
slides and stained in Hemalun-Eosin-Safran (H.E.S). The adipocyte areas were manually traced
and analyzed using the NIS Elements software. Adipocyte diameter, area and perimeter were
calculated for 5 separate photographs per tissue sections. These data were used to calculate the
frequency distribution of adipocyte diameters and the mean diameter.

Immunohistochemistry

Longitudinal stomach sections were fixed with 4% buffered formalin, pH 7.4, during 24 hours
and embedded in paraffin [37]. Paraffin-embedded tissue was cut at 4 um and slides were
mounted onto glass slides. Immunohistochemistry was performed with rabbit polyclonal ghre-
lin (acylated and unacylated) antibodies, targeting an amino-acid sequence of the ghrelin
which does not include the octanoylation site. Immunohistochemical staining was performed
on Automated IHC stainer using the LEICA ST502. The signal was counted using the NIS ele-
ments software.
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Statistical analysis

Statistical analyses were realized using GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). Group differences were analyzed by the non-parametric Kruskal-Wallis test with
the Dunn’s post-tests or with non-parametric Mann-Whitney test to compare the amount of
C8:0 between two sections of the stomach. A two-way ANOVA (not repeated measures) was
used to analyze the effect of the diet and the localization in the stomach (fundus or corpus) on
the C8:0 availability, and the effect of the tricaprylin on the frequency distribution of adipocyte
diameter. Body weight gain was analyzed using the two-way ANOVA with repeated measures.
All Data are expressed as the mean + SEM and for all tests, P<0.05 was considered as statisti-
cally significant.

Results
C8:0 availability in the stomach, intestine and other tissues

The effect of dietary C8:0 (0, 8 and 21% of FAs) was studied in rats subjected to three different
treatments: ad libitum Moderate Fat (MF) diet, Calorie Restricted (CR) diet (70% of MF ad libi-
tum energy intake) and ad libitum High Fat (HF) diet. The composition of total FAs was ana-
lyzed in several tissues to determine the metabolic fate of dietary C8:0. The amount of C8:0
expressed as % of FAs in the tissues of MF rats is shown in Table 3. Regardless its amount in
the diets, no C8:0 was detected in the plasma and in the liver of rats consuming the MF diets.
In adipose tissues, the amount of C8:0 significantly increased with the level of dietary C8:0 but
only reached about 0.3% of total FAs in the MF-21 group. In the stomach tissue, a clear dose-
response enrichment of C8:0 was observed. Interestingly, even if no C8:0 was present in the
MF-0 diet, a very low but detectable amount of this specific FA was found in the stomach tis-
sue. In the stomach of the MF-8 and MF-21 rats, the percentage of C8:0 (in % of FAs) was 3 to
4-fold greater than in adipose tissues of the same animals. Although lower than in the stomach,
a dose-dependent increase in C8:0 concentration was also observed in the first sections of the
intestine (duodenum and jejunum). Finally, the FA analysis of the two parts of the stomach

Table 3. Effect of dietary tricaprylin (0, 8, 21% of FAs) in the MF groups on the C8:0 availability in different tissues.

Diets

Plasma

Liver

Mesenteric adipose tissue
Subcutaneous adipose tissue
Epididymal adipose tissue
Stomach

Duodenum

Jejunum

lleum

C8:0in % FA
MF-0 MF-8 MF-21 K-W test
nd.' n.d. n.d. n.s.2
n.d. n.d. n.d. n.s.
n.d. 0.15 + 0.00 0.25 + 0.01 *
n.d. 0.15 + 0.01 0.26 + 0.02
n.d. 0.19 + 0.01 0.32 + 0.01 *
0.07 £ 0.03 0.48 £ 0.07 1.22 +0.25 s
n.d. 0.14 + 0.01 0.43 +0.09 2
n.d. 0.12+0.03 0.30+0.12 n.s.
n.d. n.d. n.d. n.s.

Results are expressed as mean + SEM in % of FAs in the tissues. Kruskal-Wallis test (K-W test)

*P<0.05

**P<0.01.

" not detected.

2 statistically not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.t003

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0133600 July 21,2015 7/21



@’PLOS ’ ONE

Physiological Effects of Dietary Caprylic Acid

4-
[] Corpus d
B Fundus
z 3
(5]
<
=z
=2
=
X ¢ c
1' b T
a a
0 — —— r r
MF-0 MF-8 MF-21

Fig 1. Effect of dietary tricaprylin level on C8:0 availability in the stomach tissue in the MF groups. The
stomach tissue was dissected and the fatty acids of the fundus and corpus were analyzed. The C8:0
available in the different parts of the stomach is expressed as mean + SEM in % of FAs in the tissues. The
effect of the diet and the localization in the stomach tissue was analyzed using two-way ANOVA: (i) effect of
the diet on C8:0 availability, P<0.0001; (i) effect of the part of the stomach tissue studied on C8:0 availability,
P =0.0092; (iii) interaction between the two factors, P = 0.0387.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.g001

(fundus and corpus) was realized in the MF groups (Fig 1) and showed again a dose-dependent
increase in C8:0, the level of C8:0 being significantly higher in the fundus than in the corpus.

Concerning palmitic acid (S1 Table), the higher level of dietary C16:0 in MF-0 rats led to a
significant increase in the % of C16:0 only in mesenteric and subcutaneous adipose tissues,
compared to MF-8 and MF-21 rats. The lower intake in palmitic acid in MF-8 and 21 diets was
likely compensated by an increased endogenous synthesis of this FA.

Plasma acylated and unacylated ghrelin

Under fed conditions. The plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were
measured in the blood collected on rats under fed conditions after 3 and 5 weeks on the experi-
mental diets (Fig 2). The plasma total ghrelin was calculated by adding the acylated and unacy-
lated ghrelin concentrations. After 3 weeks (Fig 2A) and 5 weeks (Fig 2B), the acylated ghrelin
concentration was not modified by the dietary C8:0 levels. Conversely the concentration of
unacylated ghrelin was significantly lower in the MF-8 and MF-21 groups than in the control
group after 3 weeks (Fig 2A) and significantly lower in the MF-21 group than in the control
group after 5 weeks (Fig 2B). Due to the lower levels of unacylated ghrelin, the total ghrelin
concentration was also decreased when C8:0 was present in the diets. As a consequence, the
acylated to total ghrelin ratios were significantly higher (Fig 2C) in the MF-8 and MF-21
groups than in the control group after 3 weeks and significantly higher in the MF-21 group
compared with the control group with intermediate level for the MF-8 group after 5 weeks (Fig
2D).

Plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were similarly measured in the
blood collected on fed rats of the HF groups (S1 Fig). Once again, no effect of dietary C8:0 was
shown on the acylated ghrelin concentrations but a significantly lower level of unacylated ghre-
lin concentrations was detected in the HF-21 group than the HF-0 group. In the CR groups,
the C8:0 dietary level did not modify significantly the concentration of acylated and unacylated
ghrelin whatever the diet duration (S2 Fig).
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Fig 2. Effect of dietary tricaprylin level on the plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations, in the MF groups (fed state). (a) Acylated and
unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks of diet. Kruskal-Wallis test (K-W): (i) acylated ghrelin, P = 0.44; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.0018, Dunn’s
post tests, *P<0.05, **P<0.01; (iii) total ghrelin, P = 0.5824. (b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 5 weeks of diet. K-W test: (i) acylated
ghrelin, P = 0.56; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.029, Dunn’s post tests, *P<0.05; (iii) total ghrelin, P = 0.127. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 3 weeks of
diet. K-W test: P = 0.006, Dunn’s post tests, *P<0.05, **P<0.01. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 5 weeks of diet. K-W test: P = 0.0103, Dunn’s post

tests, *P<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.9002

Under fasted conditions. The plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations
were also measured in the blood collected on rats under fasted conditions after 2 and 4 weeks
on the experimental diets (Fig 3). Fig 3A and 3B show that the concentrations of both acylated
and unacylated ghrelin were significantly higher when MF rats were under fasted conditions
than under fed conditions (Fig 2). Whatever the diet duration, the plasma acylated ghrelin con-
centration was not significantly modified by the consumption of C8:0. After 2 weeks, the
unacylated ghrelin concentration was significantly lower in the MF-21 than in MF-0 group
(Fig 3A), as already shown under fed conditions. A similar but not significant downward trend
was shown after 4 weeks (Fig 3B). Consequently, a significant increase in the acylated/total
ghrelin ratio was shown after 2 weeks between the MF-8 and MF-0 (Fig 3C), but this effect dis-
appeared gradually after longer dietary periods (Fig 3D), as also shown previously under fed
conditions.

Concerning the rats of the HF groups under fasted conditions (S3 Fig) no significant effect
of the C8:0 dietary level was shown after 2 and 4 weeks on acylated or unacylated ghrelin
concentrations.

Stomach PPG mRNA level and ghrelin peptide expression

The stomach mRNA level of preproghrelin (PPG) gene was measured in the MF groups (Fig
4A) showing a linear decrease when dietary C8:0 increased. The expression level of ghrelin pep-
tide was quantified by immunochemistry in longitudinal sections of gastric mucosa for the MF
groups (Fig 4B and 4C) and the signal was measured in the corpus. The percent of cells
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Fig 3. Effect of dietary tricaprylin level on the acylated and unacylated ghrelin concentrations, in the MF groups (fasted state). (a) Acylated and
unacylated ghrelin concentrations after 2 weeks of diet. Kruskal-Wallis test (K-W): (i) acylated ghrelin, P = 0.0837; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.038, Dunn’s
post tests, *P<0.05; (jii) total ghrelin, P = 0.2345. (b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 4 weeks of diet. K-W test: (i) acylated ghrelin,

P = 0.4585; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.5643; (iii) total ghrelin, P = 0.65. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 2 weeks of diet. K-W test: P =0.0181, Dunn’s
post tests, *P<0.05. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 4 weeks of diet. K-W test: P = 0.3635.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.9003

expressing ghrelin in the corpus was higher in the MF-0 group (0.9% of total cell in the
mucosa) than in MF-8 or MF-21 groups (0.6% and 0.7% respectively) (P<0.01). The stomach
mRNA level of ghrelin O-acyltransferase (GOAT) gene was also measured in the MF groups
(54 Fig) showing no significant effect of dietary C8:0 on the enzyme expression.

Analysis of parameters putatively controlled by plasma ghrelin

Body weight and dietary consumption. In the MF groups, no significant differences on
body weight gain, final body weight and cumulative energy intakes were observed (Fig 5A, 5B
and 5C). In the CR-groups and HF groups (S5 Fig) no effect of the level of C8:0 was shown on
the weight gain and energy intake.

Fat mass and adiposity. Because adipose tissues are target organs for ghrelin [38] and are
also influenced by consumption of FAs, the impact of the diets on fat pad masses and on histo-
logical parameters of subcutaneous adipose tissues was studied. Fat pad masses were measured
for several adipose tissues (mesenteric, epididymal, subcutaneous, retroperitoneal and perire-
nal) in rats fed with the MF, CR and HF diets and no significant differences were observed (56
Fig). In the subcutaneous adipose tissue of the MF rats, Fig 6 shows that rats consuming both
the MF-8 and -21 diets exhibited an increased frequency of larger adipocytes compared with
the control group. As a consequence, the mean adipocyte size (Fig 6B) in the subcutaneous fat
of rats fed with both MF-8 and MF-21 (respectively 63 + 2 um and 63 + 2 um) was significantly
larger than in rats fed with the control diet (54 + 1 ym) (P<0.0001).
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Fig 4. Effect of tricaprylin on total ghrelin expression in the MF groups. (a) Preproghrelin mRNA level (in
fold change of the control MF-0) in the stomach tissue. Kruskal-Wallis (K-W) test: P = 0.004, Dunn’s post
tests, ¥*P<0.05, **P<0.01. (b) Quantification of total ghrelin staining in the gastric mucosa of the corpus. K-W
test: P =0.017, Dunn’s post tests, **P<0.01. (c) Ghrelin staining in gastric mucosa of MF-0, MF-8 and MF-21
groups.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.g004

Plasma parameters. The results obtained by measuring TG, total CH and glucose in
plasma collected at the sacrifice are presented in S2 Table. In the MF groups, no effect of
increasing dietary amounts of C8:0 was shown on these plasma parameters. The CR and HF
rats also displayed the same triglyceridemia and glycemia between groups receiving dietary
C8:0 and control groups.

Liver IGF-1 and pituitary GHSR-1a mRNA levels. The liver mRNA level of the IGF-1
gene (Fig 7) was analyzed because it is directly influenced by the GH secretion, itself regulated
by the acylated ghrelin via its binding to GHSR-1a receptor [39]. The expression was higher in
both MF-8 and MF-21 groups than in the control group, with a significant effect between MF-
21 and MF-0 rats. The analysis of the mRNA level of GHSR-1a gene in the hypothalamo-pitui-
tary complex did not show any difference of expression between the MF rats (data not shown).

Discussion

The discovery of ghrelin as the endogenous ligand of GHSR-1a receptor [17] and the descrip-
tion of its GOAT-catalyzed essential post-translational octanoylation [23,24] brought to light a
new issue which is to understand the physiological functions regulated by dietary C8:0. The
present study aimed at describing the effect of moderate to high dietary enrichment in caprylic
acid on several physiological parameters which may be either directly regulated by C8:0, since
MCFAs have specific metabolic properties, or indirectly by its ability to acylate the ghrelin. The
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Fig 5. Effect of tricaprylin on body weight gain and food intake in the MF groups. (a) Body weight gain in gram. Two-way repeated measurement
ANOVA: effect of the diet, P = 0.5275. (b) Final body weight in gram; Kruskal-Wallis (K-W) test: P = 0.9098. (c) Cumulative energy intakes in kcal. K-W test:

P =0.3393. Results are expressed as mean + SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.g005

animals received three dietary caprylic acid levels (0, 8 and 21% of FAs) in three different nutri-
tional conditions (moderate fat, caloric restriction and high fat). The rationale for such an
experimental design was to exacerbate the potential effects of dietary caprylic acid in different
nutritional conditions. Indeed, it has been shown in Goat(-/-) mice that the GOAT-ghrelin
axis helped to regulate glucose homeostasis in case of prolonged calorie restriction [22,40]. In
addition, it is known that the nutritional conditions influence the concentrations of acylated
and unacylated ghrelin [26,41]. Except the substitution with decreasing levels of the long chain
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Fig 6. Effect of tricaprylin in the MF groups on adiposity. (a) Frequency distribution of adipocyte diameter (um). (b) Adipocyte diameter (um), K-W test,

**P<0.01, Dunn’s ***P<0.001. Results are expressed as mean + SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.9006

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0133600 July 21,2015

12/21



@’PLOS ‘ ONE

Physiological Effects of Dietary Caprylic Acid

IGF-1 (Liver)

* %k

2.0+

1.54 T

=
-2
b
&
5
<
2
g 1.0-
§=
[
an
g
= 0.5 -
(5]
=
S
s
0.0 T v
MF-0 MF-8 MF-21

Fig 7. Effect of C8:0 in the MF groups on liver IGF-1 expression. IGF-1 mRNA level (in fold change). K-W
test, P = 0.009, Dunn’s post tests, *P<0.05. Results are expressed as mean + SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0133600.g007

saturated C16:0, the diet FA compositions were set to values achievable in human nutrition
when expressed as % energy [42].

We first investigated the effect of the three dietary caprylic acid levels on the stomach C8:0
availability to further correlate them with the plasma acylated ghrelin concentrations. C8:0 was
not detected in the liver or in the plasma (Table 3) after an 18h fast, confirming that it had
been rapidly taken up and catabolized by the liver [43], even in rats fed during 6 weeks with
high amounts of caprylic acid. Additionally, only a very low storage of this FA was shown in
different adipose tissues even with the higher C8:0 dietary level (Table 3), which is also consis-
tent with the described portal vein transport of MCFAs as free fatty acids [7]. Finally, dietary
C8:0 increased the C8:0 level in the stomach tissue more than in all other tissues (Table 3).
Moreover, the C8:0 amount was 2- to 3-fold higher in the fundus than in the corpus of both
MF-8 and -21 groups (Fig 1). These results are therefore consistent with an early preduodenal
hydrolysis of tricaprylin and direct absorption of C8:0 at the gastric level, starting in the first
part of the stomach. The digestion of dietary fat is a complex and dynamic process which starts
in the upper gastrointestinal tract under the action of preduodenal lipase (gastric lipase in
humans or its homologous lingual lipase in rats) and is completed in the small intestine by pan-
creatic lipase. Although the existence and functional importance of a preduodenal lipase was
disputed in the past [4], it is now described as contributing to 15-20% of the whole lipolysis
process [44]. This preduodenal lipase may play two important roles in triggering the action of
pancreatic lipase [45] and driving the early release of short and medium chain FAs that can
therefore be directly absorbed in the stomach [5], which is consistent with our results
(Table 3). The amounts of MCFAs absorbed by the gastric mucosa, the mechanism of this
absorption [46] and the metabolic fate of C8:0 which could be used to acylate proghrelin are
still unknown. Since the maximum C8:0 stomach content of the rats fed with the highest
enriched diet only reached 1.2% of the total FAs (Table 3), our results suggested either that this
absorption was limited or that the absorbed gastric caprylic acid was rapidly catabolized. Inter-
estingly, in the control group receiving no C8:0, a very low but detectable amount of C8:0
(0.07% of FAs) was found in the stomach (Table 3). This suggests a possible endogenous syn-
thesis which has been described for instance in rat liver for C14:0 but not yet for C8:0 [47].
Thus, the present work demonstrates that dietary C8:0 provided the stomach cells (especially
the fundus cells) with caprylic acid.
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The next issue was to determine if this higher available stomach C8:0 level influenced the
stomach total ghrelin expression and increased the concentration of circulating acylated ghre-
lin, after the action of the gastric GOAT enzyme. Indeed, Nishi et al. detected heptanoylghrelin
[25] or decanoylghrelin [48] in the stomachs of mice fed with triheptanoin or tricaprin. This
suggests that ingested MCFAs were directly utilized for the ghrelin acylation. In ruminants, the
ingestion of MCFAs during 2 weeks by lactating dairy cows also increased plasma acylated
ghrelin concentrations [49]. In the present study, the stomach preproghrelin mRNA levels (Fig
4A) and the total ghrelin peptide (acylated and unacylated forms) expression, quantified by
immunohistochemistry in the stomach (Fig 4B and 4C), displayed a linear decrease when die-
tary C8:0 increased. The plasma acylated ghrelin concentration was stable regardless the die-
tary C8:0 levels in fed (Fig 2A and 2B) and fasted (Fig 3A and 3B) MF rats. A similar stability
was shown in fed (S1A and S1B Fig) and fasted (S3A and S3B Fig) HF rats. In contrast, a repro-
ducible significant decrease in the plasma unacylated ghrelin concentration was shown in fed
(Fig 2A and 2B) and fasted (Fig 3A and 3B) MF rats with the increase in dietary C8:0. This
decrease was also shown in fed HF rats (S1A and S1B Fig), but not in fed CR rats (S2A and S2B
Fig) which may be explained by the rapid food consumption of some of the CR animals (fed at
2 p.m. the day before blood collection) that made the nutritional status (fed or fasted) of the
animals more random.

The decrease in unacylated ghrelin led to a reproducible increase in the acylated/total ghre-
lin ratio in fed and fasted MF rats (Fig 2C and 2D) and in fasted HF rats (S3C and S3D Fig). A
similar although not significant increase was shown in fed HF rats (S1C and S1D Fig). As
shown by these ratios, acylated ghrelin accounted for 30-60% of the total circulating ghrelin
with the highest ratios in the plasma of rats fed with 21% C8:0. Although circulating acylated
ghrelin was generally described as 10% of the total ghrelin in humans [50], acylated ghrelin
concentration has been experimentally underestimated due to its quick degradation [51]. It
seems that acylated ghrelin could actually represent around 30 to 50% of the total ghrelin in
humans and in rodents [25], which would be consistent with our results.

These results may appear to be different from those obtained from previous studies showing
that the ingestion by mice of free MCFAs or MCT's increased the stomach acylated ghrelin
whereas the total amount of ghrelin remained unchanged [25]. However, there are still conflict-
ing results regarding the effects of dietary lipids on ghrelin response. Initially, it was proposed
that a fat-rich diet decreases plasma total ghrelin levels [52], but more recently it has been
established that the suppression of ghrelin by lipids is relatively weak [53]. The maturation and
secretion of stomach ghrelin is indeed a complex process regulated by different parameters
such as dietary LCFAs and MCFAs and by fat sensing receptor (G protein-coupled receptor
120, free fatty acid receptor 1) [54]. The circulating ghrelin is additionally submitted to clear-
ance and rapid de-acylation or degradation. For instance, a ghrelin deacylation enzyme (acyl-
protein thioesterase-1, APT1) has recently been described, that can des-acylate ghrelin in the
plasma [55]. Moreover, acylated ghrelin has been shown to form a complex with larger proteins
like immunoglobulins (Ghrelin-reactive IgG) [56] that protects the acylated form from degra-
dation. Some studies assaying total ghrelin in plasma have also reported lower levels in obese
subjects, due to lower levels of unacylated ghrelin, whereas acylated ghrelin remained stable,
suggesting a specific decreased degradation of acylated ghrelin in obese [56]. In humans, it has
also been shown that the GOAT enzyme was present in the blood, which could modify the bal-
ance between de-acylation and re-acylation [57]. In a study on the role of the gustatory G-pro-
tein in the sensing of FAs for the octanoylation of ghrelin, ingested MCFAs increased stomach
acylated ghrelin but did not change the plasma ghrelin concentration [58]. For all these rea-
sons, the concentration of both the acylated and unacylated plasma ghrelin may not simply
reflect the stomach concentration [59]. In the present study, we observed decreased unacylated
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ghrelin and stable acylated ghrelin concentrations in the plasma and decreased total ghrelin in
the stomach, with tricaprylin consumption. We can therefore speculate that the secretion of
ghrelin from the stomach to the plasma remained unchanged with tricaprylin consumption.
The stable levels of stomach GOAT mRNA (54 Fig) in the MF animals also suggest that C8:0
had no effect on ghrelin octanoylation but the activity of the enzyme was not assessed. Interest-
ingly, high levels of acylated ghrelin were measured in the MF-0 rats receiving no dietary C8:0.
Thus, the low stomach C8:0 level observed in the MF-0 group (Table 3) could be enough to
supply the octanoyl-CoA co-substrate used to acylate the proghrelin. Some studies suggested
that the availability of MCFAs are rate-limiting for the acylation and activation of ghrelin [60]
but our results showed stable concentrations of plasma acylated ghrelin whatever the dietary
C8:0 levels and decreasing concentrations of its corresponding unacylated form.

These results raised the question of the physiological impact of the increased acylated/total
ghrelin ratio resulting from stable plasma acylated ghrelin and decreased unacylated ghrelin.
The acylated ghrelin is best known for its orexigenic actions in the central nervous system,
involved in the regulation of food intake and thereby in weight control [61]. In the present
study, we did not observe any effect of dietary C8:0 on body weight gain and food intake levels
in the MF groups (Fig 5). The rats fed with the HF diets (S5B, S5D and S5F Fig) displayed the
same weight gain, final body weight and cumulative energy intake than rats fed with the MF
diets. Even fed ad libitum with the high fat diets, these rats have controlled their food intake at
a similar level than the MF rats. This may explain why the plasma ghrelin level in HF groups
was unchanged compared with MF groups. In the CR groups (S4A, S4C and S4E Fig), the same
weight gain and final body weight were observed, but with a trend to decreased final body
weight with MF-21 diet consumption. These results are consistent with the stable concentra-
tions of plasma acylated ghrelin and suggest the absence of physiological effects of the
increased acylated/total ghrelin ratios. Indeed an intracerebral acylated ghrelin administration
increased body weight by stimulating food intake and by inhibiting energy expenditure and fat
catabolism [62]. However, ghrelin-null mice did not exhibit altered food intake nor altered
expression of hypothalamic neuropeptides involved in the regulation of appetite. This explains
why the essentiality of endogenous ghrelin in the regulation of food intake now appears contro-
versial [63]. In addition, when related to dietary lipids and especially dietary MCFAs, the
importance of the so-called GOAT-ghrelin-GHSR-1a axis on these parameters is unclear.
Nishi et al [48] found no effect on body weight and food intake after feeding mice during two
weeks with diets enriched in tricaprylin or tricaprin compared to control diets. However, feed-
ing GOAT-null mice with MCT-enriched diets during 8 weeks resulted in significantly lower
body weight compared with control mice [26]. By contrast, the use of MCT-enriched diets in
the limitation of adiposity has been somewhat successful in humans [14,15,64,65] and in rats,
when substituted for LCFAs in excess [11,12,66]. A systematic review of the literature con-
cluded that MCTs had effectively a short-term reducing effect on weight gain in rats but that
this effect disappeared in the long term studies [67], probably due to metabolic adaptation to
this diet. In the present study, because dietary C8:0 was shown to be rapidly catabolized, the
energy expenditure may have been increased. This may in turn have had an additional inverse
effect on ghrelin which is a key component of the regulation of energy balance.

No effects of the dietary C8:0 levels and increasing acylated/total ghrelin ratios were neither
shown on the plasma glucose and circulating lipids (S1 Table) in the MF, HF or CR groups.
Acylated ghrelin was previously described as a modulator of glucose homeostasis [68], but the
implication of the GOAT-ghrelin system was recently shown to be unessential for the mainte-
nance of euglycemia during a prolonged calorie restriction [69].

Finally, since little or no effects of the increased acylated/total ghrelin ratio or decreased
unacylated ghrelin were shown on the previously described physiological parameters, we
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wondered if other parameters involved in the ghrelin-GOAT system regulation could be mod-
ulated. Since the acylated ghrelin has a major role to facilitate GH secretion [70], we therefore
measured the liver insulin-like growth factor-1 (IGF-1) mRNA levels (Fig 7) in order to obtain
an assessment of the average amount of GH being produced. The expression of IGF-1 was sig-
nificantly higher in the MF-21 rats than in the control group. Because plasma acyl ghrelin was
constant in our study, we could hypothesize that the increased ratio of acylated/total ghrelin
may have led to the activation of IGF-1 transcription via the GH releasing activity of GHSR-1a.
Several studies have shown that unacylated ghrelin may act as a competitive inhibitor of acyl-
ated ghrelin for the GHSR-1a receptor [71,72]. Therefore, the decrease in plasma unacylated
ghrelin may increase the binding of stable acylated ghrelin to its receptor.

In addition, the animals consuming tricaprylin displayed an increase in the mean diameter
of adipocytes in subcutaneous adipose tissue with no increase in the fat mass (Fig 6). This result
can be explained either by a lower differentiation of preadipocytes into adipocytes leading to
hypoplasia and/or by a hypertrophy of adipocytes. The link between MCFAs and adiposity is
unclear since they decreased lipid accumulation in mouse 3T3-L1 preadipocytes [73] but not
in human adipocytes [74]. In the present study, it seems difficult to relate the increase in adipo-
cyte diameter given the low presence of C8:0 in adipose tissue. Concerning now the effects of
acylated and/or unacylated ghrelin on adipogenesis, bibliographic data are also conflicting
[75]. The action of ghrelin on adipogenesis may first be independent on its binding with the
Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a (GHSR-1a), as demonstrated in several studies
[76,77], and we can hypothesize in the present study that the decrease in plasma total ghrelin
with tricaprylin consumption led to a decreased differentiation of preadipocytes or increased
hypertrophy of adipocytes. The action of ghrelin on adipogenesis could secondly be dependent
on the GHSR-1a, and we can then hypothesize that the increased plasma acylated/total ghrelin
ratio with C8:0 consumption decreased the differentiation of adipocytes.

To conclude, daily feeding with dietary C8:0 increased the C8:0 level in the stomach cells
more than all the other tissues and affected the plasma acylated/total ghrelin ratio by decreas-
ing the concentration of unacylated ghrelin. This increased ratio was however not associated
with increased body weight or dysregulation of food consumption, which were previously asso-
ciated with the ghrelin-GOAT-GHSR-1a axis. In western countries, total dietary MCFAs repre-
sent less than 2% of total dietary energy including 1 to 2% of caprylic acid in milk fat. In terms
of dietary recommendations, these results do not give any argument to limit the current con-
sumption of foods containing caprylic acid [78]. Further studies are however needed to clarify
the dose effect of caprylic acid on adipocyte differentiation.

Supporting Information

S1 Fig. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin concentrations in HF
groups (fed state). (a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks of diet.
Kruskal-Wallis test (K-W): (i) acylated ghrelin, P = 0.201; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.04,
Dunn’s post tests, “P<0.05; (iii) total ghrelin, P = 0.033, Dunn’s post tests, $p<0.05. (b) Acyl-
ated and unacylated ghrelin concentrations after 5 weeks of diet. K-W test: (i) acylated ghrelin,
P =0.304; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.023; Dunn’s post tests, *P<0.05; (iii) total ghrelin,

P =0.2938. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 3 weeks of diet. K-W test: P = 0.0669. (d)
Acylated/total ghrelin ratios after 5 weeks of diet. K-W test: P = 0.0653.

(TIF)

S2 Fig. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin concentrations in CR
groups (fed state). (a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 3 weeks; Kruskal-
Wallis test (K-W): (i) acylated ghrelin, P = 0.0714; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.1321; (iii) total
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ghrelin, P = 0.1321. (b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 5 weeks; K-W
test: (i) acylated ghrelin, P = 0.9929; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.6286; (iii) total ghrelin,

P =0.9929. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 3 weeks; K-W test, P = 0.0250, Dunn’s post
tests, “P<0.05. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 5 weeks; K-W test, P = 0.2071.

(TTF)

S3 Fig. Effect of tricaprylin on acylated and unacylated ghrelin concentrations in HF
groups (fasted state). (a) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 2 weeks; Krus-
kal-Wallis test (K-W): (i) acylated ghrelin, P = 0.0958; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.5380; (iii)
total ghrelin, P = 0.3532. (b) Acylated and unacylated ghrelin concentrations after 4 weeks;
K-W test: (i) acylated ghrelin, P = 0.6808; (ii) unacylated ghrelin, P = 0.8580; (iii) total ghrelin,
P =0.9826. (c) Acylated/total ghrelin ratios after 2 weeks; K-W test, P = 0.0076, Dunn’s post
tests, “P<0.05, **P<0.01. (d) Acylated/total ghrelin ratios after 4 weeks, K-W test, P = 0.2248.
(TIF)

$4 Fig. Effect of C8:0 in the MF groups on stomach GOAT (MBOAT4) expression. GOAT
mRNA level (in fold change). K-W test, P>0.05. Results are expressed as mean + SEM.
(TIF)

S5 Fig. Effect of tricaprylin on body weight gain and food intake in CR groups (70% of ad
libitum) and HF groups. (a) Body weight gain (in gram) in CR groups. Two-way repeated
measurement ANOVA: effect of the diet, P = 0.0662. (b) Body weight gain (in gram) in HF
diets. Two-way repeated measurement ANOV A: effect of the diet, P = 0.5743. (c) Final Body
weight (in gram) after 6 weeks on CR diets. Kruskal-Wallis test (K-W): P = 0.0714. (d) Final
Body weight (g) after 6 weeks on HF diets. K-W test: P = 0.5097 (e) Cumulative energy intake
after 6 weeks of CR diets (in Kcal); SEM is equal to zero because the rats ate their whole daily
food ration; (f) Cumulative energy intake after 6 weeks on HF diets (in Kcal). K-W test:

P =0.9286 Results expressed as mean + SEM.

(TIF)

S6 Fig. Effect of tricaprylin on body fat percentage in MF, CR and HF groups. Masses of
mesenteric, epididymal, subcutaneous and retroperitoneal relate to total body weight. K-W
test: MF groups, P = 0.9384; HF groups, P = 0.6737; CR groups, P = 0.096.

(TIF)

S1 Table. Effect of the diets in the MF groups on the C16:0 availability in different tissues.
Results expressed as mean + SEM.
(TIF)

S2 Table. Effect of tricaprylin on triglyceridemia, cholesterolemia and glycemia in MF, CR
and HF groups. Results expressed as mean + SEM.
(TIF)
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Résumé

L’acylation d’une protéine correspond a la formation co- ou post-traductionnelle d’une liaison covalente entre un acide gras activé en acyl-CoA
et un résidu d’acide aminé de la protéine substrat. Les acides gras utilisés par la cellule pour acyler des protéines sont trés majoritairement saturés.
On parle alors, respectivement, de palmitoylation (S-acylation) lorsqu’une liaison thioester se forme entre 1’acide palmitique (C16:0) et la chaine
latérale d’une cystéine, de myristoylation N-terminale lorsqu’une liaison amide intervient entre 1’acide myristique et la fonction amine d’une glycine
N-terminale, et d’octanoylation (O-acylation) lorsqu’une liaison ester apparait entre 1’acide caprylique (ou octanoique, C8:0) et la chaine latérale
d’une sérine. L’acylation concerne de trés nombreuses protéines (enzymes, récepteurs, oncogenes, suppresseurs de tumeur, protéines impliquées
dans la transduction des signaux, protéines de structure eucaryotes et méme virales) et exerce une grande variété de fonctions dans les régulations
cellulaires, puisque la liaison covalente d’un acide gras a une protéine change son hydrophobicité et permet de réguler I’ancrage de la protéine a
la membrane, de modifier son adressage subcellulaire ou encore d’induire des interactions entre sous-unités protéiques. La découverte progressive
de nombreuses protéines acylées, dont la fonction est régulée par I’acylation, donne donc un nouvel intérét fonctionnel a ces acides gras saturés.
L’objectif de cette revue est de synthétiser les découvertes récentes sur les différentes classes d’acylation des protéines et sur les fonctions cellulaires
émergentes que cette acylation procure a certains acides gras saturés. Le lien entre ces mécanismes moléculaires et les apports alimentaires en
acides gras saturés est finalement discuté.
© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Abstract

Fatty acid acylation of proteins corresponds to the co- or post-translational covalent linkage of a fatty acid, activated in the form of acyl-CoA,
to an amino acid residue of the substrate protein. The cellular fatty acids which are involved in protein acylation are mainly saturated fatty acids.
Palmitoylation (S-acylation) corresponds to the reversible attachment of palmitic acid (C16:0) to the side chain of a cysteine residue via a thioester
bond. N-terminal myristoylation refers to the covalent attachment of myristic acid (C14:0) by an amide bond to the N-terminal glycine of many
eukaryotic and viral proteins. Octanoylation (O-acylation) typically concerns the formation of an ester bond between octanoic acid (caprylic acid,
C8:0) and the side chain of a serine residue of the gut and brain peptide ghrelin. An increasing number of proteins (enzymes, receptors, oncogenes,
tumor suppressors, proteins involved in signal transduction, eukaryotic and viral structural proteins) have been shown to undergo fatty acid acylation.
The acyl moiety can mediate protein subcellular localization, protein—protein interaction or protein—membrane interaction. Therefore, through the
covalent modification of proteins, saturated fatty acids exhibit emerging specific and important roles in modulating protein functions. This review
provides an overview of the recent findings on the various classes of protein acylation leading to the biological ability of saturated fatty acids to
regulate many pathways. Finally, the links between these elucidated biochemical mechanisms and the physiological roles of dietary saturated fatty
acids are discussed.
© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Les acides gras saturés sont souvent réputés sans intérét fonc-
tionnel, voire méme néfastes pour la santé en termes de risques
cardiovasculaires [1,2]. Pourtant, les fonctions cellulaires et
physiologiques récemment décrites de ces acides gras gagne-
raient a étre mieux connues [3]. Plus précisément, la plupart des
conclusions négatives englobent « les acides gras saturés », sans
distinguer leurs structures, leurs fonctions et leurs caractéris-
tiques métaboliques [4]. Or, parmi les acides gras saturés, trois
au moins sont concernés par une utilisation métabolique tres spé-
cifique dans la cellule, qui s’appelle I’acylation des protéines
[5]. Elle consiste en la formation co- ou post-traductionnelle
d’une liaison covalente entre 1’acide gras activé en acyl-CoA et
un résidu d’acide aminé de la chalne polypeptidique des pro-
téines substrats. Les acides gras saturés concernés (Fig. 1) sont,
par ordre de longueur de chaine carbonée décroissante, 1’acide
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Fig. 1. Les différentes classes d’acylation des protéines par des acides gras satu-
rés. A. La myristoylation N-terminale correspond a la formation d’une liaison
amide entre 1’acide myristique et la glycine N-terminale de la protéine sub-
strat. B. La S-acylation correspond a la formation d’une liaison thioester entre
I’acide palmitique et la chaine latérale d’une cystéine interne. C. La O-acylation
correspond a la formation d’une liaison ester entre un acide gras saturé (acide
palmitique, acide caprylique) et la chaine latérale d’une sérine interne.

palmitique (C16:0) [6], I’acide myristique (C14:0) [7] et, plus
récemment découvert, 1’acide caprylique ou octanoique (C8:0)
[8]. D’ autres acides gras saturés comme I’ acide laurique (C12:0)
[9], I’acide caprique (C10:0) et I’acide caproique (C6:0) [10]
pourraient également étre impliqués de facon plus exception-
nelle dans ces réactions. La liaison de 1’acyl-CoA saturé avec
la protéine substrat (Fig. 1) fait intervenir soit la chaine latérale
d’un résidu cystéine ou sérine interne d’une chaine polypep-
tidique (S- ou O-acylations latérales), soit la fonction amine
d’une glycine N-terminale (myristoylation N-terminale). La
découverte progressive de nombreuses protéines acylées, dont
la fonction cellulaire est modifiée par 1’acylation, donne donc un
nouvel intérét fonctionnel a ces acides gras saturés. L objectif
de cette revue est de synthétiser les découvertes récentes sur les
différentes classes d’acylation des protéines et sur les fonctions
cellulaires émergentes que cette acylation procure a certains
acides gras saturés. Le lien entre ces mécanismes moléculaires
et les apports alimentaires en acides gras saturés est finalement
discuté.

2. L’acylation des protéines : enzymes impliquées,
mécanismes et régulations

2.1. La myristoylation N-terminale et les
N-myristoyltransférases (NMT)

La myristoylation N-terminale (N-acylation) consiste en la
formation d’une liaison amide irréversible entre un acide myris-
tique (C14:0), activé en myristoyl-CoA, et une protéine substrat
qui doit posséder obligatoirement une glycine a son extrémité
N-terminale (Fig. 1A et Tableau 1) [7]. Cette réaction est cata-
lysée par la myristoyl-CoA : protéine N-myristoyltransférase
(NMT ; EC 2.1.3.97). L’enzyme a été purifiée et clonée dans de
nombreux organismes [11]. Deux geénes (Nmtl et Nmt2) codant
pour deux protéines (NMT1 et NMT?2) ont été identifiés chez
I’homme et la souris [12], chez le rat [ 13], ainsi que chez certains
végétaux comme Arabidopsis thaliana [14,15].

L affinité de la NMT dépend de la séquence N-terminale de
la protéine substrat : la présence d’une glycine N-terminale est
obligatoire [16,17], mais la suite de la séquence consensus est
moins bien décrite (Fig. 2). Une sérine en position 5 (qui peut
parfois étre remplacée par une thréonine ou une cystéine) et
des résidus basiques en position 7 et 8 favorisent 1’ affinité de la
NMT pour le substrat [18]. Bien que la définition d une séquence
consensus N-terminale de myristoylation reste approximative,
plusieurs outils informatiques de prédiction ont été développés
[19-21]. La NMT possede également une forte affinité pour son
autre substrat, le myristoyl-CoA, en raison de la structure de
son site catalytique [22]. Des études menées in vitro ont en effet
montré que I’affinité de I’enzyme pour les palmitoyl-CoA et
lauroyl-CoA [23], ou encore pour les acyl-CoAs saturés impairs
qui encadrent 1’acide myristique (C13:0 et C15:0) [24], est signi-
ficativement plus faible que pour le myristoyl-CoA [25]. Seule
exception a cette regle, une « hétéroacylation » qui a été décrite
dans la rétine des mammiferes et des amphibiens [26,27] : dans
ce tissu, I’acide laurique (C12:0) et deux formes rares d’acides
gras insaturés a 14 carbones (les C14:1 n-9 et C14:2 n-6) peuvent
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Tableau 1

Synthese des connaissances sur les enzymes impliquées dans 1’acylation des protéines par des acides gras saturés.

Enzyme N-myristoyltransférase (NMT) Protéine S-acyltransférase (PAT) Ghréline O-acyltransférase
(GOAT)
Famille GNAT (GCNS5-related Protéines a domaine DHHC MBOAT (membrane-bound-

N-acetyltransferase)
Réaction catalysée
Acyl-CoA substrat (majoritaire)
Résidu d’acide aminé du substrat protéique

Myristoyl-CoA
Glycine N-terminale

Type de liaison Amide

Stade du mécanisme Co- et post-traductionnel
Réversibilité de la liaison Irréversible

Nombre d’isoformes de 1’enzyme chez ’homme 2 (NMT1 et NMT2)
Localisation subcellulaire de I’enzyme Cytosol

Nombre de substrats protéiques

Myristoylation (N-acylation)

60 protéines bien décrites chez
I’homme, 200 a 300 prédites

O-acyltransferases)
Octanoylation (O-acylation)
Octanoyl-CoA

Sérine interne

Palmitoylation (S-acylation)
Palmitoyl-CoA
Cystéine interne

Thioester Ester
Post-traductionnel Post-traductionnel
Réversible Réversible
Jusqu’a 24 (DHHC1 a 25) 1

Membranaire et dans de nombreux
compartiments subcellulaires
Plusieurs centaines

Réticulum endoplasmique

1 (la ghréline)

remplacer 1’acide myristique comme substrat de la myristoyla-
tion, phénomene sans explication actuelle [28-30].
Initialement, la myristoylation N-terminale a été décrite
comme un mécanisme cotraductionnel [31]. La glycine N-
terminale de la protéine en cours de traduction est exposée a
I’action de la NMT (Fig. 2A), apres clivage de la méthionine
initiatrice par la méthionyl-aminopeptidase [32]. Plus récem-
ment, une myristoylation post-traductionnelle a également été
mise en évidence dans des cellules en apoptose [33,34]. La
glycine nécessaire a la myristoylation est dans ce cas exposée
apres clivage de la protéine substrat par des caspases, ce qui
dévoile un site initialement caché de myristoylation (Fig. 2B).
Le nombre identifié de protéines substrats de la myristoylation
post-traductionnelle est en augmentation constante [35]. La

A : Myristoylation co-traductionnelle

protéine pro-apoptotique Bid (famille des BCL-2) [33], ’actine
[36], la PAK2 (p21-activated kinase 2) [37] ou encore la PKCe
(protein kinase C ¢) [38] sont des exemples de ce mécanisme
post-traductionnel.

Les données disponibles sur la régulation de I’activité de la
NMT sont réduites. Un mécanisme de phosphorylation de la
NMT par des Src tyrosine kinases [39] a été décrit, ainsi que par
les Lyn et Fyn kinases, qui sont elles-mémes myristoylées [40].

2.2. La S-acylation des protéines et les palmitoyl
S-acyltransférases (PAT)

La S-acylation correspond a la formation d’une liaison thioes-
ter post-traductionnelle réversible entre la chaine latérale d’un
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Fig. 2. Comparaison du mécanisme cotraductionnel (A) et post-traductionnel (B) de la myristoylation N-terminale.
D’apres [34].
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résidu cystéine interne de la protéine substrat et un acide gras
(Fig. 1B et Tableau 1) [41]. Du fait de son abondance dans la
cellule, cet acide gras est trés majoritairement 1’acide palmi-
tique (C16:0) activé en palmitoyl-CoA [42,43], d’ou le terme de
palmitoylation pour désigner ce type d’acylation. Cependant,
d’autres acides gras, tels que les acides stéarique (C18:0) ou
arachidonique (C20:4 n-6), ont également été identifiés sur des
protéines S-acylées [44,45].

La S-acylation est catalysée par la famille récemment iden-
tifiée des palmitoylacyltransférases (PAT) qui posseédent un
domaine catalytique DHHC (Asp-His-His-Cys) commun. Ce
sont des enzymes membranaires qui contiennent quatre a six
domaines transmembranaires [46]. Le motif DHHC, domaine
en doigt de zinc, est nécessaire a 1’activité acyltransférase des
PAT [47]. Les PAT sont assez mal décrites et font encore 1’objet
de nombreuses recherches, en raison de leur difficulté a &tre puri-
fiées [25]. A I’heure actuelle, 24 isoformes de PAT possédant un
domaine DHHC ont été identifiées chez les mammiferes, alors
que la levure n’en possede que sept [46]. De nombreuses études
assez récentes de co-expression ont montré que certaines PAT
palmitoylent une large gamme de substrats protéiques, contrai-
rement a d’autres qui sont trés spécifiques [46]. Par exemple,
les DHHC3 et 7 ont plus d’une vingtaine de substrats connus,
alors que les DHHC4 et 5 semblent spécifiques d’un seul sub-
strat [46]. Aucune séquence consensus de palmitoylation de la
protéine substrat n’est clairement décrite, mais il semblerait que
la présence d’une cystéine, proche d’une glycine myristoylée,
ou proche de I’interface membrane-cytoplasme soit requise pour
entrainer la palmitoylation [48,49].

En raison du nombre important d’isoformes de la famille
DHHC, et de leur répartition dans différents compartiments
subcellulaires, on suppose que la machinerie cellulaire de

palmitoylation est hautement régulée, mais les données dispo-
nibles pour confirmer cette hypotheése sont rares.

2.3. La O-acylation et la ghréline O-acyltransférase
(GOAT)

La O-acylation consiste en la formation d’une liaison ester
post-traductionnelle réversible entre un acide gras saturé et
la chaine latérale d’un résidu sérine de la protéine substrat
(Fig. 1C et Tableau 1) [50]. Pendant longtemps, la O-acylation
a été décrite comme un mécanisme autocatalytique et faisant
majoritairement intervenir I’acide palmitique [51]. Récemment,
I’enzyme qui catalyse la O-acylation de la ghréline (la seule
hormone orexigeéne circulante actuellement décrite [52]) par
I’acide caprylique (ou acide octanoique, C8:0) a été identifiée
[53]. 1l s’agit donc du premier et unique cas d’octanoylation
connu chez les mammiferes [53]. L’enzyme, qui appartient a la
famille des Membrane-bound O-acyltransferase (MBOAT), a
été appelée la ghréline O-acyltransférase (GOAT ou MBOAT4)
[54]. C’est une protéine membranaire de 435 acides aminés
possédant huit domaines transmembranaires [53]. Deux rési-
dus Asn-307 et His-338 présents dans le site catalytique de la
GOAT semblent indispensables a I’activité de I’enzyme et sont
d’ailleurs conservés parmi les autres membres de la famille des
MBOAT [53,55].

Le mécanisme d’octanoylation et de maturation de la ghré-
line a également été récemment décrit (Fig. 3). Apres avoir été
traduite dans 1’estomac, la pré-pro-ghréline est clivée une pre-
miere fois par une peptidase signal pour donner la pro-ghréline.
La pro-ghréline est ensuite acylée par un octanoyl-CoA, par une
liaison ester sur la chaine latérale du résidu Ser-3, sous I’action
de la GOAT. D’apres Yang et al. [53], la séquence peptique
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Ghréline O-acyltransférase (GOAT)

v
pro-ghréline acylée 94

1
| ghréline |

1

Maturation par protéolyse par PC1/3

(prohormone convertase)
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Fig. 3. Mécanisme de maturation et d’octanoylation post-traductionnelle de la ghréline.
D’apres [55].
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Gly-Ser-Ser-Phe-Leu, qui correspond aux cinq acides aminés
N-terminaux de la pro-ghréline, serait requise pour la recon-
naissance du substrat par la GOAT. Ensuite, la pro-ghréline
octanoylée est clivée une seconde fois par la prohormone conver-
tase 1/3 (PC1/3), pour former la ghréline active (peptide de
28 acides aminés) et acylée [55]. Apres maturation, le peptide
octanoylé est sécrété dans la circulation sanguine afin d’exercer
son rdle hormonal.

Tout comme son substrat peptidique, la GOAT est trés majo-
ritairement synthétisée au niveau du systéme gastrique. Son
activité semble régulée par la disponibilité en nutriments dans
I’estomac et 1’intestin [53], mais aussi par la disponibilité
en acides gras alimentaires, par le niveau de dépense éner-
gétique de l’organisme ainsi que par la masse adipeuse de
I’individu [56].

3. Protéines acylées et conséquences fonctionnelles de
P’acylation

L’acylation concerne de nombreuses protéines, telles que des
enzymes, des récepteurs, des oncogenes, des suppresseurs de
tumeur, des protéines impliquées dans la transduction du signal
ou encore des protéines de structure eucaryotes et méme virales
[20,57]. Le nombre de protéines acylées identifiées augmente
fortement actuellement en raison du développement des outils
de prédiction bioinformatique, et des méthodologies de pro-
téomique et de marquage cellulaire par des analogues d’acides
gras tels que les alcynes [38,58]. En raison de la diversité des

Tableau 2
Liste non exhaustive montrant la diversité des protéines acylées.

types d’acylation et de la variété des substrats acylés, la diffi-
culté est ici de rester synthétique, sans multiplier les exemples.
De nombreuses études ont cependant évalué I’impact global de
I’acylation sur les protéines cibles et ont démontré que la liaison
covalente d’un acide gras a une protéine change son hydropho-
bicité et permet donc de réguler I’ancrage de la protéine a la
membrane, de modifier son adressage subcellulaire ou encore
d’induire des interactions entre sous-unités protéiques [25].

3.1. Protéines myristoylées et conséquences de la
myristoylation

Rappelons tout d’abord que la myristoylation des protéines
est nécessaire a la vie. Chez la levure, la délétion du gene
unique codant pour la NMT est 1étale [S9]. Chez la drosophile,
la délétion du seul gene connu affecte profondément le dévelop-
pement [60]. Chez la souris, les knock-out NMT1 [61] ne sont
pas viables (arrét du développement embryonnaire a un stade
précoce). La myristoylation est enfin nécessaire au développe-
ment de plusieurs parasites et champignons pathogeénes [62].
A Iinverse, la myristoylation aberrante de la protéine SHOC2,
causée par une mutation génétique d’une sérine N-terminale
en glycine (qui devient myristoylée), entraine 1’adressage de
cette protéine vers la membrane plasmique plutdt que vers le
noyau (lieu d’activation classique de la transcription des genes
de la voie de signalisation Ras/MAP-kinase). Ce dysfonction-
nement conduit a I’apparition du syndrome « Noonan-like », les
sujets présentant un facies caractéristique, une déformation du

Familles de protéines Protéines myristoylées

Protéines palmitoylées Protéines octanoylées

Enzymes Protéine kinase AMPc-dépendante
Calcineurine B

Nitric oxyde synthase endothéliale (eNOS)
NADH-cytochrome b5 réductase

Dihydrocéramide A4-désaturase

PAK?2 (p21-activated kinase 2) et PKCe (protein

kinase C ¢) (post-traductionnelle)
Hormones peptidiques

Oncogenes Petites protéines G (famille ras)

Suppresseurs de tumeurs Fus-1
MARCKS (myristoylated alanine-rich C kinase
substrate)

Signalisation Sous-unité o des protéines G hétérotrimériques
ARF (ADP-ribosylation factor)

Bid (famille des BCL-2) (post-traductionnelle)

Récepteur Récepteur a I’insuline

Récepteur a2-adrénergique

Recoverine
Neurocalcine

Protéines de liaison au Ca2*

Structure {-actine et gelsolin (post-traductionnelle)

VP2 et VP4 (poliovirus)

Capside virale GAG (VIH)

Famille des tyrosine kinases (fyn, src, Lck,
huntingtine)
Nitric oxyde synthase endothéliale (eNOS)

Ghréline
Petites protéines G (famille ras)

Sous-unité a des protéines G hétérotrimériques

CD36

ABC transporter Al

Famille de SNARESs (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptors)
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torse, des retards mentaux et des risques de maladies cardiaques
élevés [63].

Parmi les 200 a 300 protéines potentiellement myristoylables
prédites par la bioinformatique [19-21], seulement une soixan-
taine est connue et bien décrite chez I’homme [64]. Il s’agit de
facteurs clés de la signalisation intracellulaire, tels que la sous-
unité o des protéines G [65] ou la protéine MARCKS [66], des
oncogenes [67] et des protéines eucaryotes communes comme
la NADH-cytochrome b5 réductase [68] ou la dihydrocéramide
A4-désaturase [69,70] (Tableau 2).

Un premier role important de la myristoylation est de faciliter
I’ancrage a la membrane de la protéine myristoylée. Cependant,
de nombreuses études biophysiques ont montré que la seule
myristoylation n’est pas suffisante a I’ancrage stable d’un poly-
peptide [71]. Une double acylation (myristoylation suivie d’une
palmitoylation ou précédée d’une isoprénylation, liaison thioé-
ther aunisopreéne [72]) permet en revanche cet ancrage. C’est par
exemple le cas de la protéine endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) qui est a 1a fois myristoylée puis palmitoylée [73]. Dans
d’autres cas, c’est la présence d’un domaine polybasique qui
facilite I’adressage de la protéine myristoylée a la membrane. La
protéine myristolated alanine-rich C kinase subtrat (MARCKS)
possede par exemple un domaine riche en lysines, qui interagit
avec les phospholipides acides membranaires [66]. Lorsqu’elle
est myristoylée et donc adressée a la membrane, MARCKS
peut rencontrer la protéine kinase C (PKC) membranaire qui
va catalyser la phosphorylation d’une sérine située justement
dans le cceur polybasique. Cette phosphorylation entraine une
modification des interactions entre le domaine polybasique et
les phospholipides membranaires et donc la libération de la
protéine dans le cytosol [74]. Enfin, 1’association a la mem-
brane d’une protéine myristoylée peut étre régulée par d’autres
ligands comme le GTP, le phosphate ou le calcium qui modi-
fient la structure de la protéine et entrainent la séquestration de
I’acide myristique au fond d’une poche hydrophobe permettant
la libération de la protéine initialement ancrée a la membrane.
Ce mécanisme est appelé « myristoyl-switch » [75] etil concerne
par exemple la recoverine [76], protéine de la famille des cal-
modulines.

Le deuxieme role de la myristoylation est de contribuer a
un adressage subcellulaire spécifique de certaines protéines. On
peut par exemple citer la NADH-cytochrome b5 réductase qui
estlocalisée dans les microsomes mais qui, une fois myristoylée,
se retrouve partiellement dans la membrane externe des mito-
chondries [68]. C’est également le cas de la dihydrocéramide
A4-désaturase, dont 1’ activité et la localisation subcellulaire sont
régulées par la myristoylation [69,70,77].

Un troisieme rdle décrit pour la myristoylation est celui de
I’interaction entre sous-unités protéiques. Par exemple, la sous-
unité o des protéines hétérotrimériques G, qui interviennent
dans la transduction de signaux dans la cellule, est myristoy-
1ée (sur la glycine N-terminale) et palmitoylée (sur la cystéine
adjacente). La sous-unité y est quant a elle isoprénylée, ce
qui permet son adressage cellulaire. Dans ce cas, la double
acylation permet I’ancrage de la sous-unité a a la membrane
mais également I’interaction entre les différentes sous-unités
[78].

3.2. Protéines palmitoylées et conséquences de la
palmitoylation

La palmitoylation concerne plusieurs centaines de protéines,
qui sont majoritairement transmembranaires (Tableau 2). Par
exemple, le « palmitoylome » récemment mis en évidence dans
les neurones de mammiferes représente plus de 250 protéines
[79]. La palmitoylation permet 1’association de la protéine avec
la membrane, le trafic des protéines, la fusion des vésicules, la
transduction de certains signaux et affecte la stabilité protéique
[3,47]. La caractéristique majeure de cette liaison est sa réver-
sibilité, ce qui rend possible un cycle d’acylation—déacylation
[80]. Ce cycle dynamique pourrait étre particulierement
important pour le développement neuronal et la plasticité
synaptique [81].

La palmitoylation est impliquée notamment dans le trafic
des protéines oncogenes Ras entre les organites cellulaires et la
membrane plasmique [82]. Les protéines H-Ras et N-Ras sont
présentes chez les mammiferes et appartiennent a la famille des
«small GTPases », qui sont impliquées dans la traduction de
signaux entrainant la division cellulaire, ce qui leur donne un
intérét potentiel dans le traitement des cancers [83]. H-Ras et N-
Ras sontd’abord isoprénylées, ce qui les oriente vers le réticulum
endoplasmique. La palmitoylation permet ensuite leur adressage
subcellulaire depuis la membrane du réticulum endoplasmique
vers 1’appareil de Golgi, puis vers la membrane plasmique. Il
s’agit donc d’un adressage subcellulaire dynamique permis par
la réversibilité de la palmitoylation.

La palmitoylation influe également sur la stabilité des
protéines situées au niveau de la face cytoplasmique membra-
naire. La palmitoylation permet en effet a certaines protéines
d’échapper a la dégradation par le protéasome ou les lysosomes,
en adressant la protéine palmitoylée dans un compartiment
différent de celui contenant les enzymes d’ubiquitination ou
en stabilisant I’interaction entre la bicouche lipidique et la
protéine [84].

3.3. Ghréline octanoylée et conséquences de
l’octanoylation

Il est important de préciser ici que seule la forme octanoy-
1ée [53] de la ghréline circulante est capable de se fixer sur le
récepteur sécrétagogue de I’hormone de croissance (GHS-R) au
niveau du noyau arqué de I’hypothalamus et d’induire la majorité
des effets physiologiques décrits pour cette hormone peptidique
(sécrétion d’hormone de croissance, controle de la prise alimen-
taire, régulation de la balance énergétique). Pourtant, on estime
seulementa 10220 % lapartde ghréline acylée dans le sang [55],
ce qui signifie que la forme circulante majeure est non octanoy-
l1ée. Le niveau d’octanoylation de la ghréline et par suite le niveau
d’activité de la GOAT semblent donc déterminants dans la signa-
lisation induite. Chez la souris nourrie pendant huit semaines par
un régime tres riche en lipides (58 % de ’énergie), les mutants
knock-out pour la GOAT (qui possedent une concentration plas-
matique supérieure en ghréline non-acylée mais pas la forme
octanoylée) ont un poids légérement mais significativement
plus faible que les témoins [56]. Cette différence significative
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disparait lorsque les animaux sont nourris par un régime clas-
sique. Ces résultats ont conduit a ’hypothése que 1’inhibition
de la GOAT pourrait diminuer le niveau d’octanoylation
de la ghréline et diminuer également les effets orexigeénes
de la ghréline acylée, d’ou le développement actuel de
recherches sur 1’inhibition de la GOAT par des peptides
octanoylés [85]. L’administration intrapéritonéale de I'un de
ces inhibiteurs a montré une diminution de la prise de
poids et de la masse adipeuse chez la souris nourrie par
un régime treés riche en triglycérides a chalnes saturées
moyennes [86].

4. L’origine des acides gras saturés qui acylent les
protéines

Les acides gras saturés cellulaires substrats de I’acylation
des protéines peuvent étre synthétisés de novo, ou bien étre
apportés par I’alimentation. Cette présentation quelque peu cari-
caturale doit cependant étre modulée en fonction de 1’acide gras
saturé étudié, de 1’animal concerné, du tissu analysé et du type
d’alimentation.

Le foie est le site principal de la biosynthese des acides gras
saturés chez ’homme. La synthése endogene des acides gras
saturés, réalisée grace a 1’acétyl-CoA carboxylase puis par le
complexe multi-enzymatique acide gras synthase, conduit tres
majoritairement a la formation d’acide palmitique [87], enraison
de la forte affinité pour cet acide gras de la thioestérase termi-
nale liée au complexe (thioestérase I). L’ acide myristique et les
acides gras saturés plus courts dont 1’acide caprylique peuvent
cependant étre produits dans la glande mammaire des mammi-
feres grace a la présence d’une thioestérase II cytosolique [88],
qui prend en charge 1’acide gras en formation a la place de la
thioestérase I, et permet donc sa libération avant qu’il n’atteigne
la longueur de 16 carbones.

Les principales sources alimentaires riches en acides gras
saturés sont les matieres grasses d’origine animale (viandes,
charcuteries, lait et produits laitiers), mais également certaines
huiles végétales comme 1’huile de coco ou de palme [89]. Les
trois acides gras saturés les plus consommés dans 1’alimentation
humaine sont I’acide palmitique (30 a 38 g/jour), I’acide stéa-
rique (14 a 20 g/j) et I’acide myristique (6 a 12 g/j) [90].

Dans les tissus humains, les acides gras saturés représentent
entre 30et 40 % des acides gras totaux avec la répartition
suivante : 152 25 % d’acide palmitique, 10 a 20 % d’acide stéa-
rique, 0,5 a 1 % d’acide myristique et moins de 1 % pour chaque
acide gras saturé a chaine courte et moyenne (C4:0-C12:0) dont
I’acide caprylique [91]. Ces acides gras sont estérifiés dans les
lipides (triglycérides et phospholipides) et les données sur les
concentrations cellulaires des formes acyl-CoA de ces acides
gras, qui sont les substrats réels de 1’acylation des protéines, sont
en revanche tres réduites. D’apreés Faergeman et Knudsen [92],
la concentration intracellulaire des acyl-CoAs totaux ne dépasse
pas 200nM, et, pour chaque acyl-CoA individuel, I’ordre de
grandeur est 5 nM. Les profils en acyl-CoAs, comme les profils
en acides gras, sont différents entre les tissus [30].

Une question récurrente et ouverte concernant les acides gras
saturés substrats des acyltransférases (NMT, PAT ou GOAT)

est donc la régulation de leur concentration intracellulaire sous
forme d’acyl-CoA disponible pour acyler les protéines. Concer-
nant I’acide palmitique, sa synthése endogene prépondérante
associée a un apport alimentaire quantitativement important
rend probablement sa concentration intracellulaire non limitante
pour les phénomenes d’acylation. Les protéines DHHC-PAT
semblent de plus posséder une affinité supérieure pour les acyl-
CoAs saturés et monoinsaturés a longues chaines (C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1) [47,93]. Concernant les acides myristique et
caprylique, la situation est quelque peu différente en raison
de leur biosynthese endogene faible (quelques centaines de pg
par jour dans le foie pour I’acide myristique [94]) ou méme
absente (hors tissu mammaire en lactation) pour 1’acide capry-
lique. L’origine alimentaire de ces deux acides gras substrats
de Dl’acylation semble donc quantitativement prépondérante.
La NMT ne semble d’ailleurs pas faire de différence entre
I’origine exogene ou endogene a la cellule de I’acide myris-
tique, aussi bien chez la levure [32,95,96] que dans 1I’hépatocyte
de rat en culture primaire [9,97]. On peut donc supposer qu’il
existe un pool intracellulaire de myristoyl-CoA, proche du
réticulum endoplasmique et disponible pour la myristoylation
des protéines en cours de traduction, ce pool étant alimenté
par une hydrolyse régulée de 1’acide myristique estérifié dans
les triglycérides et par un apport externe. Dans le processus
d’octanoylation de la ghréline, 1’origine alimentaire de 1’acide
caprylique semble admise mais non totalement démontrée.
Avant la découverte de 1a GOAT, Nishi et al. ont montré chez la
souris que les acides gras saturés a chaines moyennes alimen-
taires sont directement utilisés pour 1’acylation de la ghréline
[98]. En utilisant un régime enrichi en triglycérides contenant
de ’acide heptanoique (C7:0), la forme acylée par le C7:0de
la ghréline a été retrouvée dans I’estomac [56]. En revanche, il
n’y a pas de données sur les niveaux d’absorption gastrique de
I’acide caprylique ni sur son métabolisme intermédiaire dans la
cellule d’estomac.

5. Conclusion

Ces données montrent clairement que certains acides gras
saturés possedent un role structural et fonctionnel de toute pre-
miere importance dans la cellule vivante, par leur capacité a
acyler des protéines. Ainsi, un inventaire plus précis des pro-
téines cellulaires acylées et de la régulation de leur fonction par
I’acylation est nécessaire. Dans ce cadre, I’importance physio-
logique des acides gras saturés d’origine alimentaire doit donc
étre considérée [99].
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Caprylic acid (octanoic acid, C8:0) belongs to the class of medium-chain saturated fatty acids (MCFAs).
Dairy products and specific oils like coconut oil are natural sources of dietary C8:0 but higher intakes of
this fatty acid can be provided with MCT (Medium-Chain Triglycerides) oil that consists in 75% of C8:0.
MCFAs have physical and metabolic properties that are distinct from those of long-chain saturated fatty
acids (LCFAs > 12 carbons). Beneficial physiological effects of dietary C8:0 have been studied for a long
time and MCT oil has been used as a special energy source for patients suffering from pancreatic
insufficiency, impaired lymphatic chylomicron transport and fat malabsorption. More recently, caprylic
acid was also shown to acylate ghrelin, the only known peptide hormone with an orexigenic effect.
Through its covalent binding to the ghrelin peptide, caprylic acid exhibits an emerging and specific role
in modulating physiological functions themselves regulated by octanoylated ghrelin. Dietary caprylic
acid is therefore now suspected to provide the ghrelin O-acyltransferase (GOAT) enzyme with octanoyl-
CoA co-substrates necessary for the acyl modification of ghrelin. This review tries to highlight the
discrepancy between the formerly described beneficial effects of dietary MCFAs on body weight loss and
the C8:0 newly reported effect on appetite stimulation via ghrelin octanoylation. The subsequent aim of
this review is to demonstrate the relevance of carrying out further studies to better understand the

physiological functions of this particular fatty acid.
© 2015 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights

reserved.

1. Introduction

Caprylic acid (octanoic acid, C8:0) belongs to the class of
medium-chain saturated fatty acids (MCFAs) which also includes
caproic acid (C6:0) and capric acid (C10:0). MCFAs are characteristic
nutrients present in dairy products [1] and in specific oils like palm
kernel and coconut oils [2]. They display physical and metabolic
properties that are distinct from those of long-chain saturated fatty
acids (LCFAs >12 carbons), leading to their rapid gastro-intestinal
hydrolysis and absorption, specific transport through the portal
vein and rapid beta-oxidation in the liver [3]. In the past, these
metabolic specificities leading to a high catabolism and low tissue

Abbreviations: FFA, free fatty acid; GH, growth hormone; GOAT, ghrelin O-
acyltransferase; GHSR-1a, growth hormone secretagogue receptor 1a; LCFA, long-
chain fatty acid; LCT, long-chain triglyceride; MCFA, medium-chain fatty acid; MCT,
medium-chain triglyceride; PUFA, polyunsaturated fatty acid; TG, triglyceride.

* Corresponding author. Laboratoire de Biochimie-Nutrition Humaine, Agro-
campus Ouest, INRA USC 1378, 65 rue de Saint-Brieuc, CS 84215, 35042 RENNES
Cedex, France.

E-mail address: vincent.rioux@agrocampus-ouest.fr (V. Rioux).

http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2015.08.002

storage [4] have been associated with beneficial or neutral physi-
ological effects of dietary MCFAs, compared with LCFAs. More
recently, the discovery of stomach ghrelin as the endogenous ligand
of growth hormone secretagogue receptor 1a (GHSR-1a) [5] and the
description of its essential and unique post-translational octanoy-
lation catalyzed by the ghrelin O-acyltransferase (GOAT) [6,7] has
added a new level of complexity in the understanding of the
physiological functions regulated by dietary C8:0.

In the present review, we therefore revisit the knowledge on
this fatty acid (FA), focusing on the discrepancy between the his-
torically described beneficial effects of dietary MCFAs (including
C8:0) on body weight and fat loss and its newly reported effect on
food consumption and appetite stimulation via ghrelin
octanoylation.

2. Food sources and biosynthesis of caprylic acid in animals

Natural food sources of caprylic acid are restricted to specific
vegetable oils and milk products. Caprylic acid is abundant in co-
conut oil (6—10% of FAs, with C8:0 mainly in sn-1 and -3 positions

0300-9084/© 2015 Elsevier B.V. and Société Frangaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights reserved.
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on the triglycerides, TG) and in palm kernel oil (2—5% of FAs) [8].
These two edible oils are also characterized by high amounts of
capric acid (5—10% and 3—5% of FAs, respectively) and lauric acid
(39—54% and 44—51% of FAs). Milk is the only natural source of
animal caprylic acid with strong differences between mammalian
species. C8:0 represents about 0.5% of FAs in human milk [9], but is
higher in cow milk (1-2%) [1], in goat milk (3%) [10], in rat milk
(5—6%) [11] and reaches up to 15—18% in rabbit milk [12]. Caprylic
acid and other MCFAs are primarily esterified in sn-3 position of the
TGs in cow [1], rat [13] and human [9] milks.

De novo synthesis of short to medium chain saturated FAs (C4:0
to C10:0) in the mammary gland of ruminant species, catalyzed by
the thioesterase I included in the Fatty Acid Synthase (FAS) complex
and leading to their presence in ruminant milk, has been well
documented [ 14]. In the lactating mammary gland of non-ruminant
mammalian species, the presence of a cytosolic thioesterase II [15],
independent of the FAS complex, explains the synthesis of satu-
rated FAs (SFAs) with 6—14 carbons. Peroxisomal beta-oxidation
leading to chain-shortening of C16:0 to C14:0 has also been
described in hepatocytes [16]. However, such a mechanism leading
to the endogenous synthesis of C8:0 has not been described in
animal tissues.

In western diets, total MCFAs represent therefore less than 2% of
dietary energy with caprylic acid being predominantly provided by
milk fat. The dietary level of caprylic acid and other MCFAs may be
higher in some Asian countries consuming coconut or palm kernel
oils [2]. The Medium Chain Triglyceride (MCT) oil, produced from
coconut oil and made up with 75—80% of C8:0, can be consumed to
increase the intake of dietary C8:0. MCT oil is currently used for
clinical purposes only, in oral or enteral nutrition when the diges-
tion, absorption or transport of Long Chain Triglycerides (LCT) is
impaired, or in parenteral nutrition when rapid energy supply is
needed. Diets highly enriched with MCT (40—60% of energy) have
also been used as an alternative to ketogenic diets for the potential
treatment of neurological disorders [17].

3. Digestion and absorption of dietary lipids containing
caprylic acid

The digestion of dietary fat is a complex and dynamic process
which starts in the upper gastrointestinal tract under the action of
preduodenal lipase (gastric lipase in humans or its homologous
lingual lipase in rats [11]) and is completed in the small intestine by
pancreatic lipase (Fig. 1). Although the existence and functional
importance of a preduodenal lipase has been disputed in the past
[18], it is now described as contributing to 15—20 % of the whole
lipolysis process [19]. Preduodenal lipase is described as playing
two important roles: first, in driving the early release of short and
medium chain SFAs, including caprylic acid, secondly in triggering
the subsequent action of pancreatic lipase [20]. Part of MCFAs
coming from dietary MCTs or milk TGs may therefore be directly
absorbed by the stomach mucosa [12], as shown by studies using
radiolabelled lipids administered to suckling rats [21,22]. However,
the amounts of FAs involved in this gastric absorption, the mech-
anism of absorption (which could be a simple diffusion) [21] and
the subsequent gastric metabolic fate of these MCFAs still haven't
been clearly described [12,23]. They may depend on physiological
parameters such as age (neonates vs. adult). Since gastric lipase
shows a stereo-preference for the hydrolysis of ester bonds at the
sn-3 position of TGs [24], this process is particularly adapted in the
context of dairy fat digestion [23], to release the MCFAs located
predominantly at this position [13].

Then, MCFAs which have escaped the absorption at the gastric
level are absorbed by small intestinal cells, like LCFAs, after the
subsequent action of duodenal pancreatic lipase on both dietary

remaining MCTs and LCTs (Fig. 1). However, unlike LCFAs which are
re-esterified with 2-monoglycerides into TGs in enterocytes and
incorporated into chylomicrons which then enter the lymphatic
system, MCFAs are directly transferred to the portal circulation and
transported as free fatty acids (FFAs) with albumin to the liver [25].

4. Cellular metabolism of caprylic acid

Dietary MCFAs coming from the portal circulation are directly
taken up by the liver and rapidly subjected to mitochondrial beta-
oxidation [26], since they easily enter the mitochondria indepen-
dently of the carnitine transport system, as opposed to LCFAs [27].
Once inside the liver mitochondria, MCFAs are activated by
medium-chain acyl CoA synthetases [28], forming CoA derivatives
which are catabolized. In addition to the mitochondrial beta-
oxidation, peroxisomal beta-oxidation may participate in their
overall oxidation process even if LCFAs are more subjected to this
pathways [29]. Omega-oxidation of MCFAs may occur in the
endoplasmic reticulum (ER) and in the cytoplasm when the mito-
chondrial beta-oxidation is exceeded, leading to the synthesis of
dicarboxylic acids [30]. Conversely, the potential use of dietary C8:0
for glycerolipid esterification appears very limited [27], except in
hepatocytes isolated from rabbits at birth [31], which disappears in
older rabbit. In hepatocytes isolated from adult rats initially fed
with a low-fat diet or high-fat diets composed of MCTs or LCTs, the
rates of [1—4C]-caprylic acid oxidation was similarly high [32].
Even when administered intravenously and not orally in rats,
radiolabeled tricaprylin led to a high incorporation of radioactivity
(90% after 24 h) in expired CO, and poor radioactive incorporation
into cellular lipids [33]. In some cases, depending on the amount of
dietary MCFAs and the duration of the diet, the high level of hepatic
beta-oxidation may lead to an acetyl-CoA concentration exceeding
the Krebs cycle capacity. In these cases, acetyl-CoA is known to be
directed towards ketone body production [32] or de novo synthesis
of LCFAs [34].

In some other particular cases, when MCFAs are supplied
massively in very young infants fed with commercial formula
containing up to 30% C8:0 [35] or in rats fed during 6 weeks with
high fat MCT oil (46.8% of energy) [36], MCFAs have also been
detected in adipose tissue. This suggested either that a modest part
of dietary MCFAs coming from excessive consumption can be
transported by chylomicrons after intestinal absorption or that
their liver uptake from the portal circulation was not complete,
allowing them to reach the peripheral tissues. Their liver beta-
oxidation could also be incomplete, therefore allowing them to
be re-esterified into TGs and secreted as VLDL. Nevertheless, rats
fed with high fat MCT oil [36] had smaller fat pads and number of
key adipogenic genes were down-regulated, including the Peroxi-
some Proliferator Activated Receptor gamma (PPAR gamma).

5. Physiological effects of dietary caprylic acid
5.1. Dietary caprylic acid and fat deposition

The metabolic specificities of MCFAs (i.e. rapid gastro-intestinal
hydrolysis and absorption, specific transport through the portal
vein and rapid beta-oxidation in the liver) leading to a high
catabolism and low tissue storage especially in adipose tissue [4],
have been associated with beneficial physiological effects
compared with LCFAs. Indeed, a diminished deposition of fat was
reported in rats overfed with MCT diets compared with LCT diets
[36—39]. In overweight humans, intakes of equal-caloric diets rich
in MCFAs was shown to decrease adiposity and increase energy
expenditure compared to similar diets rich in LCFAs [40—42]. In
these nutritional experiments, MCT oil contained both caprylic acid
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Fig. 1. Known digestion and absorption mechanisms of Medium Chain Saturated Fatty Acids (MCFAs). After the ingestion of dietary triglycerides (TGs), the digestion of Medium
Chain Triglycerides (MCTs) starts in the upper gastrointestinal tract under the action of preduodenal lipase (gastric or lingual depending on the specie) and is completed in the small
intestine by pancreatic lipase. The gastric lipase shows a stereo-preference for the hydrolysis of ester bonds at the sn-3 position of TGs. The early release of part of MCFAs might lead
to their gastric absorption by the stomach mucosa. Other MCFAs are then classically absorbed by small intestinal cells after the action of the duodenal pancreatic lipase on dietary
remaining MCTs. These MCFAs are directly transferred to the portal circulation and transported as free fatty acids (FFAs) with albumin to the liver where they are beta-oxidized.
Comparatively, LCFAs are hydrolyzed by the duodenal pancreatic lipase, absorbed in the intestine, re-esterified with 2-monoglycerides into TGs in enterocytes, incorporated into
chylomicrons which then enter the lymphatic system and transferred to muscles and adipose tissues (illustrations used elements from Servier Medical Art: http://www.servier.fr/

smart).

(75% of FAs) and capric acid (25%). MCT-enriched diets have also
been used for clinical conditions associated with increased energy
needs, for the nutritional management of patients with metabolic
disorders like beta-oxidation troubles. They are also potentially
beneficial for patient with cardiac diseases [43].

However, the real usefulness of dietary MCTs in body weight
control is still under controversy and Bach et al. [4] suggested that it
would be necessary to get more than 50% of energy as MCFAs to
achieve a real weight loss in humans. A systematic review of the
literature on the influence of MCTs on consumption and weight
gain in rats concluded that MCTs had effectively a short-term
reducing effect on these parameters but that this effect dis-
appeared in the long-term studies [44], probably due to metabolic
adaptation to such a food. Another hypothesis for explaining the
beneficial effects of MCT is their inhibitory effect on apoB synthesis,
reducing the VLDL secretion by hepatocytes. This has been
observed with octanoate in chicken hepatocytes [45].

5.2. Dietary caprylic acid and plasma lipid markers

Concerning plasma lipid markers in humans, neutral or even
decreasing effects of dietary MCFAs have been shown on circulating

cholesterol and triglycerides, when they are provided at moderate
levels (<10% of total energy) [46—49]. When provided in excess
however (more than 35% of total energy), some studies have not
surprisingly shown deleterious effects of dietary MCFAs on both
plasma triglycerides and cholesterol in humans [50—53]. When
compared with similar amounts of dietary linoleic acid, daily
feeding with 60 g C8:0 and C10:0 for 3 weeks reduced VLDL
lipolysis and uptake in humans, but again this dietary amount
largely exceeded common doses of MCFAs [54]. Finally, epidemio-
logical studies have shown that intakes of short to medium-chain
SFAs were not significantly associated with the risk of coronary
heart disease (CHD) [48,55,56]. These data suggest that it is
important to remind that SFAs can no longer be considered as a
single group in terms of structure, metabolism and physiological
effects [57].

5.3. Dietary MCFAs and polyunsaturated FA (PUFA) bioavailability

Dietary MCFAs may also increase the availability of PUFAs.
Indeed, the substitution of olive oil for butterfat containing short
and medium chain SFAs [58] was shown to increase the storage of
alpha-linolenic acid (ALA) in adipose tissue, plasma and liver, the
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concentration of eicosapentaenoic acid (EPA) in adipose tissue and
red blood cells and the level of docosapentaenoic acid (DPA) in the
liver, heart and retina in the rat. Moreover, in ALA-deficient post-
weaning rats, it has been shown that a dairy fat-based diet (with
short and medium chain FAs at 6.1% of FAs) providing 1.5% of FAs as
ALA (0.3% of energy) increases DHA levels in the brain [59,60] more
efficiently than a palm oil blend (with no short and medium chain
FAs, but with 36.2% of palmitic acid) containing a similar level of
ALA. In the plasma of male offspring rats from mother rats sup-
plemented with butter, DHA was also significantly higher than in
pups from mothers supplemented with olive oil and margarine
[61]. These studies suggested therefore that some effects can be
attributed to short and medium chain SFAs of dairy origin. Because
a high percentage (60—85%) of dietary ALA is rapidly directed to-
ward beta-oxidation [62], the suggested mechanism is that its
concomitant presence with MCFAs that are highly susceptible to
beta-oxidation may lead to its sparing, increased cellular storage
and better conversion to DHA [63].

In addition, even directly supplemented with 0.12% DHA (which
corresponds to the current level of DHA in infant formula), a palm
oil blend providing 1.5% ALA was less efficient than a dairy fat-
based diet also containing 1.5% (but no DHA) for increasing brain
DHA in young ALA-deficient post-weaning rats [59]. This result
suggested other potential mechanisms of MCFAs on brain DHA
accumulation in this animal model.

5.4. Antiviral and antibacterial roles of caprylic acid

Free fatty acids (FFAs) are known for their ability to inhibit the
growth or Kkill bacteria and viruses [64]. Even though the mecha-
nism of action by which FFAs act on bacteria is poorly understood, it
is likely that they disrupt the electron transport chain and oxidative
phosphorylation of the membrane cell, impair the nutrient uptake
and inhibit some enzyme activities [65]. For viruses, MCFAs and
associated monoglycerides affect the viral envelope, causing
leakage and disintegration of the envelope at high concentrations
[66]. In most studies testing the antibacterial and anti-viral effects
of a range of FFAs, capric acid (C10:0) was the most effective FA.
Caprylic acid had a narrow spectrum of microbicidal activity
against viruses and bacteria compared with C10:0 but exerted
nevertheless anti-bacterial (gram positive) [67], anti-viral [68],
anti-algal [69] and anti-protozoan [70] effects making it an
attractive agent for medicinal or agricultural applications.

6. Caprylic acid and ghrelin octanoylation
6.1. General aspects on the fatty acid acylation of proteins

Fatty acid acylation of proteins [71] corresponds to the co- or
post-translational covalent linkage of a fatty acid, activated in the
form of acyl-CoA, to an amino-acid residue of the substrate protein
(Fig. 2). The cellular FAs which are involved in protein acylation are
mainly SFAs. Palmitoylation (S-acylation) corresponds to the
reversible attachment of palmitic acid (C16:0) to the side chain of a
cysteine residue via a thioester bond [72]. N-terminal myr-
istoylation refers to the covalent attachment of muyristic acid
(C14:0) by an amide bond to the N-terminal glycine of many
eukaryotic and viral proteins [73]. Octanoylation (O-acylation)
typically concerns the formation of an ester bond between caprylic
acid and the side chain of a serine residue of the stomach ghrelin
peptide [5]. An increasing number of proteins (enzymes, receptors,
oncogenes, tumor suppressors, proteins involved in signal trans-
duction, eukaryotic and viral structural proteins) have been shown
to undergo fatty acid acylation. The acyl moiety can mediate protein
subcellular localization, protein—protein interaction or protein-

membrane interaction. Therefore, through the covalent modifica-
tion of proteins, SFAs exhibit emerging specific and important roles
in modulating protein functions [74].

6.2. Ghrelin synthesis and octanoylation by GOAT

Recently, caprylic acid was shown to acylate ghrelin [5], the only
known peptide hormone with an orexigenic effect. Ghrelin is a 28
amino acid peptide expressed in the digestive tract and mainly in
the stomach and its acylated form binds to the growth hormone
secretagogue receptor (GHSR-1a) located in the pituitary gland and
hypothalamus [75]. Acylated ghrelin regulates many relevant bio-
logical processes including the secretion of the growth hormone
(GH), the stimulation of appetite and food intake, the modulation of
gastric acid secretion and motility, the regulation of glucose ho-
meostasis and adiposity [76].

During its maturation in the gastric mucosa and before secretion
in the blood (Fig. 3), the preproghrelin is cleaved and part of the
proghrelin is octanoylated on its N-terminal 3rd serine residue, in
the ER lumen. The ghrelin O-acyltransferase (GOAT or MBOAT4),
the gastric enzyme involved in ghrelin octanoylation, belongs to
the family of membrane bound O-acyltransferases (MBOAT), a
group of proteins involved in acetyltransferase and acyltransferase
activity [6]. This enzyme is described by some authors as a “fat
sensor” informing the brain, via the acylated ghrelin level, of the
nutrient availability in the digestive tract [77]. The GOAT is a pol-
ytopic ER membrane protein with 11 transmembrane helices and
one reentrant loop [77]. The GOAT expression is widely distributed
in human tissues and corresponds predominantly to the distribu-
tion of the ghrelin [78] with a strong co-expression in the mucosa
of the digestive tract. Studies showed that GOAT displays a high
affinity for caprylic acid but can also link ghrelin to C6:0, C10:0 and
C10:1 to a lesser extent [79]. Little is still known about the GOAT
enzymatic mechanism and the analysis of native gastric GOAT ac-
tivity still remains a challenge [80].

Whether acylated or not, the proghrelin is then subjected to a
second cleavage under the action of a prohormone convertase
(Fig. 3) which leads to the production of the native ghrelin peptide
(acylated or not) and to an additional C-terminal peptide which can
itself undergo further proteolytic processes generating a smaller
peptide called obestatin [81]. The mature acylated ghrelin secreted
in the plasma is the only form that can bind to its GHSR-1a receptor.
However, unacylated ghrelin can also be secreted and seems
involved in the regulation of several physiological functions [82].
The secretion of unacylated and acylated ghrelin in the plasma is
modulated by several receptors like FFAR1 and 2/3 (Free Fatty Acid
Receptor), or GPR120 and 40 (G protein-coupled receptors) acti-
vated by LCFAs and MCFAs [83,84]. Ghrelin is the only known case
of a peptide covalently linked to caprylic acid.

Concerning now the 23 amino acid peptide called obestatin
(Fig. 3) which is derived from the C-terminal tail of preproghrelin
[81], it has been first described as the endogenous ligand of the
orphan G-protein-coupled receptor GPR39 [81,85] with an
anorexigenic effect in rats treated with obestatin injections. How-
ever, these findings are now controversial [86—88], even if some
studies showed that obestatin could counteract the ghrelin-
induced food intake and GH secretion in rodents, when co-
administered with ghrelin at equimolar doses [89,90].

6.3. Origin of caprylic acid used for octanoylation and effect of
dietary caprylic acid on the level of acylated ghrelin

Because of the potential specific gastric absorption of MCFAs
following the consumption of MCTs, dietary caprylic acid is now
suspected to directly provide GOAT enzyme with octanoyl-CoA co-
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Fig. 2. Classification of the saturated fatty acid protein acylation. Palmitoylation (S-acylation) corresponds to the reversible attachment of palmitic acid (C16:0) to the side chain of a
cysteine residue via a thioester bond. N-terminal myristoylation refers to the covalent attachment of myristic acid (C14:0) by an amide bond to the N-terminal glycine of many
eukaryotic and viral proteins. Octanoylation (O-acylation) typically concerns the formation of an ester bond between octanoic acid (caprylic acid, C8:0) and the side chain of a serine
residue of the stomach ghrelin peptide.

substrate necessary for the acyl modification of ghrelin (Fig. 4). the total ghrelin amounts. Nishi et al. detected heptanoylghrelin
Indeed, ingestion by mice of either MCFAs or MCTs increased the [91] or decanoylghrelin [92] in the stomachs of mice fed with tri-
stomach concentration of acylated ghrelin [91], without changing heptanoin or tricaprin, confirming that at least part of the ingested
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Fig. 3. Ghrelin maturation and post-translational octanoylation. In “ghrelin cells” located in the gastric mucosa, the preproghrelin is first translated from its corresponding gene and
its signal peptide is cleaved in the endoplasmic reticulum to form the proghrelin. Part of the proghrelin is octanoylated on its N-terminal 3rd serine residue. The acylated proghrelin
is cleaved on its C-terminal extremity under the action of the prohormone convertase 1/3. The C-terminal extremity is also cleaved in a 23 amino acid peptide secreted in the
plasma, called obestatin. Acylated and unacylated ghrelin are secreted in the plasma but only the acylated form can bind to its GHSR-1a receptor (illustrations used elements from
Servier Medical Art: http://www.servier.fr/smart).
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MCFAs was directly used for ghrelin acylation. These results are
consistent with the hypothesis of gastric absorption of MCTs but
part of the caprylic acid present in the stomach may also come from
intestinal absorption followed by uncompleted uptake by the liver
(Fig. 4).

The increase of plasma acylated ghrelin concentration before
meals [93], although MCFAs are not present in the stomach lumen,
and the scarcity of food providing MCFAs, also suggest a possible
endogenous synthesis of the C8:0 used for ghrelin octanoylation.
This hypothetical endogenous synthesis could be located in stom-
ach cells or could take place in another tissue followed by transport
in the plasma toward the octanoylation site. A specific storage of
this FA at the ghrelin octanoylation site can also be considered. In a
recent study, stomach tissues of rats fed during 6 weeks with a diet
deprived of C8:0 displayed however a very low but detectable
amount of C8:0 [94].

The influence of the availability of dietary C8:0 in the gastric
lumen and in the gastric cells on the concentrations of circulating
acylated ghrelin, after the action of the gastric GOAT enzyme, re-
mains unclear and more studies are needed (Fig. 4). Recent papers
have suggested that inhibiting the GOAT activity might be a ther-
apeutic target against obesity and hyperphagia [95], in order to
decrease the circulating level of acylated ghrelin (which may also
be obtained by limiting the availability of its substrate C8:0).

However, the maturation and secretion of stomach acylated
ghrelin are complex processes potentially regulated by dietary
LCFAs, MCFAs and GPR120 [96]. The circulating ghrelin is addi-
tionally submitted to clearance and rapid de-acylation or degra-
dation. For instance, a ghrelin deacylation enzyme (acyl-protein
thioesterase-1, APT1) has recently been described, that can des-
acylate ghrelin in the plasma [97]. Moreover, acylated ghrelin has
been shown to form a complex with larger proteins like immuno-
globulins (Ghrelin-reactive IgG) [98] that protects the acylated
form from degradation. Some studies assaying total ghrelin in
plasma have also reported lower levels in obese subjects, due to
lower levels of unacylated ghrelin, whereas acylated ghrelin
remained stable, suggesting a specific decreased degradation of
acylated ghrelin in obese [98]. In humans, it has also been shown
that the GOAT enzyme was present in the blood, which could
modify the balance between de-acylation and re-acylation [99]. For
all these reasons, the concentration of both the acylated and
unacylated plasma ghrelin may not simply reflect the stomach

concentration [100].

In ruminants, the ingestion of MCFAs during 2 weeks by
lactating dairy cows increased the plasma acylated ghrelin con-
centrations [101]. In cachectic patients, a 2-week administration of
an enteral nutrition formula containing 3 g/day of caprylic acid
enhanced plasma octanoylated ghrelin and also improved the body
mass index [102]. A single administration of the formula also
increased plasma octanoylated ghrelin 5 h after administration.
Conversely, in another study on the role of the gustatory G-protein
in the sensing of FAs for octanoylation of ghrelin, ingested MCFAs
increased stomach acylated ghrelin but did not change the plasma
ghrelin concentration [83]. To further understand the effect of di-
etary caprylic acid on the concentration of circulating plasma
acylated and unacylated ghrelin, we recently designed a nutritional
study [94] including Sprague—Dawley male rats which were fed
during 6 weeks with three dietary C8:0 levels (0, 8 and 21% of FAs).
A specific dose—response enrichment of the stomach tissue C8:0
was observed. However, the acylated ghrelin concentration in the
plasma was unchanged in spite of the increased C8:0 availability.
Conversely, a reproducible decrease in the plasma concentration of
unacylated ghrelin was observed, which was consistent with a
decrease in the stomach preproghrelin mRNA and stomach ghrelin
expression. Additionally, we measured high levels of acylated
ghrelin in the plasma of rats receiving no dietary C8:0. Thus, the
low stomach C8:0 level observed in these rats could be enough to
supply the octanoyl-CoA co-substrate used to acylate the progh-
relin [94]. Therefore, depending on the experimental model,
nutritional doses and diet duration, the impact of dietary MCFAs or
MCTs on the acylation and activation of ghrelin may be different
[103].

6.4. Physiological functions of acylated and unacylated ghrelin

As mentioned above, plasma ghrelin exists in both unacylated
and acylated forms, but only the active acylated form can bind its
GHSR-1a receptor [75]. Although circulating acylated ghrelin was
generally described as 10% of total circulating ghrelin in humans
[104], unacylated ghrelin concentration has been overestimated
due to the quick degradation of acylated ghrelin [105]. It seems that
acylated ghrelin could actually represent around 30—50 % of the
total ghrelin in humans and rodents [91]. Octanoylated ghrelin is
best known for its orexigenic actions in the central nervous system,
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involved in the regulation of food intake and thereby in weight
control [106]. The first studies showed that intracerebral chronic
acylated ghrelin administration increased body weight by stimu-
lating food intake and by inhibiting energy expenditure and fat
catabolism [107]. However, as demonstrated in recent studies
showing that ghrelin-null mice did not exhibit altered food intake
nor altered expression of hypothalamic neuropeptides involved in
the regulation of appetite, the essentiality of endogenous ghrelin in
the regulation of food intake appeared controversial [108]. For
instance, Nishi et al. [92] found no effect on body weight and food
intake after feeding mice during two weeks with diets enriched in
tricaprylin or tricaprin compared to control diets. Similarly, GOAT-
null mice fed with a standard chow diet had normal body weight
and fat mass [109]. However, feeding GOAT-null mice with MCT-
enriched diets during 8 weeks resulted in significantly lower
body weight compared with control mice [109].

Concerning plasma glucose levels, octanoylghrelin was first
described as a modulator of glucose homeostasis. Recently how-
ever, the implication of the GOAT-ghrelin system has once again
been shown as unessential in the maintenance of euglycemia
during prolonged calorie restriction [110].

7. Conclusion

In this review, we have reported new knowledge on the cellular
and physiological functions of caprylic acid. This review shows that
more research is needed to improve our understanding of (i) the
origin of caprylic acid which is used to acylate ghrelin in the
stomach, (ii) the effect of increasing dietary caprylic acid levels on
the C8:0 available in the stomach and other tissues, (iii) the sub-
sequent effect of increasing dietary caprylic acid levels on the
concentration of circulating plasma acylated and non-acylated
ghrelin and (iv) the overall effect of increasing dietary caprylic
acid levels (including its action via ghrelin acylation). Focusing on
C8:0, this review also shows that SFAs should no longer be
considered as a single group in terms of structure, metabolism,
functions and even deleterious effects in case of excess [111].
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Impact de I'acide octanoique alimentaire sur I'octanoylation
de la Ghréline, chez le rat

Les acides gras saturés a chaine moyenne (AGCM) ont été dé-
crits comme potentiellement bénéfiques pour réguler la balance
énergétique chez 'hnomme. Cependant, la récente découverte
de 'activation de la ghréline, hormone gastrique orexigene, par
I’acide octanoique (C8:0), ajoute un nouveau niveau de com-
plexité dans la compréhension des effets physiologiques des
AGCM. En effet, pour étre reconnue par son récepteur hypo-
physaire, la ghréline doit préalablement étre octanoylée par la
Ghréline O-Acyltransférase (GOAT). Or, les paramétres régulés
par la ghréline ainsi modifiée s’opposent aux effets connus des
AGCM, en favorisant la prise alimentaire et la prise de masse.
L'élaboration d’inhibiteurs de la GOAT constitue donc une stra-
tégie thérapeutique nouvelle pour lutter contre I'obésité. Les
AGCM sont essentiellement apportés par I'alimentation, leur
biosynthése endogéne n’ayant été décrite que dans les cellules
de la glande mammaire en lactation. Etudier I'impact du C8:0
d’origine alimentaire sur I'octanoylation de la ghréline est donc
d’autant plus pertinent, car celui-ci est suspecté de fournir a la
GOAT le co-substrat nécessaire a I'octanoylation. Afin de mieux
comprendre I'apparente contradiction entre les effets connus
des AGCM sur la masse corporelle et la satiété, et I'effet de
I’octanoylation de la ghréline, quatre approches ont été mises
en ceuvre: (1) Etude des effets physiologiques du C8:0 a dif-
férentes doses sur I'axe ghréline-GOAT et sur le métabolisme
chez le rat adulte, (2) Etude de I'absorption gastrique du C8:0
par inhibition de la lipase préduodénale, chez le raton, (3)
Etude du métabolisme du C8:0 dans les cellules gastriques in
vitro, (4) Etude de I'activité de la GOAT in vitro.

Mots-clés : acide gras saturé a chaine moyenne ; ghréline ;
octanoylation ; acylation ; ghréline O-acyltransférase ; lipase
préduodénale ; absorption gastrique

AGRO
CAMPUS

Impact of dietary octanoic acid on Ghrelin octanoylation, in
the rat

Medium chain fatty acids (MCFA) have been described as
potentially beneficial for regulating human energetic balance.
However, the recent discovery of the orexigenic ghrelin acti-
vation by octanoic acid revealed a new level of complexity in
MCFA effects. Ghrelin must be octanoylated by the Ghrelin
O-Acyltransferase (GOAT) to bind its pituitary receptor. Interes-
tingly, the effects mediated by the post-translationally modi-
fied ghrelin seem opposed to MCFA known effects, increasing
food intake and body weight. Development of GOAT inhibitors
could then constitute a therapeutic strategy against obesity.
MCFA are mainly provided by the diet, as their endogenous
synthesis has only been described in lactating mammary
glands. Dietary caprylic acid is then suspected to provide the
GOAT enzyme with octanoyl- CoA co-substrates necessary for
the acyl modification of ghrelin. My objective is to understand
the discrepancy between the formerly described beneficial ef-
fects of dietary MCFAs on body weight loss and the C8:0 newly
reported effect on appetite stimulation via ghrelin octanoyla-
tion. This thesis is divided into four parts: (1) Study of C8:0
physiological effects on ghrelin-GOAT axis, in rat, (2) Study of
C8:0 gastric absorption by inhibition of preduodenal lipase,
in young rat, (3) Study of C8:0 metabolism in gastric cells in
vitro, (4) Preliminary study of GOAT activity in vitro.

Keywords: Medium chain fatty acid; ghrelin; octanoylation;
acylation; ghrelin O-acyltransferase; preduodenal lipase;
gastric absorption
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