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Résumé — La ghréline est une hormone peptidique acylée de 28 acides aminés issue du
tractus gastro-intestinal. Elle a initialement été identifiée comme le ligand endogéne
du GHS-Rla (Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a) et pour son puissant effet
sécrétagogue de ’hormone de croissance (GH). La ghréline est également un facteur
orexigéne et adipogéne qui participe a la régulation a long terme de 1’homéostasie
énergétique. Ainsi, cette hormone apparait comme un facteur clé dans la régulation
de fonctions essentielles a la vie au carrefour entre nutrition, métabolisme et crois-
sance. Toutefois, le réle du systéme ghréline/GHS-R dans la physiologie de la crois-
sance, du comportement alimentaire et du métabolisme reste mal compris. L’utilisation
complémentaire d’outils pharmacologiques ou de modéles animaux déficients pour le
géne de la préproghréline, de ’enzyme d’acylation de la ghréline (Ghrelin-O-acyl-
transferase, GOAT) ou du GHS-R dans des situations de dénutrition chronique ou
de régime riche en graisses permet aujourd’hui de mieux appréhender le role de la
ghréline dans la physiopathologie des troubles alimentaires et métaboliques.
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Abstract — Ghrelin : a gastric hormone at the crossroad between growth and appetite
regulation.

Ghrelin is a 28 amino acid peptide hormone synthesized within the gastrointestinal
tract. Initially identified as the endogenous ligand of the GHS-R1la (Growth Hormone
Secretagogue Receptor 1a), ghrelin is a powerful stimulator of growth hormone (GH) se-
cretion. At the crossroad between nutrition, growth and long-term energy metabolism,
ghrelin also plays a unique role as the first identified gastric hormone increasing ap-
petite and adiposity. However, the role of the ghrelin/GHS-R system in the physiology
of growth, feeding behaviour and energy homeostasis needs to be better understood.
Utilization of pharmacological tools and complementary animal models with deficiency
in preproghrelin, ghrelin-O-acyl-transferase (GOAT - the enzyme that acylates ghre-
lin -) or GHS-R in situations of chronic undernutrition or high fat diet gives a more
precise overview of the role of ghrelin in the pathophysiology of eating and metabolic
disorders.
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Abréviations

AM anorexie mentale

AgRP Agouti-Related Protein

ARC noyau arqué

DAG ghréline désacylée

DIO Diet Induced Obesity

eGFP enhanced Green Fluorescent Protein

GH hormone de croissance

GHRH Growth Hormone Releasing Hormone

GHRP-6  GH Releasing Peptide-6

GHS GH sécrétagogues

GHS-Rla  Growth Hormone Secretagogue
Receptor 1a

GOAT Ghrelin-O-acyl-transferase

IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1

MBOAT  Membrane Bound-O-acyl transferase

MBOAT-4 Membrane Bound-O-acyl transferase-4

NPY neuropeptide Y

RCPG récepteur couplé aux protéines G

UCP2 Uncoupling Protein 2

La ghréline : découverte et effets
biologiques d’'une hormone gastrique
a fort pouvoir orexigéne

L’histoire de la ghréline est un des plus beaux
exemples de pharmacologie inverse et débute a la
fin des années 1970 avec la découverte de substances
synthétiques capables de stimuler la sécrétion d’hor-
mone de croissance (GH) en activant un récepteur non

identifié. A la recherche d’analogues opiacés capables
de moduler la libération des hormones hypophy-
saires & des doses physiologiques, Bowers et al. (1977)
synthétisent la D-Trp2-metenképhaline, un dérivé de
la met-enképhaline qui ne présente plus d’activité
opiacée, mais est capable de stimuler spécifiquement
la sécrétion de GH in vitro (Bowers et al., 1980). Cette
synthese est suivie par celle d’un hexapeptide, I’'His-D-
Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2, baptis¢ GH Releasing
Peptide-6 (GHRP-6) qui, lui, stimule la sécrétion de
GH a la fois in vitro et in vivo (Bowers et al., 1984).
Cet hexapeptide est le premier d'une grande famille :
les GH sécrétagogues (GHS).

Le clonage du récepteur des GHS (Howard et al.,
1996), le GHS-R, sera suivi de lidentification, par
pharmacologie inverse, de son ligand endogene, la
ghréline (Kojima et al., 1999). Toutefois, le systeme
ghréline/ GHS-R s’aveére bien plus complexe qu’initia-
lement anticipé et, malgré les efforts de recherche pour
en comprendre les subtilités, nous sommes loin d’en
avoir découvert tous les secrets. Dans cette revue, nous
décrirons les fonctions « bien établies » et présenterons
les nouveaux mécanismes de régulation de ce systeme.

Le GHS-R
Structure du GHS-R1a et voies de signalisation

Le GHS-Rla, isoforme fonctionnelle du récepteur,
est un récepteur a sept domaines transmembranaires
de 366 acides aminés, qui a été cloné en 1996 a
partir d’'une banque d’ADNc d’hypophyses porcines
(Howard et al., 1996) et dont la signalisation est re-
lativement complexe (Pour revues, Castaneda et al.,
2010; Sivertsen et al., 2013). La voie canonique activée
par le GHS-R1a requiert son couplage a une protéine
Gq, qui va stimuler la voie de transduction de la phos-
pholipase C, le turnover des IP3 et le recrutement de la
PKC pour aboutir a une augmentation du calcium in-
tracellulaire (Howard et al., 1996 ; Kojima et al., 1999 ;
Korbonits et al., 2004). Le GHS-R1a peut également
interagir avec d’autres protéines G hétérotrimériques,
Gs au niveau neuronal (Kohno et al., 2003), G; au
niveau pancréatique (Dezaki et al., 2007) et Gig/13
(Sivertsen et al., 2013). En outre, activation du GHS-
R1la peut induire diverses voies de signalisation intra-
cellulaire (pour revue Yin et al., 2014). Ainsi, exploi-
tation pharmacologique optimale du GHS-Rla reste
encore limitée par une compréhension incomplete des
mécanismes régissant son efficacité et sa sélectivité de
signalisation. Toutefois, une telle diversité de signali-
sation ouvre potentiellement la voie pour 1’élaboration
de ligands synthétiques biaisés, c’est-a-dire activant
sélectivement une voie de signalisation et produisant
ainsi une distorsion du signal.

La régulation de D'activité ligand-dépendante du
GHS-R1a nécessite une désensibilisation du récepteur.
Ainsi, le GHS-R1a activé est rapidement internalisé
par endocytose dans les puits recouverts de clathrine,
apres recrutement des [-arrestines (Camina et al.,
2004). Les mécanismes liés a l'extinction du signal
du GHS-Rla semblent étre des régulateurs impor-
tants de la sensibilité du récepteur a la ghréline, et
par conséquence des effets biologiques de ’hormone
(Chebani et al., 2016).

Caractéristiques du GHS-R1a

Le GHS-Rla possede également des roles physiolo-
giques indépendants du ligand qui résultent d’une part
de son activité constitutive et d’autre part, de sa ca-
pacité a s’hétéro-dimériser avec divers récepteurs a
7 domaines transmembranaires couplés aux protéines
G (RCPG). Ces caractéristiques pourraient avoir des
implications non négligeables pour le développement
d’outils pharmacologiques (antagonistes, agonistes in-
verses) modulant Pactivité de ce récepteur.
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Activité constitutive du GHS-R1a

Les études in witro montrent que le GHS-Rla a une
forte activité constitutive : il peut signaliser jusqu’a
50% de sa capacité maximale en I’absence de ligand
(Holst et al., 2003). La pertinence physiologique de
cette activité indépendante du ligand a été mise en
évidence in vivo chez le rat ainsi que chez ’'Homme.
Afin de caractériser in wvivo chez le rat l'impor-
tance de 'activité constitutive du GHS-R1a, Peterson
et al. (2009) ont utilisé une approche pharmacologique
élégante consistant a administrer en continu pendant
6 jours chez l'animal un agoniste inverse sélectif du
récepteur a l’aide de mini-pompes osmotiques. Les
rats ainsi traités présentent une diminution significa-
tive de la prise alimentaire, du poids corporel et de
I'expression hypothalamique de NPY (Neuropeptide
Y), un peptide hypothalamique orexigene et d’UCP2
(Uncoupling Protein 2). Chez ’'Homme, diverses mu-
tations du GHS-R1a entrainant une abolition de son
activité constitutive, sans altérer sa capacité de liai-
son & la ghréline, ont été identifiées et sont associées
& une perturbation de la croissance et/ou une obésité
(Wang et al., 2004; Holst & Schwartz, 2006 ; Pantel
et al., 2006).

Formation de diméres exotiques

Des études récentes montrent que le GHS-R1a peut, in
vitro, former des hétéro-dimeres avec divers récepteurs
a 7 domaines transmembranaires, ce qui provoque une
modulation du signal, des modifications des cascades
de signalisation intracellulaire ainsi que du trafic et
de l'internalisation des protomeres (Yin et al., 2014;
Wellman & Abizaid, 2015). Ainsi, parmi les parte-
naires centraux du GHS-R1a, on trouve les récepteurs
dopaminergiques Dy (Jiang et al., 2006; Kern et al.,
2015) et Dy (Kern et al., 2012), le MC3R (Rediger
et al., 2009, 2011), 'isoforme 5-HTs¢ du récepteur a la
sérototine (Schellekens et al., 2015) et le récepteur aux
endocannabinoides CB1 (Wellman & Abizaid, 2015).
Il semble également que le GHS-Rla et le sous-type
5 du récepteur a la somatostatine forment un hétéro-
dimere au niveau des cellules (-pancréatiques (Park
et al., 2012).

Toutefois, dans les modeles cellulaires, la forma-
tion de dimeres de récepteurs peut étre artificielle-
ment encouragée, d’autant que le GHS-Rla semble
apprécier la proximité d’autres récepteurs (Schellekens
et al., 2013b). Ainsi, si lexistence d’hétéro-dimeres
fonctionnels est largement confirmée dans les études
in vitro, leur pertinence physiologique doit encore étre
clairement démontrée. Quelques études ont montré
I'interaction physique du GHS-Rla avec le MC3R et
les récepteurs dopaminergiques D; et Do in/ex vivo
(Schellekens et al., 2013a). Seules les études poussées

de Kern et al. (2012, 2015) ont permis de valider I'in-
teraction fonctionnelle in vivo entre le GHS-R1a et les
récepteurs dopaminergiques Dy et Ds.

Le GHS-Rla, en tant que RCPG, représente une
cible pharmacologique de choix. Toutefois, la com-
plexité de sa physiologie a rendu la compréhension de
son fonctionnement nécessaire pour le développement
de molécules ciblant son activité constitutive ou en-
core pour moduler 'activité des dimeres dans lesquels
il serait potentiellement impliqué.

Localisation tissulaire et cellulaire du GHS-R1a

La présence de ’ARNm ou de la protéine du GHS-
Rla a pu étre mise en évidence chez le rongeur et chez
I’'Homme dans des structures en accord avec son impli-
cation dans la sécrétion de GH et la prise alimentaire.
Toutefois le GHS-R est plus largement distribué, tant
au niveau central que périphérique, suggérant des roles
dans un nombre important de fonctions biologiques.

Expression du GHS-R1a au niveau de I'axe
hypothalamo-hypophysaire

L’étude systématique par hybridation in situ de
Zigman et al. (2006) a permis de cartographier les sites
d’expression du GHS-Rla au niveau central chez le
rat et la souris. Le GHS-Rla est tres fortement ex-
primé au niveau hypothalamique (Korbonits et al.,
2004). Son expression est particulierement importante
dans le noyau arqué (ARC) (Zigman et al., 2006). On
le retrouve également dans d’autres noyaux hypotha-
lamiques tels que les noyaux ventro-médian (VMH),
dorso-médian (DMH), paraventriculaire (PVN) et su-
prachiasmatique (SCN) (Zigman et al., 2006). Au ni-
veau cellulaire, des expériences de double marquage
en hybridation in situ ont révélé que 25 % des neu-
rones & GHRH du VMH et de PARC expriment le
GHS-Rla (Tannenbaum et al., 1998). Dans ’ARC,
d’autres populations neuronales expriment également
le GHS-Rla, a des degrés variables (Willesen et al.,
1999). Ainsi, 94 % des neurones orexigenes a NPY ex-
priment ce récepteur mais seulement 8 % des neurones
anorexigenes & POMC ; environ 30 % des neurones so-
matostatinergiques expriment le GHS-Rla (Willesen
et al., 1999).

Au niveau périphérique, le GHS-Rla est princi-
palement exprimé dans ’hypophyse. En utilisant un
modele de souris transgéniques exprimant le GHS-
Rla couplé a 1'eGFP (enhanced Green Fluorescent
Protein), Reichenbach et al. (2012) ont montré une ex-
pression du GHS-Rla prédominante dans les cellules
somatotropes, les autres types cellulaires (lactotropes,
corticotropes et gonadotropes) ne Pexprimant que de
facon modeste.



240

Société de Biologie de Paris

& NPY/AgRP~POMOC™,
\
4* * * ‘ /'

KSRIH GHRH = l ________ -7

o PeV
// 7 A
_( BBt
@ ST ‘* R
N ; — -
—~ \, 7_/’1 -
>
Hypothalamus
Hypophyse
Estomac e

A Expression du GHS-R

| )

Sécrétion de GH Prise alimentaire

JUL »

Fig. 1. La ghréline, une hormone au carrefour entre régulation de la croissance et de la prise alimentaire. PeV : Noyau
périventriculaire hypothalamique, ARC : Noyau arqué hypothalamique, GHRH : Growth Hormone Releasing Hormone,
SRIH : Somatotropin Release Inhibiting Hormone, NPY : Neuropeptide Y, AgRP : Agouti-Related Transcript, POMC :
Proopiomelanocortine, GHS-R : Growth Hormone Secretagogue Receptor.

La ghréline : ligand endogéne du GHS-R1a

Le ligand endogene du GHS-R1a ne fut isolé et purifié
qu’en décembre 1999 par Kojima et collaborateurs a
partir d’extraits d’estomacs de rat et nommé ghréline
pour son puissant effet sécrétagogue de la GH (ra-
cine proto-indo-européenne ghre- pour « grandir » et
suffixe -relin pour « releasing substance »). Toutefois
au méme moment, une autre équipe identifia par une
approche différente une nouvelle protéine, a partir
d’estomacs de souris ayant la méme séquence que la
ghréline de rat isolée par Kojima. Néanmoins, ’ap-
proche d’homologie de séquence entre des peptides et
la motiline utilisée par Tomasetto et al. (2000) ne per-
mettait pas de prédire la présence d’une éventuelle mo-
dification post-traductionnelle. En effet, la difficulté
rencontrée pour identifier le ligand endogene du GHS-
Rla réside dans le fait qu’il présente une modification
post-traductionnelle particuliere et unique, une acyla-
tion, qui est essentielle a sa liaison et a l'activation de
son récepteur (van der Lely et al., 2004).

Une hormone peptidique originale

La ghréline, une hormone acylée

La ghréline est une hormone peptidique de 28 acides
aminés issue de la maturation post-transcriptionnelle

(Seim et al., 2007) et post-traductionnelle (Hosoda
et al., 2003) d’un précurseur de 117 acides aminés, la
préproghréline (Figure 1). Cette pro-hormone donne
également naissance a l'obestatine, peptide qui sera
décrit dans la section concernant les autres peptides
dérivés de la préproghréline. Le gene codant pour la
préproghréline a été cloné dans de nombreuses especes
et sa séquence est particulierement bien conservée
chez les mammiferes (Tomasetto et al., 2001 ; Angeloni
et al., 2004), suggérant un role physiologique impor-
tant de la ghréline.

Deux formes de ghréline existent : la ghréline
acylée et la ghréline désacylée. Ainsi, la ghréline su-
bit une modification post-traductionnelle avec ’ajout
d’un acide gras, généralement a 8 carbones (octanoyla-
tion), sur sa sérine en position 3 (Kojima et al., 1999).
Une telle modification est unique pour un peptide
d’intérét neuroendocrinien (Resh, 2016) et serait re-
quise pour certaines activités biologiques de la ghréline
puisque seule la ghréline acylée est capable de se lier
au GHS-Rla et de lactiver. Toutefois, nous verrons
plus loin que la ghréline désacylée possede également
une activité biologique propre.

L’enzyme responsable de cette acylation appar-
tient a la famille des Membrane Bound-O-acyl trans-
ferase (MBOAT) et a regu deux noms, Ghrelin-O-
acyltransferase (GOAT) ou Membrane Bound-O-acyl
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Fig. 2. Principaux effets biologiques de la ghréline acylée au niveau central et périphérique. Adapté de Bluet-Pajot et al.,

2005.

transferase-4 (MBOAT-4), puisqu’elle a été identifiée
simultanément par deux équipes (Gutierrez et al.,
2008 ; Yang et al., 2008). La GOAT est exprimée par
un grand nombre de tissus exprimant également la
ghréline (Lim et al., 2011) mais est majoritairement
retrouvée au niveau de I’estomac ot elle colocalise avec
la ghréline (Sakata et al., 2009).

La ghréline acylée ne représente que 10 a 20 %
de la ghréline plasmatique totale (Patterson et al.,
2005) et a une demi-vie relativement courte (10 min)
(Tolle et al., 2002), due a l’action rapide d’estérases
qui la dégradent (Hosoda et al., 2004). Ainsi, le do-
sage de la ghréline plasmatique nécessite des condi-
tions de prélevements sanguins et un traitement des
échantillons plasmatiques favorisant la préservation de
I’acylation.

Effets biologiques de la ghréline acylée

Initialement identifiée pour son puissant effet
sécrétagogue de la GH, la liste des actions biolo-
giques de la ghréline n’a cessé de s’allonger (Figure 2).

Ceci dit, certains de ces effets, notamment sur la
prise alimentaire, avaient déja été observés avec les
GHS (Bowers et al.,, 1991). A Tépoque, ils avaient
été attribués aux effets pharmacologiques. Ainsi, la
ghréline est une hormone pléiotrope qui intervient
dans la régulation de nombreuses fonctions neuroen-
docriniennes, métaboliques et extra-endocriniennes
(van der Lely et al., 2004). Si les fonctions de la
ghréline apparaissent plus complexes qu’initialement
imaginé, il semble que cette hormone joue un role de
pivot entre croissance et métabolisme. Une des sin-
gularités de la ghréline réside également dans cer-
taines de ses propriétés biologiques : elle est le
premier facteur orexigene identifié au niveau du trac-
tus gastro-intestinal et un régulateur a long-terme de
I’homéostasie énergétique (Cummings et al., 2005).

Ghréline et croissance
— Effet sur la sécrétion de GH

Des sa découverte, Kojima et collaborateurs
montrerent que la ghréline stimule la sécrétion



242 Société de Biologie de Paris

Antagoniste fonctionnel
de la ghréline acylée 1>2

i Rongeur et Homme =
g o
.-_.i_..a-"' : - Effet hypoglycémiant i
_,.-"f’- - Inhibition de la prise alimentaire ? .‘bt‘k
-\.h
& A) psusg s N F9e .
| Masse grasse Sensibilité a I’insuline 1% 10
. Rongeur Rongeur et Homme
o
l,-" W
(] G '._'i_.
IIl GSS LSPEHOQQOOR EstPPGKLQpR
] 1 X 28
| |I Ghréline désacylée |
L

‘\\\\ Effets anti-atrophiques ¢
\ Rongeur

.
L

X
Tt ot
1 Prolifération des ostéoblastes ©

Rongeur

Effets trophique et protecteur

sur les cellules B-pancréatiques ¢ 9
Rongeur et Homme

F

Régulation de I’expression des génes 7

Rongeur

- Du métabolisme glucidique N
- Du métabolisme lipidique

Fig. 3. Principaux effets biologiques de la ghréline désacylée.
!Delhanty et al., 2012 ; *Broglio et al., 2004 ; 3 Asakawa et al., 2005 ; “Reano et al., 2014 ; *Porporato et al., 2012 ; Svan
der Velde et al., 2008 ; "Delhanty et al., 2010; *Granata et al., 2010 ; *Granata et al., 2012; °Delhanty et al., 2011 ;

"Benso et al., 2012.

de GH aussi bien in vitro qu’in wvivo chez le rat
anesthésié (Kojima et al., 1999). Ces effets sur la
libération de GH ont été confirmés chez des rats vi-
giles, apres administration périphérique ou centrale de
ghréline (Date et al., 2000; Seoane et al., 2000 ; Wren
et al., 2000; Tolle et al., 2001).

La ghréline stimule la sécrétion de GH directe-
ment au niveau hypophysaire ainsi que via des actions
hypothalamiques. De plus, l'activité stimulatrice de
la ghréline ou des GH sécrétagogues sur la sécrétion
de GH est plus importante sur des préparations
hypothalamo-hypophysaires que sur des hypophyses
seules (Clark et al., 1989; Bowers et al., 1991;
Malozowski et al., 1991). L’hypothalamus controle le
rythme sécrétoire de la GH en libérant deux facteurs
qui agissent directement au niveau de I'hypophyse
de fagon antagoniste : la GHRH (Growth Hormone
Releasing Hormone) stimule la séerétion de GH alors
que la somatostatine (Somatotropin Release Inhibiting
Hormone, SRIH) l'inhibe. L’effet de la ghréline sur
la sécrétion de GH est en partie relayé par la mo-
dulation de lactivité des neurones a GHRH puis-
qu’il disparailt apres immunisation passive avec un an-
tisérum anti-GHRH (Tannenbaum et al., 2003). De

plus, la ghréline est capable d'une part de stimuler
la libération de GHRH a partir d’explants hypothala-
miques (Wren et al., 2002) et d’autre part, d’inhiber
la libération de somatostatine a partir d’hypothala-
mus en périfusion (Tolle et al., 2001). Deux études
ont montré une action stimulatrice de la ghréline
sur la décharge des neurones & GHRH (Osterstock
et al., 2010; Feng et al., 2011), notamment via un
controle de l'activité présynaptique GABAergique in-
hibitrice sur ces neurones. Contrairement & la GHRH,
la ghréline est capable de stimuler la sécrétion de GH
quel que soit le tonus somatostatinergique (Tolle et al.,
2001 ; Tannenbaum et al., 2003).

Au niveau hypothalamique, la ghréline active
également les neurones a NPY, neuropeptide impliqué
dans l'inhibition de la sécrétion de GH (Rettori et al.,
1990) mais également dans la simulation de la prise
alimentaire (Williams et al., 2001).

Chez le rongeur, les données actuelles suggerent
que la ghréline serait plutot un modulateur de ’am-
plitude de sécrétion de GH qu’un initiateur des pics
de GH. En effet, 'administration d’un antagoniste
spécifique du GHS-Rla chez le rat induit une di-
minution de I'amplitude des pics spontanés de GH
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sans affecter leur fréquence (Zizzari et al., 2005).
D’autre part, la relation entre le rythme de sécrétion
de GH et celui de la ghréline n’a pas été clairement
établie (Tolle et al., 2002). Chez I'Homme, une rela-
tion claire a été observée entre sécrétion de ghréline et
de GH chez des sujets recevant des repas standardisés
(Nass et al., 2008), mais cette relation est abolie a la
suite d’un jetne.

— Influence sur le métabolisme de l’os

La gastrectomie s’accompagne d’une ostéopénie
dans diverses especes (Korbonits et al., 2004),
indépendamment d’'une malabsorption des nutri-
ments, vitamines et minéraux tels que le calcium et
la vitamine D (Ma et al., 2015). Ainsi, I'estomac pro-
duit au moins un facteur impliqué dans le remodelage
osseux. La ghréline, par son effet GH sécrétagogue,
apparailt étre un candidat de choix. Il serait donc aisé
d’imaginer que la ghréline intervienne sur la crois-
sance et le remodelage osseux de maniere secondaire,
par l'intermédiaire de la GH et des facteurs de crois-
sance comme 1'IGF-1 produit par le foie sous 'effet
de la GH. Toutefois, des études in wvitro montrent
que la ghréline intervient sur le métabolisme de 1’os
par une action directe, en régulant la différenciation
des ostéoblastes mais sans affecter les ostéoclastes
(Fukushima et al., 2005; Maccarinelli et al., 2005;
Wang et al., 2009). Les données in vitro et in vivo
d’une étude récente (Ma et al., 2015) indiquent que (1)
le systeme ghréline/ GHS-R1a régule 'accrétion plutot
que la résorption osseuse, (2) ce systeme affecte 1'os
trabéculaire sans affecter les parametres corticaux, (3)
les effets du systeme ghréline/GHS-Rla sur le remo-
delage osseux semblent étre indépendants du systeme
nerveux central. De maniere générale, la ghréline et
les GHS ont un impact positif sur le tissu osseux (van
der Velde et al., 2008).

Ghréline et régulation de I'homéostasie énergétique

La ghréline est impliquée dans la régulation du
comportement alimentaire et module le métabolisme
énergétique pour, in fine, promouvoir une balance
énergétique positive.

— Régulation du comportement alimentaire : un puis-
sant facteur orexigéne

La ghréline se distingue des autres peptides gastro-
intestinaux par son puissant effet orexigene lors-
qu’elle est injectée de fagon aigué centralement ou en
périphérie (Tschop et al., 2000; Wren et al., 2000).
La stimulation de la prise alimentaire par la ghréline
est principalement relayée au niveau central par les
neurones a NPY/AgRP (Nakazato et al., 2001) qui ex-
priment fortement le GHS-R1a (Willesen et al., 1999).
L’administration de ghréline induit une activation de

ces neurones, détectable par 'augmentation (1) de
Iimmunoréactivité de type cFos, (2) de leur activité
électrique et (3) de lexpression de NPY et d’AgRP
(Briggs & Andrews, 2011). Toutefois, les circuits neu-
ronaux en aval impliqués dans 'effet orexigene de la
ghréline ne sont pas encore totalement élucidés. Les
données disponibles indiquent qu'une partie des effets
orexigenes de la ghréline implique de nombreux in-
termédiaires comme les mélanocortines, les orexines
et la sérotonine (Cummings et al., 2005). De plus,
plusieurs groupes décrivent une action de la ghréline
sur la prise alimentaire impliquant la voie vagale
(Cummings et al., 2005). Si la ghréline régule 'as-
pect homéostatique de la prise alimentaire, de nom-
breuses données montrent qu’elle est également im-
pliquée dans son aspect hédonique (Abizaid et al.,
2006; Egecioglu et al., 2010). En effet, la ghréline
exerce de nombreuses actions extra-hypothalamiques
(Andrews, 2011). En outre, la ghréline module le
systeme de récompense en interagissant avec a la fois le
systéme mésolimbique dopaminergique (Abizaid et al.,
2006) et le systeme des endocannabinoides (Edwards
& Abizaid, 2016). Il semble que la ghréline aug-
mente la valeur hédonique de la nourriture agréable
au gout (Uchida et al., 2013). Les tests de préférence
alimentaire chez ’animal indiquent que ’administra-
tion de ghréline oriente la préférence alimentaire vers
une nourriture agréable au gout riche en graisses
(Shimbara et al., 2004; Uchida et al., 2013). Ces ef-
fets de la ghréline sur I'aspect hédonique de la prise
alimentaire seraient en partie relayés par les neurones
a orexine (Perello et al., 2010). Il est donc plutot
clair que la ghréline stimule la prise alimentaire par
le biais de différentes voies. Quant a déterminer la-
quelle de ces voies est la plus importante dans les effets
orexigenes de I’hormone, de plus amples investigations
sont nécessaires.

Le rythme de sécrétion de la ghréline suggere
qu’elle participerait a la sensation de faim ainsi qu’a
I'initiation des repas (Cummings et al., 2005). En ef-
fet, la ghréline est sécrétée en anticipation des re-
pas programmés chez le rat (Verbaeys et al., 2011)
de méme que chez 'Homme (Cummings et al., 2001,
2005). Chez 'Homme, en I'absence d’indice temporel
ou de nourriture, 'augmentation de ghréline est bien
corrélée a la sensation de faim, ce qui suggérait ini-
tialement un role de la ghréline dans la régulation
de Dappétit et Dinitiation des repas (Cummings
et al., 2004). Toutefois, cette augmentation semble
étre conditionnée par un rythme programmé des re-
pas et pourrait jouer un roéle dans d’autres adap-
tations liées au repas. La ghréline est en effet im-
pliquée dans des fonctions associées a linitiation de
la prise alimentaire comme l'olfaction (Tong et al.,
2011) ainsi que des comportements liés & la recherche
de nourriture tels que I’éveil ou l'activité locomotrice
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(Cummings, 2006). Notamment chez I’animal, le pic
préprandial de ghréline coincide avec 'augmentation
de lactivité locomotrice en anticipation des repas pro-
grammés (Drazen et al., 2006). Les études pharmaco-
logiques chez le rat et le hamster montrent que I’admi-
nistration de ghréline augmente les comportements de
recherche de nourriture comme ’activité locomotrice
(Uchida et al., 2013) et I’éveil (Tolle et al., 2002).

— Régulation du métabolisme énergétique

La sécrétion de ghréline varie en fonction des ni-
veaux d’insuline, suggérant une régulation réciproque
des hormones et une implication de la ghréline dans
la régulation du métabolisme glucidique (Cummings
et al., 2005). Dans 'ensemble, les études chez le ron-
geur et chez 'Homme montrent que la ghréline est une
hormone hyperglycémiante (Delhanty & van der Lely,
2011), ce qui peut étre favorable ou délétere en fonc-
tion de la situation nutritionnelle et/ou métabolique
considérée. En effet, chez la souris o0b/ob obese
et diabétique, 'administration d’un antagoniste du
GHS-Rla (Asakawa et al, 2003) ou linvalidation
du gene codant pour la préproghréline (Sun et al.,
2006) améliore le controle glycémique en augmen-
tant la sécrétion d’insuline induite par le glucose
ainsi que la sensibilité a l'insuline. En revanche,
les souris déficientes pour 'enzyme GOAT ou pour
la préproghréline n’arrivent pas a maintenir leur
glycémie lorsqu’elles sont soumises & une forte restric-
tion calorique (Zhao et al., 2010; Li et al., 2012). Ces
observations n’ont toutefois pas été systématiquement
reproduites (Yi et al., 2012). Chez 'Homme sain ou
obese, 'administration continue de ghréline pendant
65 minutes abolit la sécrétion d’insuline induite par
le glucose (Broglio et al., 2001 ; Tassone et al., 2003),
détériore la tolérance au glucose (Tong et al., 2011),
stimule la production hépatique de glucose et induit
une résistance hépatique et musculo-squelettique &
linsuline (Baragli et al., 2011). L’ensemble de ces ef-
fets aboutit & une hyperglycémie.

Les autres peptides dérivés de la
préproghréline : des modulateurs
des effets biologiques de la ghréline ?

Si les roles biologiques de la ghréline sont assez bien
décrits, la contribution physiologique des autres pep-
tides dérivés de la préproghréline reste difficile a
établir. En effet, la ghréline désacylée et I'obestatine
ne lient pas ni n’activent le GHS-R1a; leurs récepteurs
respectifs ne sont pas connus a ce jour, limitant le
développement d’outils pharmacologiques pour tenter
de décrypter leur pertinence physiologique. Toutefois,
les études de ces dernieres années tendent a leur ac-
corder cette pertinence physiologique et indiquent que

ces peptides (1) posseédent des activités biologiques
propres et (2) pourraient étre des antagonistes fonc-
tionnels de la ghréline acylée.

La ghréline désacylée

La ghréline désacylée (DAG) a longtemps été
considérée seulement comme un produit de
dégradation de la ghréline acylée (Kojima et al.,
1999), sans fonction biologique. Toutefois, ce peptide
commence peu & peu a éveiller Pattention et se révele
étre une entité métaboliquement active (Delhanty
et al., 2013). Dans l'ensemble, les études chez le
rongeur et chez I'Homme s’accordent sur un role
consistant de la DAG dans le métabolisme glucidique
(Delhanty & van der Lely, 2011) puisque la DAG
prévient lintolérance au glucose et la résistance
a linsuline. De maniere intéressante, les souris
transgéniques sur-exprimant la DAG présentent une
diminution significative du poids corporel, de la prise
alimentaire et de la masse grasse, une légere dimi-
nution de la taille ainsi qu’une meilleure sensibilité
a linsuline (Asakawa et al., 2005; Zhang et al.,
2008 ; Delhanty et al., 2012). Enfin, 'administration
d’un inhibiteur de la GOAT chez la souris sauvage
provoque une diminution du poids corporel et une
amélioration de la tolérance au glucose (Barnett
et al., 2010).

Chez I’'Homme, les études cliniques indiquent
que la DAG module de maniere favorable le profil
métabolique, principalement en antagonisant les ef-
fets diabétogenes de la ghréline acylée (Broglio et al.,
2004 ; Gauna et al., 2004). En effet, il existe une re-
lation positive entre sensibilité & l'insuline et DAG
(Barazzoni et al., 2007; Cederberg et al., 2012) et
I’administration intraveineuse de DAG chez des su-
jets sains ou diabétiques améliore la sensibilité a
linsuline (Delhanty & van der Lely, 2011; Benso
et al., 2012; Ozcan et al., 2014). Les études in vi-
tro suggerent que la DAG agit directement sur les
cellules B-pancréatiques pour promouvoir la sécrétion
d’insuline et la survie cellulaire (Granata et al.,
2007; Delhanty et al., 2010), par lintermédiaire
d’un récepteur encore inconnu (Callaghan & Furness,
2014). D’autre part, la modulation du métabolisme
lipidique pourrait également participer aux effets
insulino-sensibilisateurs de la DAG. En effet, la DAG
affecte I’expression de groupes de genes impliqués dans
le métabolisme lipidique et glucidique dans les tissus
métaboliquement actifs (tissu adipeux, foie et muscle
squelettique) de souris déficientes pour le GHS-Rla
(Delhanty et al., 2010).

En dehors de ces actions métaboliques plutot
convaincantes, la DAG ne semble pas moduler les
effets neuroendocrines de la ghréline acylée ni avoir
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d’effet per se sur la sécrétion des hormones hypophy-
saires (Delhanty & van der Lely, 2011). En outre,
les effets de la DAG sur la prise alimentaire n’ont
pas donné de résultats concluants (Asakawa et al.,
2005 ; Inhoff et al., 2008). Toutefois, des données chez
le rat montrent que la DAG peut moduler la crois-
sance et I’homéostasie énergétique par des actions cen-
trales au niveau hypothalamique et du tronc cérébral
(Stevanovic et al., 2014). Dans une étude récente,
I'utilisation de DAG fluorescente a permis de mon-
trer que la DAG peut se lier a certaines popula-
tions de neurones du noyau arqué, dont les neurones
a NPY, indépendamment du GHS-Rla (Fernandez
et al., 2016).

Enfin, il semble que la DAG exerce des actions
directes sur l'os et le muscle squelettique (van der
Velde et al., 2008; Reano et al., 2014). En effet, la
DAG agit sur le remodelage osseux en favorisant la
prolifération des ostéoblastes (van der Velde et al.,
2008; Reano et al., 2014) mais sans affecter 1'acti-
vité des ostéoclastes (Delhanty et al., 2014). Des effets
anti-atrophiques de la DAG ont également été décrits
(Filigheddu et al., 2007 ; Sheriff et al., 2012 ; Porporato
et al., 2013).

L’obestatine

L’obestatine est un peptide de 23 acides aminés issu du
clivage de la partie C-terminale de la préproghréline
qui a été identifiée in silico quelques années apres
la ghréline (Zhang et al., 2005). Ce peptide peut
largement prétendre au titre de « peptide haute-
ment controversé ». En effet, I'étude originelle de
Zhang et al. montre que l'obestatine (nom dérivé
de la contraction d’« obeése » et de « statine ») di-
minue la prise alimentaire et le poids corporel par
I'intermédiaire d’un récepteur jusque-la orphelin, le
GPR39. Toutefois, cette équipe n’a pas été en me-
sure de reproduire ces résultats (Zhang et al., 2007).
Certaines études ont confirmé le réle du récepteur
GPR39 dans la fonction gastro-intestinale et la
régulation de I’homéostasie énergétique (Moechars
et al., 2006 ; Tremblay et al., 2007) mais I'obestatine
ne semble pas étre son ligand endogene puisque sa
liaison au récepteur n’a pu étre confirmée (Lauwers
et al., 2006 ; Chartrel et al., 2007 ; Holst et al., 2007;
Zhang et al., 2007). Les découvertes contradictoires
autour de 'obestatine ont donc remis en question la
légitimité du peptide.

Concernant la prise alimentaire et la sécrétion de
GH, l'obestatine ne semble pas avoir d’effet per se
(Nogueiras et al., 2007 ; Mondal et al., 2008) mais agi-
rait en modulant les effets orexigene et sécrétagogue
de GH de la ghréline (Zizzari et al., 2007). Les inter-
actions ghréline/obestatine se produiraient principale-
ment au niveau hypothalamique puisque 'activation

des neurones & GHRH et NPY induite par la ghréline
est antagonisée par une co-administration d’obesta-
tine (Hassouna et al., 2012 ,2016).

Certaines études suggerent que I'obestatine ne se-
rait pas uniquement un antagoniste fonctionnel de
la ghréline mais serait également un peptide multi-
fonctionnel avec des actions centrales et périphériques
(Tang et al., 2008; Seim et al., 2011). Ainsi, Pobes-
tatine pourrait agir sur des fonctions physiologiques
telles que la régulation centrale du sommeil, de la
mémoire, de l'anxiété et de la soif et la régulation
périphérique du pancréas endocrine, du tissu adipeux,
du systeme rénal et cardiovaculaire. Néamoins, ces ef-
fets restent spéculatifs et les mécanismes d’action de
I’obéstatine largement inconnus.

Régulation de la ghréline et de ses
peptides dérivés par I'état nutritionnel

Le statut nutritionnel est un régulateur important des
niveaux de ghréline circulants. Il existe une corrélation
négative entre 'indice de masse corporelle (IMC) et
les concentrations plasmatiques de ghréline a jeun
(Hansen et al., 2002 ; Tolle et al., 2003). Ainsi, les ni-
veaux plasmatiques de ghréline fluctuent en fonction
des variations aigués et/ou chroniques de la balance
énergétique.

Variation des taux de ghréline en fonction
des variations aigués du statut nutritionnel

Nous avons vu précédemment que les taux plasma-
tiques de ghréline augmentent en anticipation des
repas, puis diminuent rapidement en période post-
prandiale chez le rongeur (Toshinai et al., 2001)
comme chez 'Homme (Tschop et al., 2001a). Cette
suppression post-prandiale de la sécrétion de ghréline
est proportionnelle a la teneur calorique de l'inges-
tat (Callahan et al., 2004), mais dépend également de
sa composition en nutriments (Korbonits et al., 2004 ;
Iwakura et al., 2015 ; Zigman et al., 2016).

Un jetine court (24 ou 48 heures) s’accompagne
chez le rongeur et chez 'Homme d’une élévation des
concentrations de ghréline, qui résulte d’une augmen-
tation de la fréquence des pics de sécrétion, de I’am-
plitude de ces pics (Bagnasco et al., 2002) ainsi que
de D’expression de la ghréline au niveau de I’estomac
(Torsello et al., 2003). L’expression hypothalamique
du GHS-Rla est également sensiblement augmentée
par le jetine (Kim et al., 2003 ; Nogueiras et al., 2004).
Cette adaptation hormonale orexigene et adipogene
face & un déficit énergétique aigu pourrait étre & ’ori-
gine du rebond alimentaire observé lorsque les ani-
maux sont nourris & nouveau (Briggs et al., 2013)
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et/ou de 'augmentation des niveaux de GH induite
par le jetine chez 'Homme (Muller et al., 2002). La
renutrition rétablit les niveaux de ghréline chez ’ani-
mal et 'Homme.

S’il existe bien un controle a court terme de la
sécrétion de ghréline, des modifications de la ba-
lance énergétique sur le long terme sont également
associées a des changements de 'activité du systeme
ghréline/GHS-Rla. En outre, les niveaux circulants
de ghréline répondent aux variations des réserves
énergétiques de l'organisme (Iwakura et al., 2015), ce
qui confere a 'hormone le role de signal d’adiposité,
au méme titre que l'insuline et la leptine (Cummings
et al., 2005). Toutefois, la variation des taux plasma-
tiques de ghréline serait plutét liée aux apports ali-
mentaires. Ainsi, les études cliniques chez I'Homme
suggerent que la ghréline est un bon marqueur du
statut nutritionnel puisque les taux plasmatiques de
I’hormone oscillent de maniere opposée chez les sujets
atteints d’AM ou d’obésité et apres intervention nu-
tritionnelle (Soriano-Guillen et al., 2004).

Impact de la dénutrition chronique : cas
de I'anorexie mentale (AM)

Dans les situations de dénutrition chronique, comme
dans le cas de l'anorexie mentale, les niveaux de
ghréline sont significativement augmentés chez les pa-
tients par rapport aux sujets sains non dénutris (Tolle
et al., 2003; Germain et al., 2009, 2010). Malgré
une élévation substantielle des taux plasmatiques de
cette hormone orexigene, les patients atteints d’AM
adoptent de maniere paradoxale un comportement de
restriction alimentaire. Cette observation a conduit
plusieurs groupes a suggérer le concept de « résistance
ou insensibilité » a la ghréline dans cette situation pa-
thologique (Gorwood et al., 2016). Cette hypothese
reflete I'incapacité de la ghréline & stimuler la prise
alimentaire chez les patients atteints d’AM. L’origine
de cette « résistance » centrale aux effets orexigenes
de la ghréline n’est pas encore connue, mais elle pour-
rait étre due a défaut de l'impact de la ghréline
sur les neuro-circuits homéostatiques mais également
sur le systeme de récompense cortico-mésolimbique
lié aux processus émotionnels associés a la nourri-
ture (Gorwood et al., 2016). Selon une autre hy-
pothese, d’autres facteurs périphériques anorexigenes
pourraient contrebalancer les taux élevés de ghréline
chez les patients AM (Germain et al., 2009, 2010).
Toutefois, il semblerait que I’hyperghrélinémie ob-
servée dans cette pathologie ne soit pas limitée a un
état de résistance aux effets de la ghréline sur 'appétit
ou la motivation face & l'aspect récompense de la
nourriture. En effet, cette hyperghrélinémie pourrait
également étre une réponse hormonale adaptative a la

dénutrition chronique, et serait requise pour le main-
tien de la glycémie chez la souris soumise a une res-
triction calorique sévere (Zhao et al., 2010).

Impact d’une balance énergétique positive

Chez l'animal rendu obeése par un régime riche en
graisses (DIO, Diet Induced Obesity), plusieurs com-
posantes du systeme ghréline/ GHS-R1a sont altérées.
En effet, on observe chez les souris DIO (Briggs &
Andrews, 2011) :

— une forte diminution des niveaux plasmatiques de
ghréline,

— une diminution de 'expression de la ghréline et de
la GOAT au niveau de I'estomac,

— une diminution de I’expression hypothalamique du
GHS-R1a,

— une diminution du transport de la ghréline au ni-
veau de la barriere hémato-encéphalique.

Chez les souris obeses, 'administration périphérique
aigué ou chronique de ghréline ne stimule plus la prise
alimentaire (Briggs & Andrews, 2011 ; Zigman et al.,
2016). De plus, le traitement par la ghréline de leurs
explants hypothalamiques n’induit pas la sécrétion de
NPY ou d’AgRP, par rapport aux explants hypothala-
miques issus de souris témoins. Ainsi, le DIO provoque
une résistance centrale a la ghréline, principalement au
niveau des neurones hypothalamiques de 'ARC. En
effet, Padministration intracérébroventriculaire (icv)
de ghréline chez les souris DIO ne stimule plus 'ac-
tivation de cFos au niveau de ’ARC, ni 'augmenta-
tion de I'expression de NPY et d’AgRP (Briggs et al.,
2010).

La résistance a la ghréline induite par le DIO
ne se confine pas uniquement aux voies neuro-
nales controlant la prise alimentaire. Le DIO affecte
également 'effet GH sécrétagogue de la ghréline, tant
au niveau central qu'hypophysaire. L’administration
centrale de ghréline stimule fortement la sécrétion de
GH chez les souris témoins, mais pas chez les sou-
ris DIO (Briggs et al., 2010). L’absence d’effet GH
sécrétagogue chez les souris DIO a la suite d’une ad-
ministration icv de ghréline suggere que I’hormone ne
serait plus capable d’activer les neurones & GHRH
de PARC (Briggs & Andrews, 2011). La réponse GH
a la ghréline est diminuée chez les animaux obeses
(Iwakura et al., 2007), ce qui pourrait étre di a la forte
diminution de I'expression hypophysaire du GHS-R1a
(Luque & Kineman, 2006 ; Iwakura et al., 2007).

Chez les sujets obeses, les taux plasmatiques de
ghréline sont significativement diminués par rapport
aux sujets témoins (Tschop et al., 2001b), et le pic
de sécrétion avant un épisode de prise alimentaire est
aboli (Yildiz et al., 2004). L’hyposécrétion de ghréline
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chez les sujets obeses pourrait étre en partie respon-
sable de la diminution de l'activité de 'axe somato-
trope, mais des études montrent qu’il n’y a pas de
lien de causalité entre ces deux parametres (Lindeman
et al., 2002). Comme chez le rongeur, la réponse GH
a la ghréline est diminuée chez les sujets obeses par
rapport aux sujets témoins. Toutefois, bien que ces
observations soient similaires a ce que 'on observe
dans les modeles animaux, I’existence d’une résistance
a la ghréline chez 'Homme obese reste a démontrer
(Zigman et al., 2016).

Réle endogene du systéme
ghréline/GHS-R1a : approches
pharmacologiques et génétiques

Utilisation d’outils pharmacologiques

Afin d’étudier le role du systéme ghréline/GHS-Rla
dans la régulation de la sécrétion de GH et la prise
alimentaire, plusieurs antagonistes ont été développés
(Hassouna et al., 2016). Bien que leurs mécanismes
d’action au niveau du systéme nerveux central res-
tent mal caractérisés, tous sont capables de bloquer la
sécrétion de GH induite par la ghréline in vitro et in
vivo. Ces composés ont également permis de confirmer
que les effets de la ghréline sur la sécrétion de GH et la
prise alimentaire sont indépendants. Par exemple, le
composé BIM-28163 (renommé RM-28163) s’est révélé
avoir des activités antagonistes et agonistes respecti-
vement sur la sécrétion spontanée de GH et la prise
alimentaire. Chez le rat, le traitement sous-cutané
ou central pendant 48 h avec cet antagoniste sélectif
du GHS-Rla réduit fortement I'amplitude des pics
sécrétoires de GH (Zizzari et al., 2005) alors qu’il sti-
mule la prise alimentaire et 'augmentation du poids
corporel (Halem et al., 2005). Les effets orexigénes in-
attendus de cet antagoniste, également observés chez
la souris, seraient relayés en partie par une activa-
tion des neurones a NPY au niveau hypothalamique
(Hassouna et al., 2013).

En  outre, les propriétés du GHS-Rla
rendent sa pharmacologie complexe. En effet,
I’hétérodimérisation du GHS-Rla avec le récepteur
dopaminergique Do est retrouvée dans les neurones
hypothalamiques (Kern et al., 2012). Chez les souris
sauvages mais pas chez les souris invalidées pour le
GHS-Rla, la cabergoline (agoniste dopaminergique)
inhibe la prise alimentaire, indiquant que la combinai-
son avec le GHS-R1a est nécessaire pour 'activation
du récepteur Dy. De plus, I'antagoniste sélectif du
GHS-Rla JMV 2959 (Salome et al., 2009) bloque

leffet anorexigene de la cabergoline, suggérant que
sa liaison au GHS-Rla change la conformation de ce
dernier et par conséquent, la capacité de réponse du
récepteur dopaminergique Dy. En revanche, lorsque
le GHS-R1la s’hétérodimérise avec le récepteur a la
sérotonine 5-HT2¢ (Schellekens et al., 2013b), ce
dernier est moins sensible a la ghréline ou a ’agoniste
ghrélinergique MK677.

Utilisation des modeles animaux déficients
pour la ghréline, le GHS-R1a ou la GOAT

La manipulation génétique du systeme ghréline/ GHS-
Rla offre la possibilité d’étudier de maniere
différentielle le roéle des peptides dérivés de la
préproghréline (invalidation du geéne codant pour la
préproghréline : Ghrl™/ 7), le role plus spécifique de
Pabsence de ghréline acylée (invalidation du geéne co-
dant pour la GOAT : Goat!~/~) ou encore le role des
effets de la ghréline relayés par son récepteur (invali-

dation du gene codant pour le GHS-Rla : Ghs-rf/f)
(Tableau 1). Il est a noter qu’il est relativement
difficile d’isoler le réle de chacun des composants
de ce systeme. En effet les peptides dérivés de la
préproghréline interagissent entre eux et ont des ef-
fets propres et nous avons vu plus haut dans cette re-
vue les particularités du GHS-R1a. Ainsi, la présence
du GHS-Rla chez les souris Ghrl~/~et Goat=/—,
celle des peptides dérivés de la préproghréline chez
les souris Ghs-r~/~ou encore 'augmentation des ni-
veaux de ghréline désacylée inhérente a l'invalida-
tion de la GOAT peuvent en partie expliquer les
différences phénotypiques (que nous allons présenter)
observées dans les différents modeles. La synthese
et le recoupement des résultats obtenus avec ces
différents modeles permettent d’obtenir des informa-
tions complémentaires (les pieces du puzzle) pour
mieux appréhender le role physiologique de ce systeme
neuroendocrinien.

Au vu des effets puissants de la ghréline sur
la sécrétion de GH et la prise alimentaire, il se-
rait attendu que le retrait des composants du
systeme ghréline/GHS-Rla engendre des souris de
taille réduite, plus minces et hypophagiques. Toutefois
I’apparence et la prise alimentaire similaires des
souris Ghrlf/f, Ghs-r~/= et Goat/— par rap-
port a leurs congéneres sauvages suggere que la
ghréline serait un peptide orexigene a ajouter a la
liste des « peptides-orexigenes-dont-l’invalidation-n’a-
pas-d’effet ». Loin d’étre si catégorique, la subti-
lité du phénotype de ces différents modeles murins
qui peut étre léger mais reproductible en situation
d’équilibre nutritionnel et/ou énergétique (acces ad li-
bitum & la nourriture) peut se révéler par un challenge
métabolique.
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Tableau 1. Comparaison des parametres phénotypiques des différents modeles de souris invalidées pour les composants
du systeme ghréline/ GOAT/GHS-R1a. WKirchner et al., 2009 ;  Zhao et al., 2010. nd : non-déterminé ; id : identique;

TCM : triglycérides a chaines moyennes; WT : Wild-Type (souris sauvages).

Modéele Invalidation de la Invalidation du Invalidation de la
. animal Ghréline (Ghrl-/-) GHS-Rla (Ghs-r-/-) GOAT (Goat-/-)
Parametre
Poids corporel @ N &
= Taille & ] s
E Prise alimentaire/24h o o o
E Sécrétion de GH N nd N
7 IGF-1 plasmatiques & N nd
.qg) Composition corporelle =4 AN masse grasse &
& Métabolisme glucidique Meilleure tolérance au glucose Meilleure tolérance au glucose  Meilleure tolérance au glucose
= I e E & (jeunes et adultes) < (jeunes et adultes) <& (jeunes et adultes)
P (souris agées) <& (souris agées) nd (souris agées)
g o Perte de poids/Masse grasse Identique aux souris sauvages Identique aux souris sauvages Identique aux souris sauvages
£ 5 g Glycémie N N ANAN
g _’5 E Réflexe hyperphagique
& 1 (Jefine) Identique aux souris sauvages Identique aux souris sauvages Identique aux souris sauvages

Exposition apres sevrage

Exposition a I’age adulte

Régime riche en graisses

RESISTANCE A L’OBESITE
N Poids/masse grasse vs WT
< Prise alimentaire
2 Dépense énergétique

NON-RESISTANCE
2 Poids corporel id WT
2 Masse grasse id WT
< Prise alimentaire vs WT
Meilleure tolérance au glucose

RESISTANCE A L’OBESITE
3 Poids/masse grasse vs WT
< Prise alimentaire
A Quotient respiratoire

NON-RESISTANCE
2 Poids corporel id WT
& Masse grasse id WT
< Prise alimentaire vs WT
Meilleure tolérance au glucose

RESISTANCE A L’OBESITE
A Poids/masse grasse vs WT
? Prise alimentaire
2 Dépense énergétique

RESISTANCE" ou NON®
(': N Poids corporel vs WT
<> Composition corporelle
(Régime TCM)
Meilleure tolérance au glucose

— <« Vie sans ghréline », croissance et composition
corporelle

Sous régime standard, les souris Ghrl™/ -,
Ghs-r—/= et Goat~/~ se développent de maniere si-
milaire ou quasi-similaire aux souris sauvages. Les
souris Ghrl™/~ et Goat=/~ présentent un poids et
une composition corporels identiques & ceux des sou-
ris sauvages (Asakawa et al., 2003; Kirchner et al.,
2009). Toutefois, les souris Ghs-r~/~présentent une
légere diminution du poids corporel et de la taille
(distance naso-anale) (Zigman et al., 2005; Longo
et al., 2008), associée & une réduction de masse grasse
(Zigman et al., 2005) et une diminution modeste des
taux sériques d’IGF-1 (Sun et al., 2004 ; Zigman et al.,
2005).

Chez les souris Ghrl=/~ (Sun et al, 2003),
Ghs-r~/~ (Sun et al., 2008) et Goat~/~ (Yi et al.,
2012; Zhao et al., 2010), la perte de poids corporel, la
diminution de masse grasse et des taux de leptine et
d’insuline induites par une restriction calorique sont
similaires a celles des souris sauvages.

Les souris Ghrl~/~ et Ghs-r~/~ adultes ne sont
pas plus résistantes a 1’obésité induite par un régime
riche en graisses que les souris sauvages (Sun et al.,
2004, 2008; Wortley et al., 2004). Toutefois, cette

résistance est observée lorsque le régime est démarré
peu de temps apres le sevrage (Wortley et al., 2005 ;
Zigman et al., 2005), suggérant un role de la ghréline
au cours de la période de croissance chez ’animal.
Les souris Goat™/~ soumises & un régime riche en
graisses classique! montrent une susceptibilité simi-
laire & celle des souris sauvages (Zhao et al., 2010).
Néanmoins dans les mémes conditions, les souris
Goat—/~ générées par Kirchner et al. (2009) prennent
moins de poids que les souris sauvages, en dépit d’une
composition corporelle similaire. Dans cette méme
étude, lorsque le régime est enrichi en triglycérides
A chaine moyenne, les souris Goat~/~ montrent une
réduction significative du poids corporel associée a une
diminution de masse grasse et une augmentation de la
dépense énergétique.

Seules trois études se sont intéressées a 'impact
de l'absence de ghréline ou de sa signalisation sur
la sécrétion pulsatile de la GH chez la souris. Chez
les souris Ghrl™/~ males, qui ne synthétisent ni
ghréline acylée ni ghréline désacylée, une diminution

! Dans cette étude, le régime riche en graisses contient
principalement des lipides a chaines longues provenant
d’huile de soja et de saindoux (Cat No. D12451 ; Research
Diets). Le terme « classique » est utilisé ici pour démarquer
ce régime du régime hyperlipidique riche en triglycérides a
chaine moyenne utilisé par Kirchner et al. (2009).
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transitoire de amplitude des pics sécrétoires de GH
a été mise en évidence, sans toutefois de modifi-
cation de la croissance staturo-pondérale (Hassouna
et al., 2014), suggérant que la ghréline endogene agi-
rait comme un modulateur de 'amplitude de sécrétion
de GH durant la période de croissance rapide chez la
souris. L’étude menée chez les souris Goat~/~a permis
de préciser que cet effet sur 'amplitude de sécrétion
chez le male était spécifique de la forme acylée de
ghréline. Dans cette derniere étude, la ghréline ap-
paralt également importante pour le maintien du pa-
tron de sécrétion de la GH (Xie et al., 2015). Des tra-
vaux récents réalisés dans notre laboratoire chez les
souris Ghs-r~/~ montrent également que la régulation
de l'amplitude de sécrétion de la GH par la ghréline
se fait via un mécanisme GHS-R dépendant qui est
différent chez le male et la femelle (Labarthe et al.,
données non publiées). L’impact physiologique de la
réduction de la sécrétion de GH reste a déterminer.

— <« Vie sans ghréline » et prise alimentaire
Prise alimentaire homéostatique

La déficience en ghréline, GHS-Rla ou GOAT
n’altere pas les aspects homéostatiques de la prise ali-
mentaire en condition standard (Uchida et al., 2013).
En effet, la prise alimentaire et le rythme circadien sur
24 heures sont similaires a ceux des souris sauvages
dans ces trois modeles. Dans ces conditions, comme
chez les souris sauvages, le pic préprandial de ghréline
ainsi que ’activité locomotrice en anticipation du re-
pas existent toujours chez les souris Ghs-r~/~ (Gooley
et al., 2006). Ceci suggere qu'une signalisation ghréline
intacte n’est pas nécessaire au maintien du rythme
circadien de prise alimentaire. Toutefois Blum et al.
(2009) montrent que l'activité d’anticipation liée a
la distribution du repas programmé est nettement
atténuée chez les souris Ghs-r /.

Chez les souris Ghrl_/_, Ghs-r=/= et Goat—/~
la réponse alimentaire a un jetine aigu de 24 ou de
48 heures est similaire a celle des souris sauvages
(Uchida et al., 2013). Ainsi, la perte et la reprise
de poids corporel ainsi que le réflexe hyperphagique
sont identiques entre les génotypes. Toutefois, les
souris Ghrl~/~ et Ghs-r—/~ n’augmentent pas leur
prise alimentaire comme le font les souris sauvages en
réponse a des jelines répétés (Abizaid et al., 2006). En
condition de restriction calorique, les souris Ghs-r~/~
présentent une réponse locomotrice réduite en anti-
cipation du repas programmé, ainsi qu’'une diminu-
tion de I'activation neuronale de la voie mésolimbique
dopaminergique (Blum et al., 2009 ; Verhagen et al.,
2011; Lamont et al., 2012). Dans l’ensemble, ces
études suggerent que la perte de la signalisation
ghrélinergique conduit a une perte du comportement
d’anticipation de la nourriture.

Sous régime riche en graisses, les souris Ghrl™/~
et Ghs-r~/~ consomment la méme quantité de nourri-
ture que les souris sauvages (Al Massadi et al., 2015).
Les souris Goat~/~ ne présentent pas non plus de mo-
difications de la prise alimentaire sous régime riche
en graisses classique (Zhao et al., 2010). Toutefois,
leur consommation est significativement augmentée
lorsque le régime est riche en triglycérides a chaine
moyenne (Kirchner et al., 2009).

Prise alimentaire hédonique

Les études chez les souris Ghs-r =/~ ont largement
contribué a démontrer la nécessité d’une signalisation
ghrélinergique intacte pour la régulation de différents
aspects de la prise alimentaire hédonique (Pour re-
vue, Uchida et al., 2013). De plus, il semble que 1'ac-
tivité de la GOAT soit un régulateur important de
la motivation alimentaire (Davis et al., 2012). En ef-
fet, apres un jeiine de 24 heures, les souris Goat™/~
placées dans un systeme de conditionnement opérant
ont une moindre motivation pour I’obtention de nour-
riture par rapport aux souris sauvages (Davis et al.,
2012). Ces souris montrent également une diminution
de la réponse alimentaire hédonique dans un protocole
« d’effet dessert », dans lequel une nourriture agréable
au gout et riche en graisses est proposée en guise de
dessert a des souris rassasiées (Davis et al., 2012).

— « Vie sans ghréline » et régulation du métabolisme
énergétique

Meétabolisme glucidique

Sous un régime standard, une meilleure tolérance
au glucose est observée chez les souris Goat™/~
(Zhao et al., 2010), Ghrl~/~ (Dezaki et al., 2006) et
Ghs-r~/~ (Zigman et al., 2005).

Les souris Goat™/~ soumises & une restriction
calorique drastique maintiennent difficilement leur
glycémie par rapport aux souris sauvages et, si cette
restriction est prolongée, les souris décedent d’hypo-
glycémie sévere (Zhao et al., 2010). Or cette derniere
est prévenue par un traitement par la ghréline ou la
GH. Toutefois, une étude ultérieure n’a pas trouvé
de différence entre souris Goat~/~ et sauvages (Yi
et al., 2012). Cependant, la restriction calorique pro-
voque également une forte hypoglycémie chez les sou-
vis Ghrl~/~ (Li et al., 2012). Une diminution de la
glycémie significativement plus prononcée que chez les
souris sauvages est observée chez les souris Ghsr—/~
lors d’une restriction calorique (Sun et al., 2008).

L’exposition des souris Ghs-r™/=, Ghrl=/= et
Goat~/~ & un régime riche en graisse confere une
meilleure tolérance au glucose chez ces souris par rap-
port aux souris sauvages (Wortley et al., 2005 ; Longo
et al., 2008).
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Dans l’ensemble, ces études démontrent que la
ghréline diminue la tolérance au glucose et la sensi-
bilité a I'insuline.

Meétabolisme associé a l’age

Les études du groupe de Lin et al. montrent
quau cours du vieillissement, les souris Ghs-r—/~ et
Ghrl™/~ présentent un meilleur profil métabolique et
maintiennent un phénotype plus mince que les souris
sauvages, dii a une moindre accumulation de masse
grasse (Lin et al., 2011; Ma et al., 2011). En outre, les
souris agées présentent une meilleure sensibilité a I'in-
suline, une augmentation de la dépense énergétique et
un meilleur profil lipidique que les souris sauvages du
méme age. Toutefois, ce phénotype est plus marqué
chez les souris Ghs-r—/~ que chez les souris Ghrl=/~.

— Absence de ghréline a l’dge adulte

Les auteurs des études décrites ci-dessus concluent
souvent que l’absence de phénotype majeur dans
ces modeles pourrait étre due a des mécanismes de
compensation survenant au cours du développement.
Récemment, McFarlane et al. (2014) ont développé
un modele murin d’invalidation conditionnelle de la
ghréline. Ces souris expriment le récepteur de la
toxine diphtérique au niveau des cellules sécrétrices
de ghréline, ce qui permet de s’affranchir d’un impact
développemental de I'invalidation de la ghréline. Ainsi,
I’ablation de la ghréline chez la souris adulte n’a pas
d’effet sur la prise alimentaire ni le poids corporel et
n’induit pas de résistance a un régime riche en graisses.
En revanche, une restriction calorique sévere provoque
une forte hypoglycémie chez ces souris, confortant
I’idée que la ghréline serait une « hormone de survie »
dans certaines conditions de challenge métabolique
(Cummings et al., 2005).

Conclusions

Au carrefour entre nutrition, métabolisme et crois-
sance, la ghréline apparait comme une hormone es-
sentielle a la survie de l'organisme en favorisant les
apports nutritionnels, les adaptations métaboliques et
le stockage d’énergie en période de croissance ou en
situation de dénutrition chronique. Au-dela de ses ac-
tions bien caractérisées sur la sécrétion d’hormone de
croissance et la prise alimentaire, via un mécanisme
d’action dépendant du GHS-R et de la présence d’un
groupement « acyl » qui lui permet de se lier a son
récepteur, le role de la ghréline est plus complexe que
ce qui avait été initialement décrit. En effet le gene de
la préproghréline, a partir duquel la ghréline acylée
est synthétisée, code également pour d’autres pep-
tides dérivés qui modulent les actions métaboliques et

neuroendocrines de la ghréline acylée. D’autre part,
le GHS-R possede une activité constitutive propre et
peut s’associer a d’autres types de récepteurs, il peut
donc induire des effets biologiques indépendamment
de la présence de son ligand endogene, la ghréline.
Les outils pharmacologiques et les modeles de souris
génétiquement modifiées permettent aujourd’hui d’ob-
tenir des informations complémentaires pour mieux
appréhender le role physiologique de chacun des com-
posants du systeme « ghréline-GHS-R ».
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