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RESUME	
  
	
  

	
  

 L’obésité est associée à un état inflammatoire chronique évoluant à bas bruit, qui 
contribue aux complications métaboliques observées dans cette pathologie. L’origine de 
l’inflammation systémique présente à un niveau subclinique chez les sujets obèses, est mal 
connue. La présence d’une endotoxémie, signant le passage de fragments bactériens à travers 
la muqueuse intestinale, chez des patients obèses ou des rongeurs soumis à un régime riche en 
lipides, a permis d’émettre l’hypothèse d’un rôle de l’intestin et des lipides alimentaires dans 
l’initiation de cette inflammation. Des travaux réalisés sur modèles murins montrent que la 
composition du régime hyperlipidique module l’inflammation systémique et l’endotoxémie, 
un régime riche en acides gras saturés étant considéré comme particulièrement délétère. 
L’objectif de ma thèse a été de déterminer si un apport à court terme de lipides alimentaires, 
et en particulier d’acides gras saturés, pouvait conduire à des altérations de la barrière 
intestinale, qui en retour faciliteraient le passage de pathogènes ou de fragments bactériens, 
activant le système immunitaire localement et en systémique. 

 J’ai étudié chez la souris l’impact d’un apport aigu ou répété à court terme d’huile de 
palme, riche en acides gras saturés, sur la perméabilité épithéliale intestinale, l’état des 
jonctions intercellulaires, l’expression de marqueurs inflammatoires et la composition du 
microbiote. J’ai observé qu’un apport unique d’huile de palme suffit à augmenter la 
perméabilité intestinale aux macromolécules et à perturber la localisation des protéines de 
jonction. L’apport répété d’huile de palme pendant 4 jours exacerbent ces effets et modifie 
l’expression de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire (IL-1β, Gata-3 et Reg-3γ). Un 
apport répété d’huile de palme modifie également l’abondance de plusieurs espèces 
bactériennes du microbiote intestinal. Pour déterminer si les effets observés sur la barrière 
épithéliale intestinale sont spécifiquement dépendants de l’impact de l’acide palmitique, j’ai 
étudié les conséquences d’un apport aigu et répété de cet acide gras sur un modèle de cellules 
épithéliales intestinales humaines: la lignée Caco-2/TC7. J’ai montré que 24h de traitement 
des cellules Caco-2/TC7 par de l’acide palmitique apporté sous forme de micelles suffisent à 
altérer la barrière intestinale épithéliale et à augmenter l’expression de la cytokine pro-
inflammatoire IL-8. Aucun de ces effets n’a été observé lorsque l’acide oléique, un acide gras 
mono-insaturé est utilisé au lieu de l’acide palmitique. L’étude des mécanismes moléculaires 
révèle l’implication de la voie de synthèse des céramides dans les effets de l’acide palmitique 
sur l’expression de l’IL-8 dans les cellules Caco-2/TC7. Mes travaux ont permis de montrer 
sur modèle murin et sur modèle cellulaire qu’un apport unique d’acides gras saturés suffit à 
perturber la barrière épithéliale intestinale et à moduler localement l’expression de cytokines 
pro-inflammatoires. Les études réalisées dans la lignée cellulaire Caco-2/TC7 montrent que 
les effets de l’acide palmitique peuvent s’exercer indépendamment du rôle du microbiote et 
des cellules immunitaires. 
 J’ai également participé à un travail visant à déterminer les mécanismes précoces mis 
en place lors de la détection des lipides alimentaires par le récepteur SR-B1 dans les cellules 
Caco-2/TC7. Nous avons montré un rôle de SR-B1 dans l’homéostasie cellulaire du 
cholestérol et identifier des partenaires lipidiques et protéiques présents dans les « rafts » 
impliqués dans la détection des lipides.  

 L'ensemble de mes résultats ouvre la voie à de nouvelles études qui permettront de 
préciser les différents processus cellulaires induits précocement en réponse aux lipides 
alimentaires afin de distinguer ceux qui entraînent des effets transitoires et réversibles, des 
réponses adaptatrices bénéfiques pour la fonction de barrière, ou enfin des effets délétères à 
plus long terme impactant l’organisme entier.  
Mots-clés : intestin, barrière intestinale, jonctions serrées, inflammation, lipides alimentaires, 
maladies métaboliques   
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   Obesity is associated with chronic low-grade inflammation, which contributes to 
metabolic disorders. However, the origin of systemic inflammation observed at a subclinical 
level in obese patients is still unclear. Studies in obese patients and rodents submitted to a 
high-fat diet reveal an increase of endotoxemia, which is characterized by the translocation 
through the intestinal mucosa of bacteria wall fragments. This observation suggests an 
important role of the intestine and dietary lipids in the onset of inflammation. Moreover, the 
lipid composition of diet modulates systemic inflammation and endotoxemia levels. Indeed, 
mice fed a high-fat diet enriched with palm oil resulted in the greatest inflammatory 
outcomes, indicating the deleterious effect of this oil. The aim of my thesis was to determine 
whether a short-term lipid supply, rich in saturated fatty acid, could compromise the intestinal 
barrier integrity, which could in turn increase the endotoxin passage through the intestinal 
mucosa, activate the immune system and trigger local or systemic inflammation.         
 In mice, I studied the effect of a single or repeated supply of palm oil on intestinal 
permeability, cell-cell junctions, inflammatory markers and microbiota composition. My 
results showed that a single supply of palm oil is sufficient to increase intestinal permeability 
and to alter the subcellular localization of several junctional proteins. A repeated supply 
during 5 days exacerbates these deleterious effects and modulates the expression of genes 
involved in inflammatory responses (IL-1β, Gata-3, Reg-3γ). This repeated supply of palm oil 
modifies the abundance of several bacteria species of the intestinal microbiota. To determine 
if these damaging effects on intestinal barrier are specific to palmitic acid, I studied its impact 
on a polarized monolayer of the human intestinal epithelial cell line, the Caco-2/TC7 cells. 
The results indicated that a 24-h exposure to palmitic acid, provided as lipid micelles, is 
sufficient to alter the epithelial barrier and to increase the IL-8 cytokine mRNA level. By 
contrast, a treatment with oleic acid, a mono-unsaturated fatty acid did not affect these 
parameters. The investigation of the molecular mechanisms induced by palmitic acid in the 
Caco-2/TC7 cells revealed the involvement of the de novo ceramide synthesis pathway in the 
IL-8 cytokine expression. Altogether, these studies conducted on mice and intestinal epithelial 
cells demonstrated that a single saturated fatty acid supply is sufficient to alter the intestinal 
epithelial barrier integrity and to increase pro-inflammatory cytokine expression. The studies 
performed in Caco-2/TC7 cells showed that palmitic acid can exert some deleterious effects 
independently of microbiota and immune cell interactions. 

 I also participated in a work aiming to clarify the early molecular events involved in 
the detection of dietary lipids by the scavenger receptor SR-B1 in Caco-2/TC7 cells. The 
findings provided new insights into the role of SR-B1 on cellular cholesterol homeostasis and 
identified new lipids and proteins actors located on lipid rafts domains on the SR-B1-
dependent lipid sensing.  
 Altogether, my results pave the way for further studies aiming at specifying the 
various early-induced cellular processes in response to dietary lipids in order to distinguish 
between those that cause transient and reversible effects, adaptive responses that are 
beneficial for barrier function, or deleterious effects in the longer term impacting the whole 
organism. 

Keywords: intestine, intestinal barrier, tight junctions, inflammation, dietary lipids, metabolic 
diseases 
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Les maladies métaboliques telles que l’obésité et le diabète sont en constante 

augmentation. En effet, à l’échelle mondiale la prévalence de l’obésité a presque triplé depuis 

1975. Autrefois considérée comme une pathologie n’atteignant que les pays à haut revenu, 

elle est désormais en augmentation dans les pays à revenu faible ou intermédiaire. De plus, 

elle affecte non seulement les adultes mais de plus en plus les enfants et adolescents chez 

lesquels la prévalence est passée de 4% en 1975 à plus de 18% en 2016 (Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), Obésité et surpoids, Aide-mémoire N°311, Octobre 2017). De 

multiples causes peuvent expliquer cette inflation : changement de comportement alimentaire 

et mode de vie avec une alimentation transformée principalement riche en sucres et en lipides, 

rythme de vie, mondialisation, sédentarité et manque d’activité physique. Selon l’OMS, 35 % 

des adultes dans le monde sont atteints d’obésité ou de surpoids. En 2016, plus de 1,9 milliard 

d’adultes étaient en surpoids dont 650 millions étaient obèses (OMS, Obésité et surpoids, 

Aide-mémoire N°311, Octobre 2017). En 2012, 32,3% des Français de 18 ans et plus sont en 

surpoids (25 ≤ IMC < 30 kg/m2) et 15% présentent une obésité (IMC ≥ 30 kg/m2) (Enquête 

épidémiologique sur le surpoids et l’obésité « ObEpi-Roche 2012 : enquête nationale sur 

l’obésité et le surpoids »).  

 

L’obésité est associée à l’apparition d’autres désordres métaboliques qui représentent 

des facteurs de risques de développement des maladies cardiovasculaires ou de cancers. Parmi 

ses complications, le diabète de type 2, l’hypertension artérielle, une dyslipidémie, des 

difficultés respiratoires telles que le syndrome d’apnée du sommeil, sont souvent retrouvés 

chez les sujets obèses (figure 1). De plus, il est établi que l’obésité est associée à un état 

inflammatoire chronique évoluant à bas bruit. Cette inflammation chronique, bien que 

présente à un niveau subclinique, contribuerait aux dysfonctionnements des fonctions 

cellulaires et aux complications métaboliques associées à l’obésité. Il est donc primordial de 

comprendre les mécanismes impliqués dans l’initiation et le maintien de cette inflammation 

de bas grade.  

 

De multiples travaux ont émergé ces dernières années pour caractériser l’inflammation 

tissulaire et comprendre l’origine de l’inflammation systémique de bas grade qui surviennent 

au cours de l’obésité.  

 



Figure 1 :  Pathologies et complications médicales liées à l’obésité. 
 L’obésité est un facteur de risques de développement des maladies 
 cardiovasculaires et métaboliques telles que le diabète de type 2 avec une 
 prédisposition aux cancers notamment colique.  
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Le tissu adipeux considéré jusqu’à relativement récemment comme simple réservoir 

énergétique, a été particulièrement étudié à la fois comme un tissu présentant une 

inflammation mais aussi comme un tissu pouvant contribuer à l’inflammation systémique de 

bas grade (Stolarczyk 2017). En effet, les adipocytes, au-delà de stocker les triglycérides, 

jouent plusieurs rôles métaboliques dans la régulation de certaines fonctions physiologiques 

de l’organisme. Ils ont en particulier la capacité de sécréter des hormones qui régulent la 

masse grasse chez les individus sains. Ils sont également capables chez l’obèse de libérer dans 

le milieu environnant des facteurs chimioattractants permettant le recrutement de cellules 

immunitaires et le déclenchement d’une inflammation au sein du tissu adipeux (Greenberg 

and Obin 2006; Ouchi et al. 2011). Le tissu adipeux contient également des cellules 

immunitaires résidentes (lymphocytes Treg, macrophages) qui participeraient en condition 

physiologique aux fonctions métaboliques de ce tissu (Ferrante 2013). L’activation de ce 

système immunitaire est considérée comme une étape précoce dans l’installation de 

l’insulino-résistance qui surviendrait avant l’hypertrophie des adipocytes. Un recrutement de 

cellules immunitaires, en particulier de macrophages, est de plus observé au cours de l’obésité 

(pour revue Stolarczyk 2017). Ainsi l’accroissement du tissu adipeux au cours de l’obésité 

conduit à un déséquilibre dans la production des molécules anti- et pro-inflammatoires en 

faveur de facteurs pro-inflammatoires qui contribueraient à l’inflammation systémique de bas 

grade.  	
  

 

Le foie peut aussi être affecté lors de l’obésité qui provoque, suite à l’accumulation de 

graisse dans ce tissu, une stéatose-hépatite non alcoolique (NASH). La NASH, qui associe 

stéatose et inflammation, est étroitement associée au syndrome métabolique regroupant 

l’obésité abdominale, la résistance à l’insuline, la dyslipidémie et l’hypertension artérielle 

(Asrih and Jornayvaz 2015). La prévalence de cette maladie hépatique est élevée chez les 

patients obèses (Vernon et al. 2011). L’évolution de cette pathologie peut conduire à une 

cirrhose puis à un hépatocarcinome. Les macrophages résidents du foie (cellules de Kupffer) 

joueraient un rôle important dans l’apparition de la NASH (Reid et al. 2016). Cependant des 

résultats contradictoires sur leur état d’activation dans l’obésité et la NASH ont été rapportés. 

En effet, il a été montré dans un modèle murin d’obésité induite par un régime hyperlipidique, 

que l’accumulation de lipides dans les cellules de Kupffer oriente leur phénotype vers un 

profil pro-inflammatoire (Leroux et al. 2012) mais ceci serait cependant très dépendant du 

régime alimentaire et des changements du microbiote intestinal (Ferrere et al. 2016).  
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Le muscle qui joue un rôle important dans l’homéostasie du glucose a été également 

beaucoup étudié puisque la résistance à l’insuline du muscle squelettique est souvent associée  

à l’obésité (Wu and Ballantyne 2017). Le musque squelettique est capable de sécréter 

des cytokines et myokines qui participent au fonctionnement physiologique de ce tissu. Les 

cytokines et myokines produites localement agissent via un effet autocrine sur les cellules 

musculaires mais aussi via un effet paracrine sur les autres tissus. L’origine de cette 

inflammation qui survient au cours de l’obésité reste très mal connue mais pourrait être liée à 

l’augmentation du tissu adipeux à proximité des fibres musculaires (Wu and Ballantyne 

2017).  

 

Un travail récent de notre équipe a par ailleurs mis en évidence pour la première fois 

une inflammation intestinale chez l’Homme obèse (Monteiro-Sepulveda et al. 2015). Cette 

inflammation se caractérise par une infiltration de lymphocytes T dans la muqueuse 

épithéliale et est corrélée avec plusieurs perturbations métaboliques comme la présence d’une 

dyslipidémie. Il a été montré que ces cellules immunitaires émettent des cytokines qui 

inhibent la sensibilité à l’insuline des entérocytes (cellules épithéliales absorbantes de 

l’intestin) (Monteiro-Sepulveda et al. 2015).  

 

Si tous ces tissus, et en particulier le tissu adipeux, contribuent via la sécrétion de 

facteurs pro-inflammatoires à l’inflammation systémique de bas grade observée au cours de 

l’obésité, depuis une dizaine d’année le rôle de l’intestin dans l’étiologie de cette 

inflammation a été avancé. La mise en évidence d’une endotoxémie métabolique, caractérisée 

par un taux plus élevé que la normale de fragments bactériens dans la circulation, par l’équipe 

de N. Delzenne (Cani et al. 2007) a souligné le rôle de la barrière intestinale et des 

changements du microbiote dans l’inflammation de bas grade. Bien que la présence d’une 

endotoxémie chez l’Homme obèse reste controversée, de nombreuses études sur des modèles 

murins rendus obèses par un régime hyperlipidique étayent l’observation originale (pour 

revue Araújo et al. 2017). Depuis les travaux de P. Cani, d’autres études (Hamilton et al. 

2015; Johnson et al. 2015) ont suggéré qu’un défaut de la barrière intestinale est un 

événement précoce qui apparait bien avant l’obésité dans des modèles de rongeurs soumis à 

un régime hyperlipidique. Un rôle direct des lipides a été avancé puisqu’une augmentation de 

l’endotoxémie et de cytokines pro-inflammatoires ont été observés après une seule charge en 

lipides chez l’Homme sain (Erridge et al. 2007; Laugerette et al. 2011; Vors et al. 2015) et le 

rongeur (Ghoshal et al. 2009). Une étude récente de notre équipe montre également que si les 
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sujets obèses présentent à l’état basal des défauts subtils de la barrière intestinale, ceux-ci sont 

exacerbés après une charge en lipides (Genser et al. 2018).  

 

 

	
  

Dans ce contexte, mon travail de thèse fut d’étudier le rôle des lipides alimentaires 

dans les perturbations de la barrière intestinale et dans l’initiation de l’inflammation 

intestinale et systémique. Mon objectif était d’étudier les étapes précoces impliquées dans 

l’apparition de ces évènements bien avant l’apparition de l’obésité. J’ai en particulier 

recherché, au-delà des relations de cause à effet, les mécanismes moléculaires mis en jeu. Au 

cours de ma thèse j’ai également participé à un travail sur la détection des lipides par les 

entérocytes et dont le rôle potentiel dans les défauts de barrière observés au cours de l’obésité 

sera discuté. 
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I. Organisation anatomique et fonctionnelle de l’intestin 
 

L’appareil digestif ou tractus gastro-intestinal, débute par la cavité buccale et est suivi 

du pharynx, de l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin grêle constitué de trois segments 

(duodénum, jéjunum et iléon), du côlon et se termine par le rectum et l’anus. Le système 

digestif est associé à d’autres organes tels que le foie, la vésicule biliaire ou le pancréas qui 

interviennent également dans les processus physiologiques en particulier lors de la digestion 

par la sécrétion de différentes hormones et enzymes digestives (figure 2). 

  

 Anatomie et histologie de l’intestin 1)
 Chez l’Homme, l’intestin grêle présente des anses intestinales qui permettent à cet 

organe long de 6 mètres environ et de 3 à 5cm de diamètre d’être serpenté dans la cavité 

abdominale. Chez la souris C57BL/6, il mesure entre 35 et 45 cm. Chez l'Homme, des replis 

de la muqueuse intestinale appelés valvules conniventes d’une hauteur d’un cm environ vont 

tripler la superficie (1m2 / valvule connivente). Du point de vue histologique, les villosités 

intestinales d’un millimètre de haut augmentent d’un facteur 10 la surface d’échange. Enfin 

d’un point de vue cytologique, sur chaque entérocyte, la présence de microvillosités hautes 

d’un micron environ va multiplier la surface par 500 (figure 3). Ainsi, la surface d’échange de 

l’épithélium intestinal, amplifiée par ces différents niveaux de repliements, est estimée à 

environ 32m2, soit l’équivalent d’un terrain de badminton (Helander and Fändriks 2014).  

 

 L’intestin grêle est composé de trois segments successifs : le duodénum, le jéjunum et 

l’iléon. Le duodénum, du latin duodenum digitorum « douze doigts », s'appelle ainsi en raison 

de sa longueur comparable à la largeur de douze doigts soient environ 25cm chez l’Homme. Il 

se situe entre le pylore de l’estomac et l’angle duodéno-jéjunal (angle de Treitz). Les 

sécrétions pancréatiques contenant les enzymes digestives, et hépatiques contenant les acides 

biliaires se déversent dans le duodénum au niveau du sphincter d’Oddi via le canal de 

Wirsung et le canal cholédoque respectivement. Le duodénum, comme les autres segments de 

l’intestin, est également capable de sécréter du mucus pour protéger sa muqueuse des 

agressions chimiques. Il est suivi du jéjunum d’une longueur de 2 à 3 mètres chez l’adulte et 

où se fait la majeure partie de l’absorption des nutriments, cette partie anatomique est très 

vascularisée. L’iléon, d’une longueur d’environ 3 à 4 mètres chez l’Homme, s’étend jusqu’à 

la valve iléo-cæcale qui assure une protection contre d’éventuelles contaminations 



Figure 2 :  Organes et structures appartenant au tractus gastro-intestinal. 
 L’appareil digestif comprend la cavité buccale, suivie directement par le 
 pharynx et l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, le côlon, le rectum et l’anus. 
 Ces organes sont interconnectés et dialoguent entre eux via des afférences avec 
 le foie, la vésicule biliaire et le pancréas pour assurer notamment la fonction 
 digestive.  
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Figure 3 :  Anatomie et surface d’échange de l’intestin grêle chez l’Homme. 
   L’intestin grêle long de 6 mètres environ est enroulé dans la cavité abdominale 

grâce à des replis formant des anses intestinales. La muqueuse intestinale 
présente des repliements ou plis circulaires appelés valvules conniventes qui 
permettent de tripler la surface d’échange entre l’épithélium et la lumière 
intestinale et forme des villosités qui augmentent cette surface d’un facteur 10. 
D’un point de vue cytologique, chaque entérocyte contient à sa surface apicale 
des microvillosités, ces replis de la membrane plasmique vont multiplier la 
surface par 500. Ainsi, la surface de l’épithélium de l’intestin grêle est estimée 
à 250m2  soit l’équivalent d’un terrain de tennis.  
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bactériennes provenant du côlon. En effet, cette valve s’ouvre pour laisser passer les produits 

de la digestion vers le cæcum et se referme pour empêcher le reflux vers l’iléon. C’est 

également dans cette portion intestinale que se fait la réabsorption des sels biliaires via le 

cycle entéro-hépatique des acides biliaires. L’iléon est aussi caractérisé par la présence de 

plaques de Peyer qui sont des follicules lymphoïdes, composés en grande partie de 

lymphocytes B et de lymphocytes T. 

Le côlon mesure environ 1,5 m de long pour un diamètre de 4 cm chez l’Homme. Il 

prend naissance au niveau du cæcum et se termine par le rectum. Il se subdivise en 4 parties 

anatomiques (partant du cæcum vers le rectum) : le côlon droit ou ascendant, le côlon 

transverse, le côlon gauche ou descendant et le côlon sigmoïde (figure 4). Chez la souris 

C57BL/6, le côlon mesure entre 10 et 15 cm. 

 

Chez l’Homme, au stade embryonnaire précoce (E16), le côlon et l’intestin grêle sont 

constitués de villosités, de cryptes et de tous les types cellulaires à l’exception des cellules de 

Paneth qui n’apparaissent que tardivement dans l’intestin grêle. Les villosités vont 

progressivement régresser dans le côlon au profit des cryptes. Chez la souris, la villogenèse ne 

prend place que dans l’intestin grêle et non dans le côlon et les cryptes de l'intestin grêle ne se 

forment qu'après la naissance des animaux. A l’âge adulte, le côlon est totalement dépourvu 

de villosités chez ces deux espèces (Hosoyamada and Sakai 2005; Teller and Beaulieu 2001). 

 

La paroi de l'intestin se compose de la muqueuse, de la sous-muqueuse, de la 

musculeuse et de la séreuse (Figure 5A). La muqueuse, formée d’un épithélium monostratifié 

reposant sur la lamina propria, est en contact directe avec la lumière intestinale. La lamina 

propria est un tissu conjonctif vascularisé riche en collagène, en cellules immunitaires et en 

capillaires lymphatiques. La sous-muqueuse est quant à elle constituée de tissu conjonctif 

lâche qui sépare la muqueuse de la musculeuse. La musculeuse est composée de deux couches 

de fibres musculaires lisses : la couche externe longitudinale et la couche interne circulaire. 

Les contractions de ces deux couches musculaires assurent respectivement le 

raccourcissement et l’étrécissement de l’intestin. Celui-ci est enfin tapissé d’une double 

membrane : la sous-séreuse et séreuse constituées de tissu conjonctif.  

 

Décrit comme le « second » cerveau de notre organisme, l’intestin possède son propre 

système nerveux dit entérique (SNE). En effet, l’intestin a une innervation double 



Figure 4 :  Anatomie du côlon chez l’Homme. 
 Le côlon se subdivise en quatre segments : le côlon droit ou ascendant, le côlon 
 transverse, le côlon gauche ou descendant, et le côlon sigmoïde. Il débute à 
 l’embouchure de la valve iléo-cœliaque au niveau du cæcum et se prolonge 
 jusqu’au rectum. Contrairement à l’intestin grêle, le côlon est dépourvu de 
 villosités. 

   



Figure 5 :  Organisation histologique générale de la paroi intestinale chez l’Homme. 
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A/ Représentation schématique d’une coupe de la paroi intestinale. Les 
différentes tuniques de l’intestin comprennent, en allant de la périphérie du 
tube digestif vers la lumière intestinale: la séreuse et la sous-séreuse qui 
tapisse la paroi de l’intestin ; la musculeuse formée de fibres musculaires 
longitudinales et circulaires qui assure la contraction et la motilité 
intestinale ; la sous-muqueuse située entre la musculeuse et la muqueuse qui 
est constituée d’un tissu conjonctif lâche ; enfin la muqueuse qui est 
composée  d’une monocouche de cellules épithéliales formant l’épithélium 
reposant sur  un tissu conjonctif, la lamina propria. La muqueuse de l’intestin 
grêle forme des villosités (projections dans la lumière) et des cryptes 
(invaginations). Bien que le côlon soit exempt de villosités, l’organisation 
globale des différentes couches de sa paroi reste similaire à celle de l’intestin 
grêle.  
B/ Section transversale de la paroi intestinale. 
Ce schéma reprend l’organisation des différentes tuniques. Le système 
nerveux entérique (SNE) représentant l’innervation intrinsèque de l’intestin 
est composé de deux réseaux  ganglionnaires complexes : le plexus 
myentérique ou plexus d’Auerbach situé entre les muscles longitudinaux et 
les muscles circulaires et le plexus sous-muqueux ou de Meissner qui se 
retrouve entre ces derniers et la sous muqueuse intestinale.  
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interconnectée : intrinsèque et extrinsèque. L’innervation extrinsèque est assurée par les 

influx moteurs venant du système nerveux central et des afférences sensitives émises par les 

fibres viscérales afférentes. Ce SNE responsable de fonctions non soumises au contrôle 

volontaire telles que le péristaltisme ou encore des sécrétions gastriques, contient plus de 100 

millions de neurones et de nombreux neurotransmetteurs ce qui égale le nombre de neurones 

de la moelle épinière. L’innervation intrinsèque ou SNE est composée de deux réseaux 

ganglionnaires complexes : le plexus myentérique ou d’Auerbach qui se trouve entre les 

muscles longitudinaux et les muscles circulaires et le plexus sous-muqueux ou de Meissner 

situé entre la muscularis mucosae, fine couche de fibres musculaires lisses, et la sous-

muqueuse intestinale (figure 5B).  

 

 L'épithélium intestinal 2)
Le maintien de l’homéostasie intestinale qui repose essentiellement sur l’intégrité des 

cellules épithéliales, impliquant des interactions complexes avec le microbiote et le système 

immunitaire et les nutriments, est assuré par le renouvellement constant de ce tissu. En effet, 

la muqueuse intestinale se régénère en moyenne tous les 5 jours chez l’Homme et tous les 3 

jours chez la souris (Leblond and Messier 1958). Ce renouvellement rapide est assuré par la 

présence de cellules souches intestinales localisées à la base des cryptes de Lieberkühn 

constituant le compartiment prolifératif. Ces cellules souches se divisent, se différencient pour 

donner naissance aux autres types cellulaires présents dans l'épithélium de la villosité. Ce 

processus dynamique conduit au remplacement des cellules épithéliales via leur élimination 

par anoïkis qui est une forme de mort cellulaire particulière déclenchée par la perte 

d’adhésion entre la cellule et la matrice extracellulaire à l’apex des villosités (Vachon 2018).  

 

Ainsi l’épithélium de l’intestin grêle est organisé selon un axe crypto-villositaire, 

caractérisé par deux compartiments bien distincts d’un point de vue cellulaire et fonctionnel. 

La crypte renferme deux catégories de cellules représentant chacune en moyenne 1% des 

cellules épithéliales : 1) les cellules souches et 2) les cellules de Paneth. La villosité contient 

cinq types cellulaires identifiées à ce jour : 1) les entérocytes, 2) les cellules M pour 

« microfold », 3) les cellules entéroendocrines, 4) les cellules caliciformes ou à mucus ou en 

gobelet ou « goblet cells » et 5) les cellules « tuft ». Le côlon, dépourvu de villosités et de 

cellules de Paneth, est principalement constitué de colonocytes représentant l’équivalent des 

entérocytes de l’intestin grêle, des cellules à mucus et des cellules entéroendocrines. Les 



Figure 6 :  Types et structures cellulaires de  la muqueuse intestinale. 
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A/ L’épithélium de l’intestin grêle est organisé selon un axe crypto-villositaire. La 
crypte, qui constitue le compartiment prolifératif, contient les cellules souches et les 
cellules de Paneth; la villosité comprend les entérocytes, les cellules M (au niveau de 
l’iléon), les cellules entéroendocrines, les cellules caliciformes sécrétrices de mucus et 
les cellules « tuft ». L’épithélium colique exempt de villosités et de cellules de Paneth 
contient les colonocytes, équivalent aux entérocytes de l’intestin grêle, et la plupart des* 
autres types cellulaires présents dans l’épithélium de l’intestin grêle. L’épithélium 
intestinal repose sur la lamina propria qui est peuplée de cellules immunitaires telles que 
les macrophages, les lymphocytes B et T et les cellules lymphoïdes innées (ILC).  
(Modifiée d’après Gerbe et al. 2016). 
B/ Les deux populations de cellules souches intestinales 
(Modifiée d’après la revue de Barker, van de Wetering and Clevers 2008) 
C/ Tissu lymphoïde associé à l’intestin (GALT). L’intestin dispose de cellules 
immunitaires dispersées dans la lamina propria (cf Fig 6A) mais également intercalées 
entre les cellules épithéliales nommées lymphocytes intraépithéliaux. Il possède aussi des 
plaques de Peyer formées de follicules lymphoïdes riches en lymphocytes B et T. Le 
passage de bactéries à travers les cellules M situées au sommet du dôme déclenche une 
réponse immunitaire.    
(Modifiée d’après la revue Mowat 2003). 
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cellules de la muqueuse intestinale appartiennent à deux lignages cellulaires différents : le 

lignage absorptif, représenté par les entérocytes, les colonocytes et les cellules M et le lignage 

sécrétoire, auquel appartiennent les cellules de Paneth, les cellules entéroendocrines, les 

cellules à mucus et les cellules « tuft » (figure 6A). L’ensemble de ces cellules épithéliales 

forment une monocouche et peuvent communiquer entre elles notamment grâce aux jonctions 

communicantes. De plus, les jonctions cellulaires permettent à l’épithélium de former une 

barrière physique et sélective. 

 

Les cellules souches intestinales sont capables d’auto-renouvellement afin de 

maintenir un « pool » constant dans la crypte. Elles sont également multipotentes puisqu’elles 

permettent la production de cellules filles capables de générer tous les types de cellules 

matures. Après une lésion, elles peuvent aussi ralentir leur auto-renouvellement afin de 

permettre une expansion cellulaire plus importante, elles sont donc clonogéniques (Joubert et 

al. 2009). Les cellules souches se subdivisent principalement en deux populations (figure 6B). 

Celles situées à la base de la crypte représentent le pool cellulaire actif, identifiées sous 

l’appellation de CBC pour « crypt base columnar cells ». Elles expriment le marqueur de 

cellules souches Lgr5. En condition physiologique, elles permettent le maintien de 

l’homéostasie de l’épithélium intestinal. La seconde population, proposée comme une 

population de « réserve », est localisée en position +4 par rapport à la base de la crypte. Ces 

cellules facilitent la régénération de l’épithélium suite à une lésion. Une interconversion entre 

ces deux types de cellules souches est possible notamment en situation physiopathologique, 

les cellules souches de réserve peuvent donner naissance à des CBC (pour revue: (Cui and 

Chang 2016).    

 

Les cellules de Paneth sont capables de sécréter dans la lumière intestinale des 

substances chimiques de défense. Elles contiennent des granules de sécrétion dont le contenu 

peut être principalement : 1) le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α), cytokine pro-

inflammatoire produite en réponse à divers agents infections ou lésions tissulaires, 2) le 

lysozyme, enzyme protéolytique qui clive les ponts peptidoglycanes présents exclusivement 

chez les bactéries et entraînant la lyse de celles-ci, et 3) les cryptidines ou défensines telles 

que Reg3-γ et Reg3-α (Regenerating islet-derived protein 3-γ et -α ) chez l’Homme ou leurs 

homologues respectifs Reg3-β et Reg3-γ chez la souris. Reg3-γ et Reg3-α sont des peptides 

antimicrobiens qui augmentent la perméabilité membranaire de l’organisme cible en formant 

des canaux ioniques (Clevers and Bevins 2013). Les cellules de Paneth contribuent donc au 	
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rôle de défense de la barrière épithéliale intestinale. De plus, un rôle de niche pour les cellules 

souches adjacentes leur a été attribué (Tan and Barker 2014), suggérant que les cellules de 

Paneth jouent un rôle crucial dans la protection et le maintien de l’épithélium intestinal.  

 

Les entérocytes ou cellules absorptives représentent environ 90% des cellules 

épithéliales intestinales. C’est à travers ces cellules que le transit sélectif des nutriments 

s’effectue de la lumière de l'intestin grêle vers le milieu intérieur pour rejoindre la circulation 

sanguine. Les nutriments traversent la membrane apicale au niveau des microvillosités par 

diffusion passive ou par des transports actifs. Les nutriments absorbés par les entérocytes 

atteignent ensuite le compartiment sanguin ou lymphatique. En plus de sa fonction digestive, 

l’entérocyte est capable de sécréter des cytokines inflammatoires et des peptides 

antimicrobiens (Miron and Cristea 2012).  

 

Les cellules M ne représentent en moyenne que 10% des cellules épithéliales. Bien 

que l’origine de ces cellules a longuement été débattue (Ohno et al. 2012), les cellules M 

dériveraient d’un précurseur commun et seraient une sous-population d’entérocytes. Elles 

peuvent être issues de la trans-différentiation des entérocytes sous l’influence de cellules 

immunitaires principalement des lymphocytes B (Mowat 2003). Elles possèdent cependant 

des microvillosités irrégulières et plus courtes que celles présentent à la surface apicale des 

entérocytes voire une absence de microvillosités (Tahoun et al. 2012). Les cellules M sont 

situées au sommet des plaques de Peyer (structure particulière que je décrirai dans la partie 

« tissu lymphoïde associé à l’intestin ») plus abondantes dans l’iléon. Ces cellules épithéliales 

jouent le rôle de cellules présentatrices d’antigène puisqu’elles présentent au système 

immunitaire sous-jacent, les antigènes, molécules ou micro-organismes endocytés. Elles 

constitueraient également une porte d’entrée aux microorganismes présents dans la lumière 

puisque l’épaisseur de mucus à l’apex de ces cellules serait plus mince (Lelouard et al. 2001). 

 

Les cellules entéroendocrines (CEE) dispersées au sein de l’épithélium intestinal ne 

représentent que 1% de la population cellulaire de cet épithélium. Contrairement au schéma 

qui a longtemps prévalu, les données actuelles issues d’une analyse métabolique (Svendsen et 

al. 2015) indiquent qu’il n’existe pas de sous-types particuliers de CEE sécrétant de façon 

spécifique un entéropeptide donné mais que le profil sécrétoire des CEE serait dépendant du 

segment intestinal considéré. Lors de la progression des nutriments le long du tractus gastro-

intestinal, les nutriments stimulent de manière directe ou indirecte les CEE et déclenchent 
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alors la sécrétion d’entérohormones qui orchestrent la réponse postprandiale. En particulier, 

les lipides alimentaires via leurs liaisons au récepteur CD36 notamment ou aux récepteurs de 

la famille des GPCRs tels que GPR120 présents à la membrane apicale des CEE, vont 

stimuler la sécrétion d’hormone à effet incrétine comme par exemple le glucagon-like 

peptide-1 (GLP-1) et d’hormones satiétogènes comme la sécrétine et la cholécystokinine 

(CCK) (Miyauchi et al. 2010; Niot and Besnard 2017). Les entérohormones sont capables 

d’agir par voie endocrine, paracrine et autocrine afin de moduler les réponses physiologiques 

telles que la motilité, la prise alimentaire, la sécrétion d’hormones et enzymes pancréatiques, 

la prolifération cellulaire et l’immunité (Begg and Woods 2013; Psichas et al. 2015).  

 

Les cellules à mucus, formant environ 5% des cellules épithéliales de l’intestin grêle 

et jusqu’à 15% des cellules épithéliales du côlon distal, sont spécialisées dans la synthèse et la 

sécrétion de mucus. Elles contiennent des granules contenant du mucus composé d’une 

cinquantaine de mucines dont la principale est MUC2 (Birchenough et al. 2015). Elles 

contribuent de ce fait à la protection et à l’hydratation de l’épithélium grâce à la formation 

d’une couche de mucus qui tapisse et protège les cellules épithéliales sous-jacentes contre une 

invasion de bactéries pathogènes. Elles sont directement impliquées dans l’immunité car elles 

sont capables de sécréter des cytokines telles que RELM-β (resistin-like molecule-beta) et de 

délivrer aux cellules dendritiques sous-épithéliales les antigènes captés dans la lumière 

intestinale (Hooper 2015; McDole et al. 2012).      

 

Les cellules « tuft » ne représentent que 0,4% environ des cellules épithéliales 

intestinales. Identifiées dans les années 1970, elles ont la capacité de produire et de sécréter 

des prostanoïdes (prostaglandine-D2) et des opioïdes (β-endorphine) connus pour leur 

implication dans les processus inflammatoires (Gerbe et al. 2011). Ce n’est que très 

récemment grâce à l’identification de marqueurs spécifiques que les équipes de P. Jay (CNRS, 

INSERM, , Montpellier) et de N. Taylor (CNRS, Montpellier) ont permis la découverte de la 

première fonction de ces cellules (Gerbe et al. 2016). Elles jouent un rôle essentiel dans 

l’initiation de la réponse immunitaire de type 2 lors d’infections parasitaires. Elles sont 

capables de synthétiser une cytokine particulière, l’IL-25, une « alarmine » responsable de la 

mise en place de la réponse immunitaire. D’autres fonctions possibles ont été proposées mais 

ces cellules restent à explorer (Banerjee et al. 2018).  
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 Tissu lymphoïde associé à l’intestin 3)
L’intestin possède son propre tissu lymphoïde associé à la muqueuse, nommé  GALT 

pour « gut-associated lymphoid tissue ». Il permet une protection contre d’éventuels agents 

étrangers pathogènes et substances toxiques tout en tolérant les bactéries commensales. 

 

Ce tissu lymphoïde est constitué de cellules dispersées dans la lamina propria 

(plasmocytes, lymphocytes T CD4+, macrophages, mastocytes, éosinophiles) et de 

lymphocytes intraépithéliaux parmi lesquels des lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Outre 

ces cellules dispersées, le GALT est formé par les plaques de Peyer représentant des 

groupements de follicules lymphoïdes situés entre la muqueuse et la sous-muqueuse de 

l’intestin grêle, notamment de l’iléon. Ces structures lymphoïdes sont riches en lymphocytes 

B et T, et sont recouvertes par un épithélium monostratifié appelé dôme de la plaque de Peyer 

lui-même recouvert d’une fine couche de mucus (Mowat 2003; Pearson et al. 2012). Des 

formations analogues sont présentes dans le côlon. Ces îlots lymphoïdes permettent le 

développement d’une réponse immunitaire vis-à-vis d’antigènes pénétrant par les cellules M 

du dôme jusqu’au contact des lymphocytes et des cellules dendritiques avec production 

d’anticorps anti-immunoglobuline de type A (IgA). Les cellules dendritiques, ayant capturé 

les antigènes, et les lymphocytes sensibilisés par ces antigènes migrent alors dans les 

ganglions mésentériques. Les lymphocytes activés infiltrent alors les sites effecteurs de 

l’épithélium intestinal et en particulier au niveau des villosités intestinales. Les plaques de 

Peyer et la lamina propria sont toutes deux drainées par des vaisseaux lymphatiques allant 

aux ganglions lymphatiques mésentériques (Mowat 2003) (figure 6C).   
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II. Les fonctions majeures de l’intestin 
	
  

 Fonction d’absorption des nutriments 1)

a) Généralités sur la digestion 
La digestion représente les processus mécaniques et biochimiques permettant 

l’ingestion des aliments suite à leurs transformations en substances nutritives assimilables par 

l’organisme. L’intestin contribue et joue un rôle majeur dans la digestion mécanique via les 

contractions des fibres musculaires lisses de l’intestin assurant la progression des nutriments, 

mais surtout dans la digestion chimique via l’action conjuguée des sécrétions gastriques, 

pancréatiques et biliaires.  

 

Dans la cavité aéro-digestive constituée de la bouche et du pharynx, la nourriture est 

broyée par les dents et la salive. Les glandes salivaires contenant des enzymes digestives 

telles que l’amylase, facilitent ces étapes de mastication et déglutition. Le bol alimentaire 

transite ensuite à travers l’œsophage. Ce tube musculaire est capable de propulser le bol 

alimentaire dans l’estomac en une ou deux secondes via des contractions musculaires de 

péristaltisme. Ces mouvements coordonnés de contraction se produisent tout au long de la 

voie gastro-intestinale et jouent un rôle important dans la digestion et l’absorption des 

nutriments. Une fois arrivés dans l’estomac, les aliments sont brassés et imprégnés de sucs 

gastriques pour former une substance prédigérée, le chyme. C’est également par la distension 

des mécanorécepteurs se trouvant dans l’estomac que le signal nerveux de rassasiement va 

être transmis au système nerveux central. 

 

A la sortie de l’estomac, le chyme passe par le sphincter pylorique qui s’ouvre pour ne 

laisser passer que de petites quantités de nourriture à la fois. Il entre dans le duodénum où il 

sera transformé en microéléments absorbables grâce aux sécrétions biliaires et pancréatiques 

au niveau de la grande caroncule ou sphincter d’Oddi. Ces substances chimiques se mêlent au 

chyme et décomposent ce dernier en chyle constitué des éléments nutritifs absorbables 

principalement au niveau du jéjunum et de l’iléon. Le chyme poursuit alors sa route le long de 

l'intestin grêle, passe la valvule iléo-colique et arrive dans le côlon. Le processus de digestion 

est quasiment terminé lorsque le chyme arrive dans le côlon. La partie non assimilée du 

chyme poursuit son trajet dans le côlon, où l’eau, les électrolytes et certaines vitamines sont 

absorbées. Le produit restant forme les matières fécales destinées à être éliminées. Dans le 



Figure 7 :  Principales étapes de la digestion et de l’absorption des lipides alimentaires. 
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Les lipides alimentaires ingérés, majoritairement des triglycérides, arrivent au 
niveau du duodénum sous forme de grosses gouttelettes lipidiques qui vont être 
dispersées et fragmentées par les acides biliaires pour former une émulsion 
accessible à la lipase pancréatique. Le produit d’hydrolyse des triglycérides 
s’associe aux constituants de la bile pour constituer des micelles lipidiques post-
prandiales (MPP) pouvant traverser la couche d’eau non agitée et se trouver à 
proximité immédiate de la bordure en brosse des entérocytes. La présence de 
pompes à protons à la membrane apicale des entérocytes génère un 
microenvironnement acide permettant la dissociation des MPP. Le contenu 
micellaire va être libéré et transféré dans les entérocytes par diffusion simple ou 
grâce à des transporteurs membranaires. Les triglycérides sont resynthétisés dans 
les entérocytes et sécrétés principalement sous forme de chylomicrons dans les 
vaisseaux chylifères avant de rejoindre la circulation sanguine et les tissus 
périphériques.  MPP : micelles lipidiques postprandiales 
(Modifiée d’après Wilson et Dietschy 1971).  
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contexte de ce travail de thèse, nous nous sommes concentrés sur l'effet des lipides 

alimentaires dont les étapes de digestion et absorption sont détaillées ci-dessous.  

 

b) Digestion et absorption des lipides alimentaires 
Les triglycérides représentent en moyenne 95 % des lipides alimentaires, le 

pourcentage restant de lipides fait partie de la famille des phospholipides et des stérols. Les 

lipides alimentaires ingérés arrivent au niveau de la lumière intestinale et sont majoritairement 

des triglycérides constitués essentiellement d’acides gras à longues chaînes (AGLC : à partir 

de 16 carbones) et de glycérol (Cuvelier et al. 2004). En effet, les triglycérides composés 

d’acides gras à chaînes courtes (AGCC : entre 6 et 10 carbones) sont hydrolysés au niveau de 

l’estomac via la lipase gastrique.  

Les acides gras les plus répandus dans l’alimentation sont selon le degré de saturation 

(présence ou non de doubles liaisons) : les acides gras saturés tels que l’acide laurique 

(C12:0) constituant essentiel de l’huile de coprah, l’acide palmitique (C16:0) présent dans 

pratiquement toutes les huiles végétales et graisses animales ou encore l’acide stéarique 

(C18:0) contenu dans le beurre de cacao. Parmi les acides gras insaturés majoritairement 

trouvés dans l’alimentation, l’acide oléique (C18:1) est présent dans les graisses végétales et 

animales, l’acide linoléique (C18:2) est un acide gras essentiel présent dans les huiles 

végétales et l’acide linolénique (C18:3) est en teneur forte dans les huiles végétales hautement 

insaturées (Cuvelier et al. 2004). Les acides gras contenus dans le chyme gastrique vont 

stimuler la sécrétion duodénale de la CCK ce qui déclenche l’excrétion simultanée des 

enzymes pancréatiques et des composants contenus dans la bile que sont principalement les 

sels biliaires issus notamment de la conjugaison d’acides biliaires primaires et de la taurine 

pour former par exemple du taurocholate. La bile est également constituée de cholestérol et de 

phospholipides.  

 

Les triglycérides étant hydrophobes, ils ne peuvent pas être directement absorbés et 

doivent subir plusieurs étapes de digestion avant de pouvoir traverser la bicouche lipidique et 

être absorbés par les entérocytes principalement au niveau du jéjunum (figure 7).  

Au contact de milieux aqueux les triglycérides vont s’agréger entre eux et former de 

grosses gouttelettes lipidiques. L’action des sels biliaires permet l’émulsification, la 

dispersion et la fragmentation de ces grosses gouttelettes en petites particules accessibles à la 

lipase pancréatique. Les sels biliaires en solubilisant les lipides permettent à ceux-ci d’être 
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Figure 8 :  Principales étapes de l’absorption des lipides alimentaires par les 
 entérocytes. 
 Une fois dissociés des micelles dans la couche d’eau non agitée, les acides gras 
 vont être captés et transportés au travers la membrane apicale des entérocytes par 
 diffusion passive ou via des transporteurs. Ils sont ensuite pris en charge par les 
 protéines de transport I-FABP et L-FABP pour être acheminés vers le réticulum 
 endoplasmique où ils seront ré-estérifiés en triglycérides puis maturés dans 
 l’appareil de Golgi avant d’être sécrétés dans la lymphe sous forme de 
 chylomicrons. Une partie des triglycérides néo-synthétisés sont stockés dans des 
 gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des entérocytes et constitue un 
 réservoir énergétique transitoire pour l’intestin en période inter-prandiale. 
 AGLC : acide gras à longue chaîne ; MG : monoglycérides ; TG : triglycérides ; PL: 
 phospholipides ; EC : ester de cholestérol ; LBPs : lipid binding protein ; CD36 : fatty 
 acid transporter ; FATP4 : fatty acid transporter protein 4 ; I-FABP : intestinal fatty acid-
 binding protein ; L-FABP : liver fatty acid-binding protein ; ACS : Acy CoA synthétase ; 
 AGLC-SCoA : Acyl CoA ; MTP : microsomal triglyceride transfer protein ; ApoB48 : 
 apolipoprotéine B48 ; ApoA-IV : apolipoprotéine A-IV ; RE : réticulum endoplasmique ; 
 PCTV : prechylomicrons transfert vesicules ; Sar1b : Secretion Associated Ras Related 
 GTPase 1B. (Modifiée d’après Tran et al. 2012). 
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accessibles à la lipase pancréatique. Ainsi, l’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres 

et 2-monoacylglycérol (2-MG) est rendu possible grâce à l’action rapide et combinée de la 

lipase pancréatique et de son cofacteur la colipase, activée quant à elle par la trypsine. 

D’autres enzymes pancréatiques interviennent dans ce processus d’hydrolyse des lipides du 

chyme telles que la phospholipase et la cholestérol estérase qui hydrolysent les 

phospholipides et les esters de cholestérol respectivement. Le produit de l’hydrolyse des 

lipides est constitué d’acides gras, de 2-MG, de cholestérol et de lysophospholipides qui 

s’associent aux sels biliaires pour former des petites gouttelettes émulsifiées appelées micelles 

lipidiques. Cette étape de micellisation est indispensable à l’absorption optimale des lipides 

alimentaires par les entérocytes. En effet, les lipides sont maintenus sous forme hydrosoluble 

dans les micelles ce qui permet de les concentrer dans la couche d’eau non agitée qui 

constitue une zone aqueuse à renouvellement lent du fait de la présence du glycocalyx et du 

mucus à la surface des entérocytes. Ainsi à l’approche de la bordure en brosse au niveau des 

microvillosités les acides gras vont être protonés et dissociés des micelles et en particulier des 

sels biliaires du fait d’un microenvironnement acide qui est la conséquence de la présence à la 

membrane apicale de pompes Na+/H+. Les constituants des micelles vont être transférés dans 

l’entérocyte et les sels biliaires vont être réabsorbés et recyclés dans l’iléon puis transportés 

par la veine porte jusqu’au foie (figure 8).  

 

A la suite d’un repas, l’absorption par les entérocytes des acides gras à longues 

chaînes se décline en 3 étapes : 1/ le captage, 2/ la ré-estérification en triglycérides et 3/ 

l’assemblage et la sécrétion de lipoprotéines riches en triglycérides dans les vaisseaux 

lymphatiques puis la circulation. Les acides gras à chaînes courtes traversent plus facilement 

l’épithélium intestinal que les acides gras à longues chaînes et peuvent rejoindre la circulation 

sanguine au niveau de veine porte. 

 

1/Le captage est assuré par deux mécanismes complémentaires : la diffusion simple et 

le transport actif. La diffusion simple ou passive permet un transport de faible affinité et de 

haute capacité adaptée à une arrivée massive de lipides alimentaires en condition 

postprandiale. Elle permet la diffusion à travers la membrane plasmique à la fois du 

cholestérol libre et des acides gras non chargés selon un mouvement dit « flip-flop » non 

énergie-dépendant. Ce mécanisme de diffusion serait le résultat d’un gradient de 

concentration créé par l’abondance de lipides au niveau de la lumière intestinale et de leur 

faible concentration intracellulaire. Il semble que cette étape de captage des AGLC ne soit pas  
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limitante pour l’absorption des lipides alimentaires puisqu’elle reste efficace suite à une 

surcharge en lipides (Petit et al. 2007). 

En parallèle, un mécanisme faisant intervenir des transporteurs se met en place. 

Plusieurs transporteurs membranaires regroupés sous l’appellation de LBP (lipid-binding 

protein) ont été proposés. La FABPpm (plasma membrane fatty acid binding protein) qui lie 

avec une grande affinité les AGLC, le cholestérol, le 2-MG et les lysophospholipides 

participerait au captage des AGLC. Les membres protéiques appartenant à la famille des 

FATP (fatty acid-transporter protein) dont FATP4 qui a été identifiée initialement à la 

membrane apicale des entérocytes puis au niveau du réticulum endoplasmique où 

l’estérification des acides gras a lieu. Elle interviendrait dans le processus de captage des 

AGLC de manière indirecte puisque sa structure tridimensionnelle ne contiendrait pas de 

domaine de liaisons aux AGLC mais elle catalyse la transformation des acides gras en acyl-

CoA augmentant ainsi la capacité de captage des AGLC par les entérocytes (Cifarelli and 

Abumrad 2018; Herrmann et al. 2001; Stahl 2001). Le récepteur CD36 (cluster of 

differentiation 36) initialement décrit comme un transporteur d’acides gras, est considéré 

actuellement comme étant un détecteur d’AGLC. En effet, son invalidation chez la souris 

n’affecte pas le captage entérocytaire des AGLC mais entraîne une altération de leur 

métabolisme intra-entérocytaire en modifiant notamment la composition des lipoprotéines 

sécrétées (Petit et al. 2007; Niot et Besnard 2017). D’une part, la détection des acides gras par 

CD36 entraîne l’activation des voies de signalisation impliquant notamment les kinases 

Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinases) et est associée à l’augmentation des protéines 

de synthèse des chylomicrons (CM) (Tran et al. 2011). D’autre part, un phénomène de 

désensibilisation de ce récepteur semble avoir lieu puisqu’il a été démontré qu’après un 

challenge lipidique CD36 est rapidement ubiquitinylé et disparaît de la membrane apicale des 

entérocytes (Tran et al. 2011). 

Par ailleurs, le cholestérol est quant à lui majoritairement pris en charge par le 

transporteur NPC1L1 (the Niemann-Pick c1 like 1) responsable à 70% de l’entrée du 

cholestérol dans les entérocytes (Altmann 2004). Le récepteur SR-B1 (scavenger receptor 

class B type 1) serait également impliqué dans le captage du cholestérol par les entérocytes. 

Bien que son rôle dans l’entrée du cholestérol reste controversé, il a été montré que sa sur-

expression dans l’intestin de souris augmente l’absorption du cholestérol (Bietrix et al. 2006). 

Les travaux de notre équipe ont montré que dans les entérocytes, SR-B1 est un détecteur de 

lipides lorsqu’ils sont apportés sous leur forme physiologique de micelles (Béaslas et al. 

2009). En effet, en présence de micelles mimant celles présentes in vivo dans la lumière 
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intestinale après un repas, SR-B1 déclenche, via l’activation des voies de signalisation Erk1/2 

et p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase), le trafic de la protéine structurale des 

lipoprotéines riches en triglycérides, l’apoB (apolipoprotéine B), de la membrane apicale des 

entérocytes vers les compartiments sécrétoires intracellulaires (Béaslas et al. 2009). Ainsi, 

SR-B1 est impliqué dans la sécrétion des lipoprotéines riches en triglycérides par les 

entérocytes via son rôle de détecteur. L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans 

cette détection a mis en évidence l’importance du cholestérol membranaire détecté par la 

région transmembranaire C-terminale de SR-B1 (Saddar et al. 2013). 

 

2/ La ré-estérification en triglycérides. Du fait de leur caractère hydrophobe, les lipides 

vont être pris en charge par des transporteurs protéiques de la famille des FABP. Les FABP1 

et 2 sont celles qui sont principalement exprimées dans l’intestin. La surexpression de l’une 

ou de l’autre dans des modèles cellulaires entraîne un captage plus important des AGLC. En 

revanche, l’invalidation chez la souris du gène codant pour la FABP1 ou la FABP2 n’affecte 

pas l’absorption intestinale des AGLC (Buttet et al. 2014). Il semblerait qu’elles soient 

redondantes bien qu’elles aient quelques spécificités les distinguant, notamment la FABP1 

peut lier deux AGLC alors que la FABP2 ayant une poche hydrophobe plus étroite ne peut 

accueillir qu’un seul AGLC (pour revue Gajda et Storch 2015). De plus, contrairement à la 

FABP2, la FABP1 lie avec une plus faible affinité les AGLC insaturés (pour revue Gajda et 

Storch 2015).  

Dans les entérocytes les AGLC sont métabolisés en acyl-CoA par les acyl-CoA 

synthétases. Les acyl-CoA formés vont être pris en charge dans le réticulum endoplasmique et 

utilisés, en partie, pour la synthèse des triglycérides via deux voies métaboliques possibles : la 

voie de la MGAT (monoacylglycérol acyltransferase) et la voie de la GPAT 

(glycérolphosphate acyltransférase). Les acyl-CoA vont préférentiellement être orientés vers 

la voie de la  MGAT en période postprandiale où l’apport en 2-MG est plus importante pour 

former dans un premier temps du diacylglycérol à partir du 2-MG et d’acyl-CoA via l’enzyme 

MGAT (monoacylglycérol acyltransferase) puis l’ajout par l’enzyme DGAT (diacylglycérol 

acyltransferase) d’un second acyl-CoA donnera des triglycérides (Iqbal and Hussain 2009). 

En période interprandiale, où la disponibilité en 2-MG est moindre, la voie de la GPAT 

prédomine. Elle fait intervenir plusieurs enzymes dont la DGAT pour l’obtention des 

triglycérides et de phospholipides. 
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3/ L’assemblage et la sécrétion des lipoprotéines constituent l’étape qui conduit à la 

sécrétion des lipoprotéines dans les vaisseaux lymphatiques afin de rejoindre la circulation 

générale pour atteindre les tissus cibles. Plusieurs types de lipoprotéines sont sécrétés par 

l’intestin   les HDL (high density lipoprotein), les VLDL (very low density lipoprotein) et les 

CM (chylomicrons). Elles se distinguent notamment par leur densité qui dépend de 

l’enrichissement en triglycérides, les CM sont plus riches en triglycérides que les VLDL avec 

en moyenne 80% de triglycérides contre 50% respectivement alors que les HDL sont 

enrichies en cholestérol. En période postprandiale l’intestin sécrète préférentiellement des CM 

comportant un cœur hydrophobe constitué de triglycérides (80 à 85%) et d’esters de 

cholestérol (3%), et entouré d’une monocouche hydrophile composée de phospholipides 

(8%), de cholestérol non estérifié (2%) et d’une apolipoprotéine spécifique des CM, l’apoB48 

(1%). L’apoB, la protéine structurelle des CM, est présente à raison d’une molécule par 

chylomicron. Son absence ou ses mutations entraîne une rétention des lipides dans les 

entérocytes et représente une maladie génétique rare chez l’Homme, 

l’hypobêtalipoprotéinémie (Hooper 2015). D’autres apolipoprotéines dites « échangeables » 

tels que l’apoA-I, l’apoA-IV, l’apoC-II ou l’apoC-III sont également présentes dans les CM 

(pour revue Hussain 2014).  

La formation des CM requiert l’intervention de l’enzyme MTP (microsomal 

triglyceride transfert protein) qui au niveau du réticulum endoplasmique rugueux va transférer 

des triglycérides, des phospholipides et du cholestérol à une lipoprotéine primaire ne 

contenant, à ce stade, qu’une petite quantité de lipides et une molécule d’apoB48. La fusion 

au niveau du réticulum endoplasmique lisse de cette lipoprotéine primaire avec des 

gouttelettes riches en triglycérides et esters de cholestérol et dépourvues d’apoliprotéines 

donne naissance à un pré-CM. L’invalidation de la MTP dans l’intestin de souris provoque 

une malabsorption sévère des lipides alimentaires se traduisant par une diminution importante 

de la synthèse et de la sécrétion de chylomicrons avec une stéatorrhée marquée (Xie 2006). Il 

s’agit également du syndrome d’abétalipoprotéinémie observé chez des patients porteurs de 

polymorphismes affectant la fonction de cette enzyme. Les pré-CM sont progressivement 

enrichis en triglycérides puis transférés vers l’appareil de Golgi à travers des vésicules issues 

du réticulum endoplasmique (les prechylomicrons transfert vesicules ou PCTV) où ils 

achèvent leur maturation. La protéine Sar1b contribue de façon importante à ce transport 

vésiculaire. En effet, sa mutation entraîne la maladie d’Anderson qui se caractérise par une 

rétention anormale des CM au sein des entérocytes (Georges et al. 2011). Une fois matures, 

les CM migrent dans des vésicules de sécrétion dérivées de l’appareil de Golgi vers la 
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membrane plasmique basolatérale des entérocytes où elles fusionnent et sont ainsi sécrétées 

par exocytose dans les vaisseaux lymphatiques ou chylifères des villosités avant de rejoindre 

la circulation sanguine. Une partie des triglycérides néo-synthétisés vont être stockés dans les 

entérocytes sous forme de gouttelettes lipidiques. Ce réservoir transitoire de lipides fournit à 

l’intestin une source d’énergie en période inter-prandiale mais peut également être un point de 

contrôle de la sécrétion des lipoprotéines en période postprandiale (pour revue Demignot, 

Beilstein, et Morel 2014; Beilstein et al. 2016).  

   

Les CM sont ensuite remodelés dans la circulation, par ajout ou échange 

d’apolipoprotéines, et les lipides alimentaires sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase. Il 

résulte du catabolisme des CM, des acides gras libres et des petites particules nommées 

remnants de CM déplétés en triglycérides et enrichis en cholestérol. Ces remnants vont être 

captés par différents organes notamment le foie grâce à des récepteurs tels que le récepteur 

aux LDL (low density lipoprotein). Parallèlement, les acides gras libérés vont être utilisés par 

les tissus périphériques comme source d’énergie notamment pour le muscle ou être stockés 

par le tissu adipeux constituant ainsi une réserve énergétique.  

 

 Fonction endocrine 2)
Bien que les CEE ne représentent que 1% de la population totale des cellules 

épithéliales intestinales, la diversité et le nombre d’hormones sécrétées par ces cellules font de 

l’intestin un des organes endocrines le plus conséquent de l’organisme. 

 

L’inactivation intestinale du facteur de transcription neurogénine 3, responsable de la 

différentiation des cellules souches en CEE, a révélé l’importance du rôle joué par les 

hormones entéroendocrines. En effet, cette inactivation spécifique chez la souris conduit à la 

perte de la moitié des animaux dès la première semaine de vie. Les animaux survivants 

présentent un retard de croissance, une malabsorption des graisses, un métabolisme glucidique 

altéré et une hypertrophie des cryptes avec un renouvellement cellulaire de l’épithélium 

intestinal accéléré (Mellitzer et al. 2010).  

 

Parmi les entérohormones, le GLP-1 et le glucose-dependent insulinotropic peptide ou 

gastric inhibitory polypeptide (GIP) sont responsables de l’effet incrétine, c’est-à-dire qu’ils 

potentialisent la sécrétion de l’insuline par les cellules β pancréatiques en réponse au glucose. 



Figure 9 :  Représentation schématique des jonctions cellulaires reliant les cellules 
 épithéliales intestinales. 

Du pôle apical des cellules au pôle basolatéral sont représentées les jonctions 
intercellulaires : a) les jonctions serrées garantissant l’étanchéité de l’épithélium 
tout en assurant une perméabilité paracellulaire aux ions et petites molécules, b) 
les jonctions adhérentes forment une ceinture entourant la cellule assurant la 
structure tridimensionnelle des cellules ; elles participent à la régulation et à la 
stabilité des jonctions serrées, c) les jonctions communicantes constituées de 
connexines formant des canaux permettent un transit de molécules (<1kDa) 
entre des cellules voisines, d) les desmosomes contribuent à la la résistance 
mécanique des tissus grâce aux filaments intermédiaires, e) les hémidesmosomes 
permettent l’ancrage des cellules épithéliales à la lame basale sous-jacente.  
NB: les adhésions focales qui sont également des complexes d’interaction avec 
la matrice extracellulaire situés au pôle basolatéral,  mettant en jeu des intégrines 
et les microfilaments d’actine, ne sont pas représentés sur ce schéma. A noter 
également que les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes 
constituent le complexe apical jonctionnel qui est concentré à l’apex de la 
membrane latérale sur environ 1 µm.  
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Les lipides alimentaires induisent également une sécrétion d’entérohormones. En effet, une 

perfusion d’acides gras libres au niveau du duodénum déclenche la sécrétion de GLP-1 et de 

la CCK (Feinle-Bisset et al. 2005). Le GLP-1 et GIP ont également un effet satiétogène et 

diminuent la production hépatique de glucose ainsi que la vidange gastrique (Nauck and 

Meier 2018).  

 

Le glucagon-like peptide-2 (GLP-2), co-sécrété avec le GLP-1, est un facteur de 

croissance pour les entérocytes et confère une protection pour l’épithélium intestinal. Ses 

actions sur la prolifération et la régénération cellulaires ont été particulièrement étudiées dans 

un contexte de lésions intestinales (Brubaker 2018). Il renforce la fonction de barrière 

épithéliale, réduit la perméabilité intestinale et l’inflammation intestinale chez le rongeur 

(Brubaker 2018). 

 

 Fonction de barrière 3)

a) Barrière physique et perméabilité  
Les cellules épithéliales intestinales forment une barrière physique assurant ainsi une 

protection de la muqueuse intestinale grâce à une organisation en monocouche. Ces cellules 

forment un épithélium jointif grâce à différents types de jonctions intercellulaires : les 

jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes (figure 9). Cette épithélium 

représente une barrière sélective pour le passage de molécules de différentes tailles. 

 

Les jonctions serrées, situées à l’apex de la membrane plasmique entre deux cellules, 

limitent très fortement les échanges de macromolécules entre la lumière intestinale et 

l’intérieur de l’organisme, elles garantissent le maintien d’une perméabilité intestinale 

équilibrée. Elles contrôlent le flux paracellulaire de l’eau, des ions et celui des molécules en 

fonction de leur taille de 6 à 60Å du sommet de la villosité vers la base de la crypte au niveau 

de l’intestin grêle chez la souris (Turner et al. 2014). Cette étanchéité est nécessaire pour 

limiter l’intrusion directe dans l’organisme de molécules présentes dans la lumière intestinale. 

Ces jonctions permettent un couplage électrique de surface et génèrent une différence de 

potentiel entre les deux versants apical et baso-latéral mesurable par la technique de 

« transepithelial electrical resistance » (TEER). Elles participent à la polarité des cellules 

puisqu’elles empêchent les protéines membranaires spécifiques d’un pôle de diffuser vers 

l’autre pôle (Balda 1996; Rossi et al. 2013).  



Figure 10 : La perméabilité intestinale régulée principalement par les jonctions 
 intercellulaires. 
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A/ Les jonctions intercellulaires et plus particulièrement les jonctions serrées 
situées au niveau le plus apical de la membrane latérale à la jonction entre deux 
ou trois cellules adjacentes régissent la perméabilité paracellulaire. En situation 
physiologique, elles contrôlent l’étanchéité de l’épithélium intestinal et 
empêchent l’intrusion d’antigènes pathogènes au sein de l’organisme. Elles 
régulent le flux d’électrolytes et permettent le passage de petites molécules à 
travers l’espace intercellulaire. Le contrôle de la perméabilité paracellulaire est 
indispensable pour que les fonctions de transport actif transcellulaire de 
l’épithélium intestinal s’exercent correctement. L’équilibre osmotique nécessaire 
au bon fonctionnement des cellules épithéliales fait également intervenir la 
perméabilité transcellulaire. Celle-ci participe à la fonction d’absorption de 
l’intestin.  
B/ La perméabilité paracellulaire est principalement régulée par les protéines de 
jonctions serrées formant un complexe protéique interconnecté. Il est 
essentiellement composé des protéines transmembranaires de la famille des 
TAMPs (occludine et tricelluline), des claudines, et  de JAM, qui interagissent 
avec des protéines intracellulaires de la famille des zonula occludens (ZO-1, -2, 
-3) reliées au cytosquelette de filaments d’actine. 
JAM : junctional adhesion molecule, ZO : zonula-occludens. 
(Modifiée d’après Wells et al. 2017) 
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Les jonctions serrées sont constituées de plusieurs familles de protéines 

transmembranaires dont le domaine intracellulaire interagit avec des protéines d’échafaudage 

cytosoliques qui, une fois assemblées forment un complexe protéique. Parmi les protéines 

transmembranaires, l’occludine et la famille des claudines, avec 26 membres identifiés chez 

l'Homme, sont associées à plusieurs protéines intracellulaires parmi lesquelles les plus 

étudiées appartiennent à la famille des zonula occludens ZO-1, ZO-2 et ZO-3, elles-mêmes 

liées aux microfilaments d’actine (Anderson and Van Itallie 2009) (figure 10B). Dans 

l'intestin, l'expression différentielle des claudines -1, -2, -3, -4, -5, -7, -8, -12 et -15 le long de 

l'axe proximo-distal et cryto-villositaire permet de contrôler finement et sélectivement le 

passage des petites molécules (ions, sucres) qui traversent les pores des jonctions serrées (Lu 

et al. 2013). Ce passage est appelé le "pore-pathway" (Shen et al. 2011). La contraction 

excessive de l’actine régulée par l’activation de la protéine myosin light chain (MLC) par la 

MLC kinase (MLCK) provoque l’ouverture de la voie paracellulaire (Lee 2015) et permet, 

notamment en induisant l'endocytose de l'occludine, de générer une voie de passage vis à vis 

des macromolécules (Shen et al. 2011). Cette voie de passage, qui a été appelée "leak 

pathway" est donc beaucoup moins restrictive vis à vis de la taille des molécules mais elle est 

très peu présente en situation physiologique. La tricelluline, appartenant à la même famille 

que l'occludine (TAMPs : Tight Junction-Associated Marvel domain-containing proteins), est 

hautement enrichie dans les jonctions serrées formées au point de contact entre trois cellules 

voisines et elle est capable d’interagir avec ZO-1 (Ikenouchi et al. 2005). Elle serait 

complexée avec l’occludine au niveau de la jonction bicellulaire ce qui guiderait son 

assemblage aux jonctions serrées tricellulaires où elle serait séparée de l’occludine une fois le 

contact tricellulaire établi (Ikenouchi et al. 2008; Westphal et al. 2010). Les jonctions 

tricellulaires constituent une voie de passage pour les macromolécules. En effet, elles forment 

un "tube" d'un diamètre estimé à 10 nm, beaucoup plus important que le diamètre des pores 

formés par les claudines au niveau des jonctions serrées bicellulaires (maximum estimé 60 Å). 

L'expression de la tricelluline semble déterminante pour limiter le passage des 

macromolécules au niveau de ces jonctions tricellulaires (Krug et al. 2009). Une autre famille 

de protéines transmembranaires est présente aux jonctions serrées : les junctional adhesion 

molecules (JAM), qui font partie de la superfamille des immunoglobulines, JAM-A et JAM-4 

exprimées par les cellules épithéliales intestinales sont également impliquées dans la 

régulation des jonctions serrées (Laukoetter et al. 2007). Les microtubules sont également 

recrutés au niveau des jonctions serrées, par l'intermédiaire en particulier de la cinguline 

(Zihni et al. 2016). 
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Les jonctions adhérentes qui assurent la structure tridimensionnelle de la cellule 

contiennent plusieurs familles de molécules d’adhérence. La E-cadhérine faisant partie de la 

famille des cadhérines classiques est exprimée par les cellules épithéliales intestinales. Ces 

protéines sont dépendantes du calcium et s'associent avec plusieurs protéines de la famille des 

caténines et avec les microfilaments d’actine du cytosquelette, formant une ceinture qui 

encercle la cellule. Les jonctions adhérentes participent à la régulation et à la stabilité des 

autres jonctions dont les jonctions serrées. Elles sont capables d’induire une signalisation 

intracellulaire et influer les réponses cellulaires (pour revue Buckley et Turner 2018). 

 

Les desmosomes retiennent fermement les cellules entre elles de façon à ce qu'elles 

forment un épithélium résistant aux déformations mécaniques, grâce aux filaments 

intermédiaires ancrés dans une plaque cytoplasmique dense, un complexe constitué en 

particulier de protéines membranaires de la famille des cadhérines desmosomales, les 

desmogléines et desmocollines (figure 9). A travers l’identification de la protéine cellulaire du 

prion (PrPc) comme composant membranaire intrinsèque des desmosomes, notre équipe a 

démontré l’implication des desmosomes dans la fonction de barrière intestinale. En effet, chez 

la souris et dans la lignée d’entérocytes humains (cellules Caco-2/TC7), l’invalidation de 

l’expression de cette protéine desmosomale altère la structure des jonctions serrées, 

l’adressage des protéines jonctionnelles aux jonctions et augmente la perméabilité 

paracellulaire (Petit et al. 2013). 

 

Les jonctions communicantes (Gap junctions) sont formées par un assemblage de 

canaux traversant les membranes plasmiques de deux cellules en formant des plaques 

jonctionnelles constituées de connexines. Les jonctions communicantes permettent l’échange 

d’ions, d’acides aminés et des petites molécules inférieures à 1kDa (Yeager and Harris 2007).  

 

En conditions physiologiques, la barrière formée par l'épithélium intestinal est 

relativement poreuse comparée à celle d'autres épithelia comme le rein ou la peau. Elle est 

néanmoins finement régulée, la perméabilité paracellulaire diminuant dans le côlon par 

rapport à l'intestin grêle et dans les villosités par rapport aux cryptes. La perméabilité 

paracellulaire, dite "passive", reflète essentiellement l’état des jonctions serrées, déterminée 

par la combinaison et la nature des interactions entre les différentes protéines qui les 

composent. Mais la mort cellulaire contribue également de façon importante à la perméabilité 

d'un épithélium. Comme on le verra plus loin, plusieurs facteurs de l'environnement luminal 



Figure 11 :  Graphique représentant l’épaisseur des couches de mucus le long du tractus 
 gastro-intestinal chez le rat.  
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L’épithélium intestinal est recouvert de deux couches de mucus : la plus interne 
est fermement attachée à la muqueuse et est pratiquement dépourvue de 
bactéries; la couche externe plus lâche est potentiellement colonisée par des 
bactéries commensales.   
(Modifiée d’après la revue Juge 2012) 



INTRODUCTION	
  
	
  

29	
  
	
  

ou basal sont capables de modifier la perméabilité de la barrière intestinale, en situation 

physiologique ou pathologique.  

Le contrôle de la perméabilité paracellulaire est indispensable pour que les fonctions 

de transport actif transcellulaire de l’épithélium intestinal s’exercent correctement (Figure 

10A). La perméabilité transcellulaire se traduit par le passage des nutriments à travers les 

cellules épithéliales grâce à des transporteurs actifs ou par simple diffusion notamment pour 

les acides gras libres à courtes chaînes.   

 

La barrière physique est également une barrière mécanique puisque les mouvements 

péristaltiques des muscles intestinaux empêchent la rétention et la prolifération bactérienne. 

 

b) Barrière chimique 
L’épithélium intestinal est recouvert de mucus qui forme un gel semi-perméable, 

fortement hydraté composé de 95% d’eau, des électrolytes, des lipides, des 

immunoglobulines, des peptides antimicrobiens et des glycoprotéines nommées mucines. 

Cette couche de mucus est en constant renouvellement grâce à une sécrétion de mucus par les 

cellules caliciformes (Johansson and Hansson 2016). En effet, le taux de sécrétion de mucus 

dans le tractus gastro-intestinal est estimé à une dizaine de litre par jour, il est donc produit 

puis éliminé en continu afin d’assurer une protection permanente des structures sous-jacentes 

(Cone 2009). 

L’épaisseur du mucus, déterminée par la balance entre le niveau de synthèse/sécrétion 

et de dégradation/élimination, diffère le long du tractus digestif et est maximale dans le côlon. 

Contrairement à l’intestin grêle qui ne comporte qu’une couche de mucus, le côlon est 

constitué de deux couches distinctes : une couche interne adhérente, fermement attachée aux 

cellules épithéliales, dépourvue de bactéries et dont l’épaisseur est d’environ 50 µm à 100µm 

chez le rongeur ; et une couche externe plus lâche potentiellement colonisée par des bactéries 

commensales d’une épaisseur allant jusqu’à 100µm et 700µm chez la souris et le rat 

respectivement (Atuma et al. 2001; Johansson et al. 2008) (figure 11). L’épithélium colique 

est donc en interaction continue avec un microbiote abondant. Différents facteurs comme les 

hormones, les neuropeptides et les médiateurs inflammatoires tels que la prostaglandine E2 

(PGE2) ou l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) peuvent moduler l’épaisseur de la 

couche de mucus en stimulant la sécrétion des mucines (Phillipson et al. 2008). 
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Le gel de mucus est essentiellement constitué d’eau et de mucines. Il existe plusieurs 

types de mucines qui sont soit sécrétées et forment ou non un gel, soit transmembranaires 

ancrées à la membrane apicale des entérocytes pour former le glycocalyx. Le glycocalyx, 

structure mesurant 1µm d'épaisseur, est dégradé lors d’un sepsis entraînant ainsi une 

hyperperméabilité endothéliale avec une altération des jonctions serrées (Coquerel et al. 

2013). Les mucines forment un réseau glycoprotéique empêchant la pénétration en profondeur 

de micro-organismes pathogènes et fournissant un habitat pour les bactéries commensales 

grâce à l’interaction entre les adhésines de la surface bactérienne et les glycanes des mucines. 

Ces résidus glycaniques agissent comme des récepteurs pour les pathogènes qui sont alors 

piégés dans le mucus puis éliminés via le flux de mucus généré par le péristaltisme (Juge 

2012).  

La mucine MUC2 est une des mucines prépondérante dans l’intestin. Des souris 

déficientes pour la mucine MUC2 perdent leur couche protectrice de mucus donnant aux 

bactéries un accès direct aux cellules épithéliales et conduisant au développement d’une 

inflammation colique (Johansson et al. 2008; Kim and Ho 2010; Van der Sluis et al. 2006). 

Ces animaux voient leur perméabilité et leur susceptibilité à développer une colite en réponse 

au dextran sulfate de sodium (DSS) augmentées (Kim and Ho 2010). L’expression des 

mucines et en particulier de MUC2 peut être modulée par des facteurs pro-inflammatoires, par 

des acides gras à courtes chaînes, des pathogènes présents dans la lumière intestinale ou des 

fragments bactérien comme le LPS (pour revue (Cornick et al. 2015)). Des modifications du 

métabolisme intracellulaire (ER stress, autophagie) des cellules à mucus contrôlent la 

sécrétion de mucus et modifient l’épaisseur de la couche de mucus (pour revue (Cornick et al. 

2015)). D’autre part le microbiote peut également stimuler la différentiation des cellules 

caliciformes (Chung and Kasper 2010). 

 

c) Barrière immunologique 
Comme je l’ai évoqué précédemment, l’intestin a développé un système immunitaire 

qui lui permet de déclencher une réponse immunitaire locale voire systémique pour faire face 

aux pathogènes ou aux antigènes d’origine alimentaire ou bactérienne. Ce système 

immunitaire est finement contrôlé et assure le maintien d’un équilibre entre tolérance et 

protection envers des facteurs environnementaux, nutritionnels et le microbiote. Le système 

immunitaire intestinal comprend des cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée et 

adaptative. Ces deux types de réponse immunitaire sont intimement intriquées et partagent des 
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acteurs communs (pour revue (Kayama et Takeda 2012)). 

 

L’immunité innée, qui constitue une réponse non spécifique et immédiate de 

l’organisme fait appel à différents types cellulaires dont les cellules épithéliales, les cellules 

dendritiques, les macrophages, les neutrophiles et les cellules NK. L’initiation de la réponse 

immunitaire innée résulte de la reconnaissance de motifs associés aux pathogènes bactériens, 

viraux ou parasitaires (Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP) par les récepteurs 

PRR (Pattern Recognition Receptor). Il existe plusieurs récepteurs PRR, dont les toll-like 

receptors (TLR) et les nucleotide-binding leucin-rich repeat-containing receptors (NLR) dont 

les premiers membres identifiés sont les protéines NOD1 et NOD2/CARD15 (pour revue 

Claes, Zhou, et Philpott 2015). Les TLR sont des protéines transmembranaires présentes à la 

surface cellulaire ou sur les endosomes et ont été très étudiés pour leur interaction avec le LPS 

(pour revue Lu et al. 2018). Les protéines NOD sont plus particulièrement impliquées dans la 

reconnaissance cytoplasmique de peptidoglycane bactérien. Les TLR et les protéines NOD 

activent des voies de signalisation conduisant à la sécrétion de cytokines et de chimiokines via 

l’activation de la voie NF-κB, des MAP kinases et de la caspase-1. Il a également été montré 

un lien entre NOD2/CARD15 et la protéine ATG16L1 impliquée dans l’autophagie 

(Travassos et al. 2010). Les TLR et NLR sont fortement impliqués dans les maladies 

inflammatoires de l’intestin. En particulier, il a été montré que NOD2/CARD15 est un gène 

de susceptibilité à la maladie de Crohn (Hugot et al. 2001).  

Les cellules épithéliales intestinales participent à la réponse immunitaire innée. Suite à 

la stimulation des récepteurs TLRs par les PAMPs, les cellules de Paneth et les entérocytes 

sécrètent des peptides antimicrobiens tels que Reg3-β et Reg3-γ impliqués dans l’immunité 

innée et qui une fois dans la lumière intestinale vont former des pores puis lyser les parois 

bactériennes (Mukherjee and Hooper 2015). Reg-3γ cible spécifiquement les bactéries Gram-

positives après s’être lié aux peptidoglycanes bactériens de surface (Abreu 2010). Des travaux 

récents montrant une sur-expression de Reg3-β et Reg3-γ suite à une infection ou 

inflammation suggèrent que ces peptides antimicrobiens auraient également une activité anti-

inflammatoire (Sovran et al. 2015). Les défensines et le lyzozyme sécrétés par les cellules de 

Paneth ainsi que le mucus produit par les cellules caliciformes participent à la réponse 

immunitaire innée via leurs actions sur le microbiote intestinal (Nakamura et al. 2016). 

 

L’immunité intestinale adaptative, dotée de mémoire, fait appel à une 

reconnaissance spécifique des antigènes. Elle fait intervenir l’ensemble des acteurs du GALT, 



Figure 12 :  Arbre phylogénétique des microorganismes composant le microbiote  présent 
dans le côlon chez l’Homme avec les principaux phyla bactériens. 

L’abondance relative des phyla majoritaires du microbiote intestinal humain est 
représentée, les proportions sont exprimées en pourcentage. Les groupes, genres 
et espèces bactériennes qui ont été impliqués dans certaines pathologies 
humaines figurent dans l’arbre phylogénétique. 
(Modifiée d’après Cheng et al. 2013) 
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dont les lymphocytes T helper et B, mais également les cellules dendritiques qui émettent 

leurs dendrites entre les entérocytes et les cellules M ou à travers les cellules M afin 

d’échantillonner les antigènes présents dans la lumière intestinale, exerçant ainsi une fonction 

de sentinelle (Lelouard et al. 2012). La réponse immunitaire adaptative implique l’activation 

des lymphocytes T helper Th1, Th2, Th17 et Th22 et la suppression de l’activité des 

lymphocytes Treg sécrétant des cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 et TGF-β. 

D’autre part, l’activation des cellules B par des antigènes issus de la lumière intestinale 

conduit à un changement phénotypique de ces cellules en plasmocytes sécrétant des IgA (pour 

revue (Lycke and Bemark 2017)). Les IgA protègent la muqueuse contre la digestion des 

protéines par des enzymes protéolytiques digestives ou bactériennes. Elles limitent aussi la 

translocation bactérienne, influencent le métabolisme des bactéries présentes dans la lumière 

et sont impliquées dans les interactions intestin-microbiote (Fagarasan 2008; Suzuki and 

Nakajima 2014).  

 

Il existe évidemment de multiples échanges entre les acteurs de la réponse immunitaire 

innée et adaptative. La sécrétion de nombreuses cytokines participe notamment à ces 

échanges. L’implication de certaines cytokines dans l’inflammation intestinale au cours de 

l’obésité sera présentée dans la partie discussion.  

 

d) Barrière écologique 
Le tractus digestif est peuplé de micro-organismes, principalement des bactéries mais 

aussi des virus, des levures, des champignons et des archées, avec un gradient de 

concentration maximal atteint dans le côlon.  

L’abondance du microbiote intestinal est estimée à environ 1014 micro-organismes  

comprenant plus de 1000 espèces bactériennes différentes réparties majoritairement en cinq 

phyla : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria, les Proteobacteria et les 

Verrucomicrobia (figure 12) (Rajilić-Stojanović and de Vos 2014). Le phylum des Firmicutes 

est principalement composé de bactéries appartenant au groupe Clostridia des clusters XIVa 

et IV incluant respectivement les groupes Eubacterium rectale-Clostridium coccoides et les 

Clostridium leptum. Le groupe Eubacterium rectale-C. coccoides comprend les espèces 

appartenant aux genres Clostridium, Eubacterium, Rhuminococcus et Butyrivibrio alors que le 

goupe C. leptum comprend les espèces Faecalibacterium prausnitzii ou encore Ruminococcus 

albus et R. flavefaciens. Le second phylum le plus représenté est celui des Bacteroidetes 
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comprenant plusieurs espèces de Bacteroides : B. thetaiotaomicron, B. fragilis, B. ovatus et B. 

caccae (Rajilić-Stojanović and de Vos 2014). Plus de 90% des espèces bactériennes 

intestinales ne sont pas cultivables puisqu’elles vivent pour la majorité dans un 

environnement physico-chimique particulier et anaérobie. De telles conditions étant difficiles 

à mettre en place en laboratoire, de nouvelles approches ont été développées pour étudier le 

microbiome dans un contexte physiologique et physiopathologique notamment grâce à l’outil 

de séquençage à haut débit du gène bactérien codant l’ARN ribosomal 16S. Ainsi, le 

microbiote d’un individu contient environ 750 000 gènes, contre 25 000 gènes pour le génome 

humain, donnant au microbiote toute son importance dans la régulation des fonctions 

physiologiques (Shreiner et al. 2015). 

 

Cet écosystème complexe se met en place chez l’Homme dès la naissance et se 

stabilise dans le temps vers l’âge de 2 ans. Bien que des épisodes perturbateurs tels que la 

prise d’antibiotiques peuvent exister, un retour à l’équilibre est possible, il s’agit du 

phénomène de résilience (Villanueva-Millán et al. 2015). De plus, si la composition du 

microbiote intestinal en terme d’espèces est propre à chaque individu, elle reste néanmoins 

similaire entre les individus en terme d’abondance des grands groupes phylogénétiques 

(Shreiner, Kao, et Young 2015).	
  	
  

 

Le rôle protecteur du microbiote intestinal contre la colonisation par des pathogènes 

potentiellement délétères pour l’organisme passe par différentes actions. En effet, les bactéries 

commensales limitent l’accessibilité des bactéries pathogènes aux nutriments par effet de 

compétition et modulent les réponses des cellules de l’hôte pour inhiber la croissance des 

pathogènes. Les bactéries communiquent et interagissent à la fois avec les cellules de 

l’organisme mais également entre elles via le quorum sensing qui est un mode de 

communication faisant appel à des substances chimiques sécrétées et captées par les bactéries 

permettant la coordination de leur métabolisme et autres processus complexes tels que la 

formation d’un biofilm (Srivastava et al. 2017). 

 

En normobiose, une relation mutualiste et symbiotique existe entre le microbiote 

intestinal et l’organisme hôte. En effet, ce microbiote exerce des effets physiologiques 

bénéfiques pour l’hôte qui en retour fournit au microbiote une niche écologique et de 

multiples sources d’énergie. Les bactéries commensales participent au développement et à la 

maturation du système immunitaire, à la synthèse de certaines vitamines, à la production par 
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les cellules épithéliales des peptides antimicrobiens, des IgA sécrétoires, de cytokines, de 

mucus et favorisent l'intégrité de la barrière épithéliale (Duerkop et al. 2009; Ihara et al. 

2017).  

 

Le microbiote contribue également aux fonctions métaboliques de l’hôte par la 

biotransformation de différents substrats alimentaires permettant d’obtenir de l’énergie pour 

la survie et la croissance bactérienne et de générer des métabolites absorbables et utilisables 

par les cellules épithéliales intestinales.  

Parmi ces substrats, les fibres alimentaires non digérées par l’hôte vont être prises en 

charge par les bactéries fournissant ainsi la principale source d’énergie pour le microbiote 

sous forme de glucides (Makki et al. 2018). Les bactéries glycolitiques transforment les 

glucides en pyruvate via la glycolyse puis en acides gras à courtes chaines (AGCC), produits 

finaux de la fermentation que sont le butyrate, le propionate et l’acétate. L’acétate et le 

propionate passent dans le compartiment sanguin, atteignent le foie puis les organes 

périphériques où ils seront utilisés comme substrats pour la néoglucogenèse et la lipogenèse. 

Le butyrate, représentant une importante source d’énergie pour les colonocytes, a notamment 

été décrit comme ayant des propriétés protectrices pour la muqueuse colique (Bedford and 

Gong 2018). Il inhibe l’inflammation en réduisant l’expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1β, le TNF-α et l’IL-8 et en induisant l’IL-10 ou TGF-β 

cytokines anti-inflammatoires (Bedford and Gong 2018). Le butyrate diminue le stress 

oxydatif et renforce la barrière épithéliale colique en participant à la formation des jonctions 

serrées dans l’épithélium colique (Hou et al. 2014).  

Certaines bactéries ne fermentant pas les glucides utilisent les acides aminés provenant 

des protéines comme substrats énergétiques et aboutissant également à la formation d’AGCC 

mais également à d’autres composés pouvant être toxiques pour les cellules hôtes tels que 

l’ammoniac ou les dérivés indoles. Ces derniers vont être absorbés et détoxifiés par la 

muqueuse colique puis éliminés dans l’urée.  

Concernant les lipides non absorbés par l’intestin grêle ou provenant de lipides 

bactériens ou encore issus de la desquamation des cellules épithéliales, ils sont également 

transformés par les bactéries. Le cholestérol est converti en coprostanol qui est non 

assimilable et sera donc éliminé dans les fèces (Horáčková et al. 2018). Les acides biliaires 

non recyclés (5% environ) arrivent dans le côlon et sont déconjugués pour former des acides 

biliaires secondaires les rendant ainsi plus hydrophobes et facilitant leur absorption passive 

(Enright et al. 2018; Long et al. 2017).	
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Par ailleurs, le microbiote est capable de bio-convertir et de métaboliser les 

polyphénols contribuant à leurs actions bénéfiques anti-oxydantes et anti-inflammatoires 

(Dudek-Wicher et al. 2018). Le microbiome peut affecter l’absorption des xénobiotiques tels 

que les médicaments via des réactions de transformation de ces molécules causant alors une 

réduction de leurs biodisponibilités (Dudek-Wicher et al. 2018).  

 

Ainsi, à la vue de ces différentes fonctions physiologiques, le microbiote intestinal est 

considéré comme un véritable organe à part entière. Un déséquilibre de la richesse et de la 

diversité des communautés bactériennes est observé dans plusieurs pathologies métaboliques 

et inflammatoires (Wang et al. 2017). Ainsi, une dysbiose du microbiote intestinal pourrait 

participer au développement de ces maladies. 
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III. Modulateurs de l’intégrité de la barrière intestinale  
 
 Comme décrit précédemment (voir chapitre III-3), la barrière intestinale, formée d’une 

monocouche de cellules épithéliales jointives assurant une étanchéité et une perméabilité 

sélective, représente une interface dynamique entre l’organisme et l’environnement 

« extérieur ». De ce fait, la barrière intestinale est sensible aux changements du 

microenvironnement de la lumière intestinale (nutriments, microbiote), du compartiment 

sanguin (cytokines pro-inflammatoires) et des modifications du nombre ou de la fonction des 

cellules de la muqueuse (recrutement de cellules immunitaires, entérohormones) (König et al. 

2016). La barrière intestinale assurant une protection contre l’intrusion d’éléments étrangers 

et potentiellement pathogènes, les altérations de son intégrité observées dans certaines 

pathologies soulèvent la question de son rôle dans l’étiologie de ces maladies.  

 

Une dérégulation et des anomalies liées à la fonction de barrière intestinale sont 

associées à de nombreuses pathologies intestinales telles que les MICI, le syndrome de 

l’intestin irritable, les cancers digestifs ou encore la maladie cœliaque (König et al. 2016). 

L’altération de la barrière épithéliale intestinale a également été décrite dans des pathologies 

extra-intestinales comme dans le diabète de type 1, la mucoviscidose ou encore l’autisme (De 

Lisle et al. 2011; Sanctuary et al. 2018). La contribution possible de la barrière intestinale 

dans les maladies métaboliques telles que l’obésité a également été mis en évidence, 

notamment par les travaux de notre équipe (Monteiro-Sepulveda et al. 2015; Genser et al. 

2018).	
  

L’ensemble de ces études a donné naissance au concept dit du « leaky gut syndrome » 

qui propose que des défauts de la barrière conduisant à une perturbation de la perméabilité 

intestinale participent au développement de différentes pathologies.  

 

Les effets de différents perturbateurs de la barrière intestinale sont abordés ci-dessous. 

Bien que l’impact de molécules inflammatoires, des changements de la composition du 

microbiote, et de l’alimentation (en particulier des lipides alimentaires) soit présenté ici dans 

des chapitres distincts, un lien très étroit existe entre ces différents éléments tous identifiés 

comme modulateurs de l’intégrité de la barrière intestinale.  
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 Cytokines et fonction de barrière 1)
Parmi les molécules inflammatoires capables de moduler l’intégrité de la barrière 

intestinale, les cytokines pro- et anti-inflammatoires sont celles qui ont été les plus étudiées 

(Onyiah and Colgan 2016; Andrews et al. 2018). L’impact des cytokines sur la barrière 

intestinale peut varier selon le modèle d’étude considéré ce qui conduit parfois à des 

observations contradictoires dans la littérature. Je ne présenterai ici que quelques exemples 

montrant l’implication de cytokines et des mécanismes moléculaires impliqués dans leurs 

effets sur la barrière intestinale. 

 

Parmi les cytokines ayant des effets délétères sur la barrière intestinale, le TNF-α a été 

beaucoup étudié. Cette cytokine est capable d’augmenter la perméabilité intestinale in vivo 

chez la souris (Al-Sadi et al. 2016) et dans un modèle de cellules épithéliales intestinales en 

culture, les cellules Caco-2 (Ma et al. 2004). Cette dernière observation indique que le TNF-α 

est capable d’agir directement sur les cellules épithéliales, sans faire intervenir les cellules 

immunitaires ou le microbiote. Dans les cellules Caco-2, il a été démontré que le TNF-α 

active une cascade de signalisation conduisant à la déstabilisation des jonctions serrées et par 

conséquence à une augmentation de la perméabilité de la monocouche cellulaire (Ma et al. 

2004; Al-Sadi et al. 2016).	
  

 Suite à sa liaison sur son récepteur présent à la surface des cellules entérocytaires, le 

TNF-α active la voie des MAP3 kinase qui entraîne l’activation de la voie NF-κB qui à son 

tour augmente l’expression de la « myosine light chain kinase » (MLCK) qui contrôle la 

stabilité des jonctions serrées. L’équipe de Jerrold Turner (Université de Chicago, USA) a 

montré l'importance de la MLCK dans la déstabilisation des jonctions serrées en réponse au 

TNF-α (Shen et al. 2006). La MLCK contrôle, via la phosphorylation de la myosin light chain 

(MLC), la contraction de l'acto-myosine. Cette ceinture d'acto-myosine est nécessaire à la 

stabilisation des jonctions serrées mais une contraction excessive entraîne leur déstabilisation. 

Chez l’Homme, un taux élevé de TNF-α est retrouvé dans la muqueuse intestinale ou la 

lamina propria de patients atteints de MICI ou d’obésité (Lee 2015; Monteiro-Sepulveda et 

al. 2015). Le TNF-α semble avoir un rôle majeur dans la maladie de Crohn, puisque le 

traitement des patients souffrant de cette maladie avec des anticorps anti-TNF-α est une 

stratégie thérapeutique efficace et qui conduit notamment à une amélioration de la fonction de 

barrière intestinale (Levin et al. 2016).	
  	
  

 

 D’autres cytokines sont également capables de perturber la barrière intestinale, comme 



INTRODUCTION	
  
	
  

38	
  
	
  

l’interféron-γ, l’IL-1β et l’IL-6. Les mécanismes d’action impliqués dans l’augmentation de la 

perméabilité intestinale par ces cytokines sont partiellement décrits. Ils interviennent dans 

l’activation de voie de signalisation impliquant de nombreuses kinases (PKA, PKC, ROCK), 

les GTPases Rho et Rac et la voie NF-κB. Les données actuelles ne permettent pas de 

déterminer si l’activation d’une cascade de signalisation précise est réellement spécifique 

d’une cytokine. Quelle que soit la cytokine considérée, les voies de signalisation activées 

conduisent toutes à la déstabilisation des complexes jonctionnels (Andrews et al. 2018). Les 

cytokines peuvent également agir en combinaison les unes avec les autres, comme cela a été 

décrit pour le TNF-α et l’INF-γ qui agissent de façon indépendante et synergique sur la 

diminution de l’expression de l’occludine via l’activation de voie de signalisation contrôlant 

le facteur de transcription AP2 (Mankertz et al. 2000). 

 

 D’autres cytokines, comme l’IL-17, auraient un effet bénéfique sur la barrière 

intestinale. En effet, il a été montré que même si l’invalidation totale de l’expression d’IL-17 

chez la souris ne perturbe pas la barrière intestinale en condition basale (Lee et al. 2015), ces 

souris présentent une perméabilité intestinale aux macromolécules augmentée (versus des 

souris sauvages) lorsqu’elles sont soumises à une colite induite par le sulfate de dextran 

(DSS) (Lee et al. 2015). De même, l’inhibition des voies de signalisation dépendantes de la 

cytokine IL-17, par des anticorps neutralisants, est associée à une augmentation de la 

perméabilité intestinale chez la souris sauvage soumise à une colite (Lee et al. 2015; Maxwell 

et al. 2015). Ce défaut de barrière intestinale serait dû à la perte de localisation à la membrane 

de la protéine de jonction serrée, l’occludine (Lee et al. 2015).  

 

 L’IL-10 et l’IL-22 (qui appartient à la même famille de cytokines que l’IL-10) 

participent au maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. Ces deux cytokines se lient sur 

des récepteurs formés par des hétérodimères dont les partenaires sont communs à IL-10 et IL-

22 (Andrews et al. 2018; Onyiah and Colgan 2016). L’invalidation totale du récepteur IL-10, 

IL-10R1, chez la souris provoque des défauts de la barrière intestinale se traduisant par une 

diminution de la TEER et une augmentation de la perméabilité intestinale, indiquant que cette 

cytokine aurait un effet bénéfique sur la barrière intestinale (Kominsky et al. 2014). IL-22 est 

décrit comme jouant un rôle protecteur sur la barrière intestinale en augmentant la sécrétion 

de mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales intestinales via l’action de 

la kinase STAT3 (Sovran et al. 2015). Cependant, des travaux récents montrent également 



INTRODUCTION	
  
	
  

39	
  
	
  

que l’IL-22 est capable de provoquer des défauts de barrière intestinale via l’augmentation de 

l’expression de la claudine 2, qui est une protéine formant des pores favorisant le passage des 

cations et des petites molécules (<4 Å) (Tsai et al. 2017; Wang et al. 2017). Ainsi, les 

données acquises sur l’IL-22 (Zenewicz 2018) illustrent bien la complexité du mode d’action 

de ces cytokines sur la barrière intestinale.  

 

 Microbiote et fonction de barrière  2)
De plus en plus de travaux s’intéressent au rôle du microbiote intestinal dans le 

fonctionnement de l’organisme. Historiquement, beaucoup d’études ont porté sur l’effet de 

pathogènes sur l’épithélium intestinal. Depuis les avancées technologiques permettant la 

caractérisation de plus en plus précise du métagénome, la mise en évidence d’une dysbiose 

dans plusieurs maladies inflammatoires ou métaboliques a permis d’émettre des hypothèses 

sur l’implication de la relation cellules hôtes-microbiote dans la survenue de ces pathologies 

et en particulier via son rôle dans le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. 

 

Le microbiote intestinal jouerait un rôle critique dans le dysfonctionnement de la 

barrière épithéliale puisque des souris axéniques ou des souris déplétées de leur flore 

intestinale suite à l’administration d’antibiotiques sont plus susceptibles à l’inflammation 

induite par le DSS, soulignant ainsi son rôle dans l’homéostasie intestinale (Natividad and 

Verdu 2013). D’autres études rapportent l’effet de l’administration de probiotiques sur la 

perméabilité aux ions ou aux macromolécules cependant très peu de publications décrivent les 

mécanismes impliqués (Natividad and Verdu 2013). Je présenterai ici comme exemple les 

données connues sur une bactérie pathogène et sur une bactérie commensale. 

 

Un rôle direct d’une souche pathogène adhérente et invasive d’Escherichia coli 

(AIEC) sur la barrière épithéliale intestinale a été observé (pour revue (Shawki and McCole 

2016)). Cette bactérie, historiquement isolée à partir d’un échantillon de muqueuse iléale 

provenant d’un patient atteint de la maladie de Crohn, est présente en abondance chez certains 

patients atteints de MICI. Le rôle de cette espèce bactérienne sur la barrière intestinale fait 

intervenir plusieurs acteurs cellulaires et moléculaires. Sur un modèle de cellules épithéliales 

en culture, l’AIEC provoque augmentation de la perméabilité aux ions et aux macromolécules 

(Wine et al. 2009).	
  Des modifications de la localisation à la membrane de ZO-1 (protéine des 

jonctions serrées) et de la E-cadhérine (protéine des jonctions adhérentes) ont été rapportées 
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dans des modèles cellulaires infectés par AIEC (Wine et al. 2009).  Au-delà de ces effets 

directs, l’AIEC suite à sa translocation à travers l’épithélium est capable d’activer la sécrétion 

de cytokines par les cellules immunitaires de la lamina propria et d’augmenter la sécrétion de 

TNF-α ce qui pourrait également contribuer à amplifier les perturbations de la barrière 

(Eaves-Pyles et al. 2008). 

La bactérie Akkermansia muciniphila (AKK) appartient à la flore commensale 

intestinale et a fait l’objet de nombreuses études concernant son implication dans diverses 

pathologies (diabète de type 1, MICI, obésité) (pour revue (Derrien et al. 2017)). Elle est 

considérée comme ayant un effet bénéfique sur l’homéostasie de l’épithélium intestinal et la 

diminution de son abondance est corrélée avec ces pathologies. Sur modèles de cellules 

épithéliales en culture, AKK induit une diminution de la perméabilité aux ions (Reunanen et 

al. 2015). Son action sur la barrière intestinale serait également indirecte via sa capacité à 

contrôler le microbiote intestinal, à sécréter des acides gras à longues chaînes, à augmenter la 

production de mucus et à stimuler les défenses immunitaires (Derrien et al. 2017).  

 

 Au-delà de l’effet spécifique de ces bactéries, les fragments bactériens comme les LPS 

produits par les bactéries Gram négatif, sont capables d'augmenter la perméabilité via 

l’activation des récepteurs TLR présents sur les cellules épithéliales intestinales (Guo et al. 

2013). Toutefois, le traitement de souris axéniques avec des fragments bactériens contribue au 

contraire à l'amélioration de leur fonction de barrière intestinale en augmentant l’épaisseur de 

la couche de mucus pour  atteindre un niveau similaire à celle présente chez les souris 

sauvages (Petersson et al. 2011). Le microbiote peut également moduler la perméabilité 

intestinale via son action sur le système endocannabinoide. En effet, l’action conjointe de LPS 

et d’un agoniste du récepteur aux endocannabinoïdes augmente la perméabilité intestinale et 

diminue l’expression des protéines ZO-1 et occludine alors que l’utilisation d’un antagoniste 

du récepteur normalise la perméabilité intestinale et l’expression de ces deux protéines de 

jonctions serrées  (Muccioli et al. 2010). 

 

 Le microbiote est également capable de moduler la barrière intestinale à travers la 

production d’acides gras à courtes chaînes (Morrison and Preston 2016) et via leur rôle dans 

le métabolisme des acides biliaires (Wahlström et al. 2016). Les acides gras à courtes chaîne, 

majoritairement du butyrate, acétate et propionate, sont produits suite à la dégradation des 

fibres non digestibles par le microbiote (Flint et al. 2015) ou par la fermentation des acides 

aminés dans le côlon (Russell et al. 2011). Le rôle de ces acides gras à courtes chaînes et des 
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acides biliaires sur la barrière intestinale est présenté dans le chapitre suivant. 

  

 Lipides et fonction de barrière 3)
Je mentionnerai dans ce chapitre quelques exemples de l’impact de certaines classes 

de lipides sur la barrière intestinale puis de l’effet des régimes hyperlipidiques qui ont fait 

l’objet de nombreux travaux. 

 

Comme indiqué dans le chapitre précédent, les AGCC sont produits par le microbiote 

principalement dans le côlon. Ces AGCC présentent des effets protecteurs sur la barrière 

intestinale (Mariadason et al. 1997). Dans les cellules épithéliales en culture, le butyrate 

augmente l’expression de plusieurs protéines de jonction serrées (occludine et ZO-1) et 

restore l’altération de la perméabilité induite par une modification de la disponibilité en 

calcium (Cheng et al. 2018; Wang et al. 2012). Ces effets seraient dépendants de 

l’augmentation de l’expression de la claudine-1 (une autre protéine des jonctions serrées) par 

le butyrate, suggérant l’implication d’un facteur de transcription (Wang et al. 2012). In vivo 

chez des souris diabétiques (suite à une mutation sur le récepteur à la leptine, modèle db/db), 

le butyrate restore l’intégrité de la barrière intestinale via l’activation de voie de signalisation 

dépendante du récepteur GPR43 et impliquant la protéine NLRC3 (membre de la famille des 

NOD-like receptor) (Cheng et al. 2018).  

Les acides biliaires, qu’ils soient primaires ou secondaires (déconjugués par le 

microbiote), sont capables de perturber l’intégrité de la barrière épithéliale. In vivo, cet effet 

surviendrait dans différentes situations pathologiques (comme dans le cas du syndrome de 

l’intestin irritable) ou lorsqu’un dysfonctionnement du cycle entéro-hépatique conduit à un 

excès d’acides biliaires dans la lumière intestinale (Bajor et al. 2010). Leurs actions sur la 

perméabilité intestinale et la sécrétion de peptides antimicrobiens dépend de la nature de 

l’acide biliaire considéré, du temps d’exposition et du modèle cellulaire utilisé, certains acides 

biliaires exerçant des effets délétères (chenodeoxycholic acid) et d’autres pas ou peu d’effets 

(lithocholic acid) (Sarathy et al. 2017; Tremblay et al. 2017). Il n’existe que peu de données 

sur les mécanismes moléculaires impliqués, cependant une diminution de l’occludine et une 

induction du stress oxydatif sont observés dans des cellules épithéliales intestinales en culture 

(Sarathy et al. 2017).  

Une action du cholestérol sur la barrière intestinale a été reportée. En effet, il a été 

montré, dans la lignée épithéliale intestinale Caco-2, que la déplétion des membranes en 
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cholestérol provoque une augmentation de la perméabilité aux ions et aux macromolécules, et 

une diminution de la localisation de protéines des jonctions serrées aux jonctions 

intercellulaires (Lambert et al. 2005). Un rôle du cholestérol dans le maintien des protéines de 

jonctions serrées dans des domaines membranaires riches en cholestérol a été évoqué 

(Lambert et al. 2007). 

Les phospholipides, et en particulier la phosphatidylcholine, participeraient au 

maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. En effet ce sont des constituants de la couche 

de mucus et ils contribuent au maintien de l’intégrité des membranes des cellules épithéliales 

(Lichtenberger 2013). Peu de données existent quant aux mécanismes mis en jeu, la 

phosphatidylcholine exercerait un rôle protecteur contre l’invasion de pathogènes comme 

Clostridium difficile (Olson et al. 2015). Un apport de de phosphatidylcholine est utilisé pour 

traiter les patients atteints de colite ulcérative (Schneider et al. 2010; Stremmel 2005). 

 

Ainsi, pris isolément, de nombreux lipides sont capables de moduler la barrière 

intestinale via plusieurs mécanismes. De nombreuses études dont le but était d’établir ou de 

reproduire les caractéristiques de pathologies humaines comme le diabète ou l’obésité ont 

utilisé des animaux soumis à des régimes hyperlipidiques généralement sur du long terme. 

Dans ces modèles d’études, les modifications métaboliques induites par l’apport en lipides, 

l’altération de la barrière intestinale, le changement du microbiote et l’inflammation sont 

intimement liés.  

Une alimentation riche en lipides chez le rat est associée à l’élévation de marqueurs 

inflammatoires intestinaux tels que la calprotectine fécale, mais également à la réduction de 

l’expression de la claudine-4 au niveau des villosités et des plaques de Peyer (Aqilah Zainal 

Abidin 2015). Du fait de la perturbation des jonctions intercellulaires situées au niveau des 

plaques de Peyer, il a été observé un transport accru d’antigènes à travers ces plaques (Khan 

2017). Chez la souris, 4 semaines de régime hyperlipidique entraînent une augmentation de la 

perméabilité intestinale et une réduction de l’expression de gènes de transporteurs d’ions et de 

leurs localisations membranaires. Ces défauts conduisent à une perturbation des sécrétions 

d’ions par les cellules épithéliales,  en particulier l’ion chlorure, qui altère massivement la 

couche de mucus avec notamment une rétention de la mucine MUC2 au niveau de la 

membrane apicale des cellules à mucus et une plus faible expression d’une 

métalloendopeptidase (Meprin-β) responsable du détachement et du relargage de mucus 

(Tomas et al. 2016). 
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Un lien entre apports lipidiques, changement de la composition du microbiote 

intestinal, altération de la barrière et altérations métaboliques a été identifié pour la première 

fois par l’équipe de P. Cani et N. Delzenne. Cette équipe a observé chez la souris soumise à 

un régime obésogène un taux plasmatique de LPS élevé, donnant naissance à la notion 

d'endotoxémie métabolique. Cette augmentation de LPS circulant a été proposée comme la 

conséquence d'un défaut de barrière intestinale, comme en témoigne la diminution de 

l’expression de l’occludine et ZO-1 (Cani et al. 2007; Cani et al. 2008). L’infusion à elle 

seule de LPS pendant 4 semaines chez des souris sous un régime standard reproduit les 

désordres métaboliques comparables à ceux observés lors d’un traitement obésogène 

hyperlipidique (Cani et al. 2007). Depuis ces travaux pionniers, plusieurs autres études ont 

montré chez la souris génétiquement obèse ou rendue obèse par un régime riche en lipides, 

que l’expression et la localisation des protéines de jonctions serrées sont altérées contribuant 

possiblement à la translocation de LPS dans la circulation (Cani and Jordan 2018). Par 

ailleurs, le microbiote intestinal jouerait un rôle critique dans le dysfonctionnement de la 

barrière épithéliale puisqu’un traitement antibiotique administré à des souris rendues obèses 

par un régime hyperlipidique prévient l’augmentation de la perméabilité intestinale due au 

régime (Cani et al. 2008). La modulation du microbiote par l’administration de prébiotiques 

chez des souris obèses génétiquement améliore la fonction de barrière via une diminution de 

la perméabilité intestinale comparée aux souris obèses n’ayant pas reçu de prébiotiques; en 

particulier, une expression augmentée de ZO-1 et de l'occludine et une meilleure localisation 

de ces protéines aux jonctions serrées ainsi qu'une amélioration du statut inflammatoire de ces 

souris ont été observés (Cani et al. 2009). A l’inverse, un traitement antibiotique administré à 

des souris rendues obèses par un régime hyperlipidique prévient l’augmentation de la 

perméabilité intestinale due au régime (Cani et al. 2008). 

 

Il a également été montré que le statut inflammatoire agit en conjonction avec l’apport 

lipidique pour moduler la barrière intestinale. En effet, il a été montré chez la souris IFN-γ-/- 

soumise à une alimentation riche en lipides pendant plusieurs semaines que la perméabilité 

intestinale est diminuée comparée aux souris sauvages ayant reçu le même régime. Ces 

travaux démontrent que cette cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les cellules intestinales 

est impliquée dans l’altération de la perméabilité induite par un régime hyperlipidique (Luck 

et al. 2015).  

Chez l’homme, notre équipe a récemment montré qu’après une charge en lipides la 

perméabilité jéjunale (analysée ex vivo) est deux fois plus élevée chez des patients obèses, 
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comparée à des non-obèses, alors qu’elle n’est pas différente en conditions basales (Genser et 

al. 2018). Cette augmentation de perméabilité en réponse à une charge en lipides est corrélée 

avec le degré d’inflammation systémique et intestinale (Genser et al. 2018). 

 

4) Barrière intestinale altérée : un élément initiateur de l’inflammation 
intestinale et systémique au cours de l’obésité ? 
L’origine de l’inflammation systémique de bas grade observée au cours de l’obésité 

chez l’Homme et dans des modèles murins sous régime hyperlipidique reste inconnue. Dans 

ces situations pathologiques bien installées, une altération de la barrière intestinale, une 

modification de la composition du microbiote intestinal et un état inflammatoire chronique 

coexistent, rendant difficile l’identification du facteur déclenchant. 

 

Plusieurs observations suggèrent qu’une altération de la barrière intestinale serait un 

événement précoce qui surviendrait bien avant l’apparition des désordres métaboliques et de 

l’inflammation. 

Le point de départ de cette hypothèse est l’endotoxémie métabolique décrite plus haut 

et le fait que l’infusion de fragments bactériens dans la circulation suffit à produire des 

désordres métaboliques (Cani et al. 2007). Un passage du LPS par la voie transcellulaire, mais 

aussi en paracellulaire dans le cas d’une altération de la barrière intestinale, est proposé 

(Guerville and Boudry 2016). Via sa liaison aux TLR sur les cellules épithéliales intestinales 

et son passage dans la circulation, le LPS pourrait ainsi enclencher des voies de signalisation 

et stimuler les cellules immunitaires. 

Dans des modèles murins d’obésité induite par un régime hyperlipidique, 

l’augmentation de la perméabilité intestinale a été observée bien avant l’apparition de 

l’obésité. En effet, Johnson et al. ont montré une augmentation de la perte fécale d’albumine 

dès le premier jour de régime et une augmentation de la perméabilité intestinale aux 

macromolécules mesurée in vivo par le passage d’un marqueur fluorescent (FITC-dextran 

4kD) après 7 jours de régime (Johnson et al. 2015). Dans cette étude, Johnson et al montrent 

qu’une semaine de régime suffit à provoquer une déplétion en cellules éosinophiles dans la 

lamina propria, suggérant une modification de la réponse immunitaire dans l’intestin 

(Johnson et al. 2015). De même, chez le rat soumis à une alimentation riche en lipides, la 

perméabilité paracellulaire est augmentée de façon significative comparée au régime standard, 

au bout d'une semaine dans l’intestin grêle et après 3 semaines dans le côlon (Hamilton et al. 
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2015). 

Plusieurs études réalisées chez la souris, montrent qu’un défaut de barrière intestinale 

causé par la perte de l’expression de protéines de jonction rend les animaux plus susceptibles 

de développer une inflammation. L’équipe de J. Gordon fut la première à montrer, à l’aide 

d’une souris transgénique exprimant un dominant négatif de la N-cadhérine, que la perte de 

fonction de la E-cadhérine chez la souris conduit non seulement à l’augmentation de la 

perméabilité mais aussi à une infiltration de cellules immunitaires dans la muqueuse 

intestinale (Hermiston and Gordon 1995). Chez des animaux âgés de 6 semaines, cette 

inflammation, principalement observée au niveau du jéjunum, est caractérisée par une 

augmentation de lymphocytes, neutrophiles et macrophages dans la lamina propria et une 

augmentation du nombre de lymphocytes intra-épithéliaux. A l’âge de 3 mois, le phénotype 

développé s’apparente à celui observé chez l’Homme dans la maladie de Crohn montrant ainsi 

une aggravation du phénotype au cours du temps (Hermiston and Gordon 1995). D’autres 

études ont montré que l’invalidation chez la souris de la protéine de jonction serrée JAM-A 

(Laukoetter et al. 2007; Vetrano et al. 2008) ou de la protéine desmosomale PrPc (Petit et al. 

2012) bien que conduisant à une altération de la barrière intestinale, ne provoque à l’état basal 

que peu ou pas d’inflammation. Cependant, lorsque ces animaux reçoivent un traitement au 

DSS afin d’induire une colite, l’inflammation survient plus précocement et de façon plus 

importante que chez des animaux contrôles soumis au même traitement. 

Une perturbation des jonctions cellulaires via l’expression chez la souris d’une forme 

constitutivement active de la protéine kinase MLCK (impliquée dans la régulation des 

jonctions intercellulaires, cf. § II-3-a), provoque  une augmentation de la perméabilité ainsi 

que des modifications subcliniques de l’expression de marqueurs de l’inflammation (Su et al. 

2009a). Ces animaux, bien que ne développant pas spontanément de pathologie, sont plus 

susceptibles au développement d’une colite induite expérimentalement (Su et al. 2009a).  

 

Les différents exemples mentionnés ci-dessous montrent qu’une altération de la  

barrière intestinale peut contribuer au déclenchement d’une réponse inflammatoire. La 

séquence des évènements conduisant à l’inflammation intestinale et systémique au cours de 

l’obésité reste cependant à être élucidée. 
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L’implication de l’intestin dans l’étiologie de l’inflammation systémique de bas grade 

observée au cours de l’obésité a été mise en avant cette dernière décennie par plusieurs 

travaux réalisés chez l’Homme et dans des modèles murins soumis à un régime 

hyperlipidique. Dans le cas d’une obésité installée, la coexistence de perturbations 

métaboliques, d’une altération de la barrière intestinale, des changements de la composition 

du microbiote et d’une inflammation rend difficile l’identification du ou des facteurs 

initiateurs.  

 

 Les travaux pionniers de Cani et al sur l’endotoxémie métabolique (Cani et al. 2007; 

Cani et al. 2008) associés aux travaux montrant qu’une seule charge en lipides suffit à 

provoquer une endotoxémie et une élévation du taux plasmatique de cytokines chez l’Homme 

sain (Erridge et al. 2007; Laugerette et al. 2011; Vors et al. 2015) et la souris (Ghoshal et al. 

2009), suggèrent que l’apport en lipides et une altération de la barrière intestinale sont 

impliqués dans les étapes précoces de la survenue de l’inflammation systémique de bas grade.  

Ces données nous permettent de formuler l’hypothèse que la répétition de repas riche 

en lipides pourrait provoquer des altérations de l’épithélium intestinal conduisant à 

l’inflammation intestinale. Celle-ci pourrait être à l’origine d’une inflammation systémique 

affectant l’ensemble des tissus de l’organisme et participerait à la mise en place de 

l’inflammation de bas grade observée au cours de l’obésité. 

 

L’objectif principal de ma thèse a été d’étudier les évènements précoces induits 

par un apport à court terme de lipides alimentaires sur les fonctions intestinales.  

 

Dans un premier travail (article 1, Ghezzal et al. soumis) j’ai cherché à déterminer si 

un apport d’acide gras suffit à provoquer une altération de la barrière et à initier une 

inflammation. L’ensemble de ces évènements pouvant être à l’origine de l’inflammation de 

bas grade observée au cours de l’obésité. Ce travail a été réalisé sur modèle murin et sur un 

modèle humain de cellules épithéliales intestinales en culture, les cellules Caco-2/TC7.  

 

Dans un deuxième travail (article 2, (Morel et al. 2018)), j’ai participé à une étude 

portant sur la détection des lipides par le récepteur scavenger SR-B1 dans les cellules 

entérocytaires Caco-2/TC7. Cette étude m’a permis d’étudier les effets d’une signalisation 

lipidique sur la modulation de la composition des domaines résistants à l’action de détergents, 
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« les rafts », qui représentent des plateformes de signalisation et dans lesquelles résident 

également plusieurs protéines de jonctions. Un rôle possible de la détection des lipides par les 

cellules épithéliales intestinales dans le contrôle de l’intégrité de la barrière intestinale sera 

abordé dans la discussion générale. 
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I. Effet d’un acide gras saturé sur l’intégrité de la barrière 
intestinale et sur l’initiation de l’inflammation 

 
Les résultats de cette étude sont présentés à la fin de ce chapitre sous la forme 

d’un article scientifique soumis dont je suis le premier auteur et qui s’intitule : 

« Saturated fatty acids damage gut epithelium integrity and initiate 

inflammatory cytokine production” (article 1) 

  

Les données de la littérature concernant l’existence d’une endotoxémie métabolique 

déclenchée par une alimentation riche en lipides (Cani et al. 2007; Cani et al. 2008; Erridge et 

al. 2007; Ghoshal et al. 2009; Laugerette et al. 2011; Vors et al. 2015), nous permettent 

d’émettre l’hypothèse qu’une perturbation de l’intégrité de la barrière intestinale par les 

lipides alimentaires serait un événement précoce impliqué dans l’initiation d’une 

inflammation intestinale voire systémique. L’inflammation métabolique serait d’autre part 

directement affectée par la nature des acides gras qui compose l’alimentation. En effet, une 

inflammation plus importante est observée chez des souris nourries avec un régime 

isocalorique enrichi en huile de palme en comparaison avec d’autres huiles telles que l’huile 

de tournesol ou de colza (Laugerette et al. 2012; Ravussin et al. 2012). Ce résultat suggère 

que les acides gras saturés auraient des effets délétères plus importants que d’autres types 

d’acides gras sur la barrière intestinale. 

 

L’objectif de ce travail a donc été d’étudier les effets à court terme d’un acide gras 

saturé, l’acide palmitique, sur la barrière intestinale et l’inflammation. Ce travail a été réalisé 

sur modèle murin et sur la lignée de cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2/TC7. 

 

Résumé des résultats obtenus : 

1/ Un apport aigu ou répété d’huile de palme est-il capable de perturber la barrière 

intestinale et d’induire une inflammation in vivo, chez la souris ?  

 J’ai tout d’abord recherché si l’apport à court terme d’acides gras saturés provoquait 

des effets délétères in vivo dans un modèle murin. J’ai étudié l’effet de l’huile de palme 

puisqu’elle est particulièrement riche en acides gras saturés et contient environ 45% d’acide 

palmitique. Dans mes expériences réalisées chez la souris, les lipides alimentaires n’ont pas 

été administrés via un régime hyperlipidique mais par gavage. En effet, il a été montré que les 
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fibres alimentaires participent au maintien de l’intégrité de la barrière intestinale (Chen et al. 

2013; Ogata et al. 2017). Afin de limiter l’impact d’un appauvrissement en fibres, souvent 

observé lors de l’utilisation d’un régime hyperlipidique, dans mes expériences les animaux 

(souris sauvages C57BL/6) sont maintenus sous régime standard (riche en fibres) ad libitum et 

gavés quotidiennement avec de l’huile de palme.  

Dans un certain nombre des expériences in vivo, j’ai inclus un groupe d’animaux qui a 

reçu dans l’eau de boisson du sulfate de dextran (DSS), un agent chimique connu pour induire 

une colite (Chassaing et al. 2014; Håkansson et al. 2015). La comparaison des animaux gavés 

avec l’huile de palme et ceux traités au DSS permettra d’évaluer l’ampleur de l’inflammation 

qui pourrait être induite par l’huile de palme.  

 

J’ai étudié l’effet d’un gavage unique ou répété d’huile de palme sur l’intégrité de la 

barrière intestinale par différentes approches complémentaires : la mesure de la perméabilité 

intestinale aux macromolécules à l’aide d’un traceur fluorescent (FITC-dextran 4kD) et 

l’analyse par immunofluorescence de l’état des jonctions intercellulaires.  

La mesure in vivo de la perméabilité intestinale aux macromolécules a révélé qu’un 

apport unique d’huile de palme suffit à augmenter la perméabilité intestinale d’un facteur 2 

environ. Cette augmentation est d’une amplitude similaire à celle qui est observée chez les 

animaux gavés au DSS. L’apport répété d’huile de palme pendant 5 jours consécutifs ne 

semble pas exacerber cet effet. Comme la perméabilité intestinale est dépendante de 

l’intégrité des jonctions intercellulaires, j’ai réalisé des marquages en immunofluorescence sur 

des sections de jéjunum de souris pour visualiser l’état des jonctions. J’ai analysé plus 

particulièrement la localisation de plusieurs protéines de jonctions serrées (ZO-1, occludine et 

tricelluline) et des jonctions adhérentes (E-cadhérine). Un apport unique d’huile de palme 

entraîne la perte de la localisation membranaire de l’occludine et de la tricelluline ; la 

répétition d’un tel apport provoque la perte de la localisation à la membrane de toutes les 

protéines de jonctions étudiées. 

 

J’ai ensuite évalué l’inflammation à la fois intestinale dans différents segments de 

l’intestin (jéjunum, iléon et côlon) et systémique des souris traitées en quantifiant l’expression 

des gènes et des protéines connus pour être modulés dans des processus inflammatoires. Les 

résultats obtenus montrent que la répétition d’ingestion d’huile de palme entraîne un 

déséquilibre de la balance inflammatoire en faveur de l’augmentation de marqueurs pro-

inflammatoires dans l’intestin.  
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Il a été décrit que la composition du microbiote peut changer rapidement après un 

changement alimentaire (David et al. 2014). J’ai donc recherché si l’apport répété d’huile de 

palme pendant 4 jours modifiait cette composition. Je me suis focalisée essentiellement sur les 

espèces connues pour être modulées dans des maladies inflammatoires de l’intestin et 

l’obésité. Grâce à un travail collaboratif avec l’équipe de Philippe Seksik (U1157, hôpital 

Saint-Antoine, Paris), j’ai mesuré l’abondance relative de certain groupes et espèces de 

bactéries par qPCR dans les fèces de souris traitées. Cette mesure montre que les espèces 

ayant des attributs protecteurs contre des agents pathogènes et bénéfiques pour les cellules de 

l’hôte, comme Clostridium leptum, Akkermensia muciniphila et Segmented Filamentous 

Bacteria (Marchix et al. 2018), voient leur abondance diminuée après un apport itératif 

d’huile de palme comparé au traitement contrôle sans huile. A l’inverse, le genre Bacteroides, 

connu pour être augmenté chez des animaux soumis à un régime obésogène enrichi en acides 

gras saturés (Devkota et al. 2012), a été retrouvé en quantité élevée chez nos souris ayant reçu 

de l’huile de palme de façon répétée. 

Ainsi, les résultats chez la souris démontrent qu’un apport unique d’huile de palme est 

suffisant pour déclencher des défauts au niveau de la barrière intestinale et que la répétition 

d’un tel apport, bien que délivré à court terme, entraîne en plus une réponse de type pro-

inflammatoire dans l’intestin et une modification de l’abondance d’espèces bactériennes du 

microbiote.  

 

2/ Quels sont les mécanismes par lesquels l’acide palmitique induit des effets délétères 

sur la barrière intestinale et provoque une inflammation ?  

Afin de déterminer le rôle spécifique de l’acide palmitique et de s’affranchir de 

l’impact du changement de la composition du microbiote sur la barrière intestinale, j’ai 

entrepris des expériences dans un modèle de cellules épithéliales intestinales, les cellules 

Caco-2/TC7. La lignée cellulaire Caco-2/TC7 a été établie après clonage de la lignée 

cancéreuse colique humaine Caco-2 (Chantret et al. 1994). Ce modèle de cellules épithéliales 

en culture est parmi les modèles cellulaires existant celui qui présente une différenciation 

morphologique et fonctionnelle la plus proche d’un entérocyte humain normal. Cette lignée 

forme une monocouche cellulaire. La culture de ces cellules sur filtre semi-perméable permet 

de mimer l’environnement physiologique de l’épithélium intestinal in vivo en séparant deux 

compartiments distincts : un compartiment apical mimant le contenu présent dans la lumière 
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intestinale et un compartiment basal mimant le compartiment sanguin et la lymphe. L’huile de 

palme étant composée majoritairement d’acide palmitique et d’acide oléique, j’ai comparé les 

effets de ces deux acides gras sur l’intégrité de la barrière épithéliale et la sécrétion de 

cytokines. Ces acides gras sont apportés sous forme de micelles lipidiques représentant la 

forme physiologique des lipides alimentaires après un repas au niveau de la lumière 

intestinale. Dans mes expériences sur la lignée cellulaire Caco-2/TC7, j’ai comparé les effets 

provoqués par l’apport de ces acides gras à ceux induits par l’apport d’EGTA, connu pour 

perturber les jonctions et augmenter la perméabilité cellulaire via son effet de chélateur de 

calcium (Artursson 1990; Boulenc et al. 1993). 

J’ai donc évalué l’impact d’un apport aigu ou répété d’acide oléique et d’acide 

palmitique sur l’intégrité de la barrière épithéliale. J’ai montré que quelle que soit la durée du 

traitement (24h ou 4 jours), l’acide oléique n’entraîne pas de modification de la perméabilité 

épithéliale mesurée par le passage du FITC-dextran 4kDa et par la mesure du passage d’ions 

(TEER) à travers la monocouche de cellules entérocytaires. De plus, la localisation et 

l’intensité des protéines de jonctions intercellulaires déterminées par marquage en 

immunofluorescence après l’apport d’acide oléique ne sont pas affectées et demeurent 

similaires aux cellules contrôles. En revanche, un traitement unique de 24h d’acide palmitique 

déclenche une augmentation de la perméabilité paracellulaire et une diminution de l’intensité 

des protéines de jonctions intercellulaires étudiées (ZO-1, occludine, tricelluline et E-

cadhérine) sans affecter leur localisation membranaire. L’apport répété d’acide palmitique sur 

4 jours exacerbe ces effets. En effet, la perméabilité paracellulaire après cet apport itératif est 

multipliée par un facteur 6 environ comparée aux cellules non traitées. Cet effet est associé à 

la délocalisation de la protéine des jonctions adhérentes E-cadhérine et à une diminution de 

l’intensité de fluorescence de l’ensemble des protéines de jonctions serrées.  

Les cellules épithéliales intestinales étant capables de sécréter des cytokines (Miron 

and Cristea 2012; Stadnyk 2002), j’ai étudié les effets de ces deux acides gras, et en 

particulier de l’acide palmitique, sur l’expression des cytokines IL-8, IL-1β et TGF-β1 

particulièrement bien exprimées par les cellules Caco-2/TC7. J’ai observé que l’acide oléique 

administré à court terme (24h) ou à plus long terme (4j) n’a pas d’effet sur l’expression de 

l’ensemble des cytokines analysées. En revanche un traitement de 24h avec de l’acide 

palmitique augmente le taux d’ARNm d’IL-8. Un apport à plus long terme (4 jours) accentue 

cet effet et induit la sécrétion de cette cytokine pro-inflammatoire. Cet apport itératif d’acide 
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palmitique diminue également le taux d’ARNm de la cytokine anti-inflammatoire TGFβ par 

rapport aux cellules contrôles. En revanche l’acide palmitique n’a pas d’effet sur l’expression 

des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α alors le taux d’ARNm de ces cytokines 

augmente après un traitement par l’EGTA. Ce résultat suggère que les mécanismes d’action 

mis en jeu par l’acide palmitique et l’EGTA sont différents.  

Afin de déterminer si les effets délétères sur la barrière épithéliale et l’initiation d’une 

réponse inflammatoire médiés par l’acide palmitique sont transitoires, j’ai traité les cellules 

avec de l’acide palmitique pendant 4 jours suivi de 24h ou 48h sans aucun traitement. Les 

résultats obtenus montrent que l’impact du traitement itératif, bien qu’il soit atténué au bout 

de 48h, perdure dans le temps. 

 

J’ai souhaité déterminer les mécanismes moléculaires responsables des effets délétères 

de l’acide palmitique sur la barrière et l’inflammation intestinale. Contrairement à l’acide 

oléique, l’acide palmitique est connu pour provoquer un stress du réticulum endoplasmique 

(RE) et la synthèse de novo des céramides qui sont toutes deux des voies métaboliques 

décrites comme perturbatrices des fonctions cellulaires (Chaurasia and Summers 2015; 

Lindholm et al. 2017).	
  J’ai donc étudié l’implication de ces deux voies.   

L’analyse par qPCR de l’expression de plusieurs marqueurs du stress du RE montre 

une légère augmentation du taux de leurs ARNm après traitement avec l’acide palmitique 

mais aussi avec l’acide oléique, comparé aux cellules non traitées. En comparaison, une forte 

augmentation de l’expression de ces marqueurs est observée en réponse au DTT, un agent 

inducteur du stress du RE. Ainsi, si on ne peut pas totalement exclure l’implication d’un stress 

du RE dans les effets de l’acide palmitique, il ne semble pas à lui seul expliquer l’impact de 

cet acide gras sur la barrière épithéliale et l’inflammation.  

Pour explorer un effet de l’acide palmitique via la synthèse de novo des céramides, j’ai 

tout d’abord cherché à déterminer si l’apport de céramides aux cellules Caco-2/TC7 modifie 

la perméabilité cellulaire et l’expression de cytokines. L’augmentation intracellulaire du taux 

de céramides est réalisée par l’apport de céramides à courte chaîne, le C2-céramide, qui sera 

ensuite élongé dans la cellule (Hajduch et al. 2001; Tran et al. 2016; Uchida 2014).  J’ai 

observé que l’apport de C2-ceramide produit les mêmes effets délétères sur la barrière 

épithéliale et sur l’expression des cytokines inflammatoires que ceux observés après un 

traitement par l’acide palmitique. Afin de déterminer si une augmentation du taux de 

céramides produits par la voie de synthèse de novo à partir de l’acide palmitique est 



Figure 13 :  Effet d’un apport aigu ou répété d’huile de palme sur l’endotoxémie. 

Les souris soumises à un régime standard ont été traitées avec un gavage unique ou 
répété (5 fois) d’huile de palme ou d’eau. L’endotoxémie après traitement a été 
comparée à celle des souris développant une inflammation en réponse au DSS à 
3,5% administré dans l’eau de boisson pendant 5 jours. Le sang a été prélevé en 
intracardiaque 1h après le dernier gavage dans des conditions stériles. Comme 
attendu, les souris traitées au DSS ont une endotoxémie augmentée. Il semble que 
l’ingestion à court-terme d’huile de palme n’entraîne pas d’endotoxémie 
métabolique.  
A/ L’endotoxémie est mesurée par dosage LAL (« Limulus Amebocyte Lysate ») et 
exprimée en unité d’endotoxine par millilitre de plasma. (Collaboration avec 
l’équipe de Marie-Caroline Michalski, UMR 1060, Lyon) 
B/ L’endotoxémie a été déterminée par la mesure du 3hydroxymyristate 
représentant l’AG estérifié majoritaire (C14:0) provenant du LPS. La quantification 
du 3hydroxymyristate total (libre et estérifié) et du 3hydroxymyristate libre dans le 
plasma a été effectuée (résultats non montrés). La soustraction de ces deux dosages 
correspond au 3hydroxymyristate estérifié considéré comme provenant du LPS. Les 
concentrations dosées par le spectromètre de masse en tandem (MS/MS) sont 
exprimées en picomoles par millilitre de plasma. (Collaboration avec l’équipe de 
Jean-Paul Pais de Barros, Plateforme de Lipidomique, UMR 866, Dijon).  
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responsable de ces effets, j’ai utilisé un inhibiteur spécifique  de la première enzyme 

impliquée dans la synthèse de novo des céramides, la L-cyclosérine. Les cellules ont été 

traitées avec l’acide palmitique en présence ou non de L-cyclosérine. J’ai observé que l’ajout 

de l’inhibiteur de la synthèse de novo des céramides n’a pas d’effet sur l’augmentation de la 

perméabilité paracellulaire induite par l’acide palmitique. L’inhibition de la voie de synthèse 

de novo des céramides ne permet donc pas la restauration d’une perméabilité normale. 

Cependant, l’apport de L-cyclosérine empêche l’augmentation de l’expression d’IL-8 suite au 

traitement avec l’acide palmitique. 

Ainsi, l’acide palmitique administré de façon aigu est capable d’induire des 

dysfonctionnements au niveau de la barrière épithéliale et de déclencher une réponse 

inflammatoire impliquant la synthèse des céramides. La répétition à court terme d’un tel 

traitement induit des effets délétères plus marqués et qui perdurent dans le temps. 

 

3/ Résultats complémentaires 

Au cours de ce travail j’ai également réalisé d’autres expériences dont les résultats ne 

sont pas inclus dans l’article 1 et qui sont rapportés ci-dessous. 

 

a) Effet de l’apport itératif d’huile de palme sur l’endotoxémie  

Suite à un apport lipidique, plusieurs travaux montrent la présence d’une endotoxémie 

(Erridge et al. 2007; Laugerette et al. 2011) qui serait le reflet d’une altération de la barrière. 

L’endotoxémie, définie par le passage de fragments bactériens (LPS), a été mesurée dans cette 

étude par deux méthodes : le dosage LAL pour « Limulus Amebocyte Lysate » (collaboration 

avec l’équipe de Marie-Caroline Michalski, UMR 1060, Lyon) et le dosage par 

spectrophotométrie de masse (MS/MS) (collaboration avec l’équipe de Jean-Paul Pais de 

Barros, Plateforme de Lipidomique, UMR 866, Dijon). Le dosage LAL pour « Limulus 

Amebocyte Lysate » est un dosage enzymatique indirect permettant de quantifier avec une 

grande sensibilité le taux d’endotoxine dans un échantillon (Laugerette et al. 2015). La 

seconde méthode permet de quantifier les acides gras majoritairement présents dans les LPS 

(Pais de Barros et al. 2015)). Un des acides gras majoritaire est le myristate (C14:0). Cette 

méthode quantifie les taux de myristate total (libre +estérifié) et de myristate libre contenu 

dans un échantillon. La soustraction de ces deux dosages permet de déduire le taux de 

myristate estérifié qui est considéré équivalent à la concentration de LPS. Ce dosage est moins 

sensible que le dosage LAL mais il est moins dépendant de facteurs pouvant interférer 

(contaminants, fibrinogène, héparine). Les résultats du LAL montrent que seules 2/10 souris 



Figure 14 :  Effet d’un apport aigu ou répété d’huile de palme sur des marqueurs circulants 
 de l’endotoxémie.  
Les souris soumises à un régime standard ont été traitées avec un gavage unique ou 
répété (5 fois) d’huile de palme ou d’eau, et comparées aux souris développant une 
inflammation en réponse au DSS. Le sang a été prélevé en intracardiaque 1h après 
le dernier gavage dans des conditions stériles. En accord avec les résultats obtenus 
par le dosage LAL et la quantification du 3hydroxymyristate, les souris DSS 
semblent avoir des teneurs plasmatiques en LBP et sCD14 augmentées (n=2). 
L’ingestion à court-terme d’huile de palme n’entraîne pas d’augmentation de ces 
marqueurs indirects de l’endotoxémie métabolique.  
A/ La concentration de la protéine LBP est mesurée par dosage ELISA dans le 
plasma des souris et exprimée en milligrammes par millilitre de plasma.  
B/ Les teneurs plasmatiques de la protéine sCD14 sont déterminées par ELISA et 
exprimées en nanogrammes par millilitre de plasma.  
 
(Collaboration avec l’équipe de Marie-Caroline Michalski, UMR 1060, Lyon). 
 
LBP : lipopolysaccharide-binding protein 
sCD14 : cluster ou classe de différenciation 14, sous sa forme soluble 
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ayant reçu 5 gavages d’huile de palme à raison d’un gavage par jour ont des concentrations de 

LPS plasmatiques élevées par rapport à celles qui ont reçu de l’eau, et sont comparables aux 

valeurs retrouvées chez des souris ayant développées une colite en réponse à un agent 

inflammatoire le DSS. Les résultats obtenus par spectrométrie de masse ne permettent pas de 

mettre en évidence une endotoxémie chez les animaux gavés avec l’huile de palme (figure 

13). 

Les résultats obtenus avec les deux méthodes utilisées ne permettent donc pas de 

mettre en évidence un passage de LPS plus important après 5 jours de traitement avec de 

l’huile de palme. L’absence d’augmentation des concentrations de LPS est cohérente avec 

l’analyse de deux protéines exprimées par les cellules épithéliales intestinales et impliquées 

dans les effets médiés par le LPS (figure 14). La protéine LBP (lipopolysaccharides-binding 

protein), connue pour lier avec une haute affinité le LPS, module l’inflammation induite par le 

LPS (Guerville and Boudry 2016). En effet, elle potentialise la reconnaissance du LPS en le 

transférant sur le complexe protéique membranaire mCD14-TLR-4/MD2 responsable du 

déclenchement de la signalisation inflammatoire.  La protéine CD14 existe sous forme 

membranaire (mCD14) liée au complexe mais également sous forme soluble (sCD14) dans le 

plasma où elle agit comme un cofacteur avec la LBP pour médier la reconnaissance et la 

signalisation induite par le LPS. Ces deux protéines ont également été proposées comme 

marqueurs d’une barrière intestinale altérée (Tabung et al. 2017). En accord avec 

l’augmentation de la concentration plasmatique de LPS chez les souris développant une colite 

en réponse au DSS, les résultats montrent comme attendu une augmentation des teneurs 

plasmatiques de la LBP et de sCD14. En revanche, leurs concentrations plasmatiques ne sont 

pas modifiées en réponse à l’huile de palme. 

 

b) Effet de l’huile de palme chez des souris présentant un défaut intrinsèque de la 

barrière intestinale 

Notre équipe a récemment montré que les sujets obèses présentent à l’état basal des 

altérations modestes de la barrière intestinale qui sont exacerbées après une charge en lipides 

(Genser et al. 2018). J’ai donc souhaité déterminer si dans nos conditions expérimentales 

d’apport en huile de palme, les effets de celle-ci sur la barrière intestinale étaient accentués 

dans un modèle de souris présentant des défauts intrinsèques de la barrière intestinale. En 

collaboration avec Valérie Alquier-Blacquié et Laurent Ferrier (INRA TOXALIM, Toulouse), 

j’ai utilisé le modèle de souris génétiquement modifié qui exprime de façon constitutive la 

forme activée de la MLCK, impliquée dans la régulation des jonctions cellulaires (souris CA-



Les souris sauvages ou exprimant constitutivement la forme constitutivement active 
de la kinase MLCK (CA-MLCK) sont soumises à un régime standard. Les souris 
ont reçu un apport unique d’huile de palme ou de l’eau. La perméabilité au FD4 a 
été quantifiée 1h après gavages successifs de 200µL d’eau ou d’huile de palme et 
200µL de FD4. Bien que ce résultat doit être confirmé, il semblerait qu’un apport 
unique d’huile de palme chez les souris CA-MLCK entraîne une augmentation de la 
perméabilité intestinale comparée aux souris contrôles.   
(Collaboration avec Valérie Alquier-Blacquié et Laurent Ferrier (INRA TOXALIM, 
Toulouse) 
  

WT	
   CA-­‐MLCK	
  

	
  1x	
  Huile	
  de	
  palme	
  

WT	
   CA-­‐MLCK	
  

FD
4	
  
pl
as
m
a*

qu
e	
  
	
  (µ

g/
m
L)
	
  

Perméabilité	
  intes<nale	
  in	
  vivo	
  
P e r m é a b ili té  in  v iv o  a u  F D 4

E -W T E -C AM L C K H P -W T H P -C AM L C K
0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

G ro u p e s

n
g

/m
L

1x	
  Eau	
  

Figure 15 :  Impact d’un apport unique d’huile de palme sur la perméabilité intestinale 
 mesurée in vivo chez des souris transgéniques CA-MLCK. 
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MLCK). Les souris CA-MLCK, créées par l’équipe de Jerrold Turner (Université de Chicago, 

USA), présentent une perméabilité intestinale plus élevée que des souris contrôles ainsi qu’un 

recrutement et une activation de cellules immunitaires dans la muqueuse intestinale mais ne 

développent pas spontanément de pathologies particulières (Su et al. 2009b). Une expérience 

pilote semble indiquer qu’un apport unique d’huile de palme à des souris CA-MLCK 

provoque une augmentation de la perméabilité intestinale plus élevée que chez les souris 

contrôles (figure 15). Des expériences supplémentaires doivent être entreprises afin de 

confirmer ce résultat. Il serait également intéressant d’étudier l’expression de marqueurs de 

l’inflammation dans ces conditions expérimentales et après un apport répété d’huile de palme.   

 

c) Effet d’un apport d’huile d’olive sur la perméabilité intestinale mesurée in vivo 

chez la souris 

 Ayant observé dans le modèle cellulaire Caco-2/TC7 une absence d’effet d’un apport 

d’acide oléique alors que l’acide palmitique perturbait la barrière épithéliale et modifiait 

l’expression de cytokines, j’ai voulu savoir si une différence dans la composition en acides 

gras pouvait également être mise en évidence in vivo. J’ai donc comparé l’effet de l’huile 

d’olive (contenant environ 70% d’acide oléique et 10% d’acide palmitique) à celui de l’huile 

palme (contenant 35% d’acide oléique et 45% d’acide palmitique). La mesure in vivo de 

perméabilité intestinale (figure 16) montre qu’un apport unique ou répété d’huile d’olive 

augmente le passage de FITC-dextran 4kDa. Cependant, cette augmentation semble moins 

élevée qu’après un apport d’huile de palme. Des expériences supplémentaires devront être 

réalisées afin de déterminer l’effet d’huile d’olive sur l’état des jonctions cellulaires et 

l’expression des marqueurs inflammatoires. 

 

 Pour conclure, l’ensemble de ces résultats montre que l’apport à court terme 

d’acides gras saturés, et en particulier d’acide palmitique, est capable d’induire des 

défauts de la barrière intestinale, d’initier une réponse inflammatoire intestinale et de 

modifier la composition du microbiote. Ces effets délétères qui se mettent en place de 

façon précoce pourraient conduire à plus long terme aux altérations irréversibles 

observées dans les pathologies présentant une composante inflammatoire de bas-grade 

affectant l’intestin comme dans le cas de l’obésité. 

 



Figure 16 :  Comparaison des effets d’apports aigus et répétés d’huile de palme et d’huile 
 d’olive sur la  perméabilité intestinale mesurée in vivo chez la souris. 

Les souris soumises à un régime standard ont reçu un traitement unique ou répété (5 
fois) d’huile de palme ou d’huile d’olive ou d’eau. Au 5ème jour de traitement, elles 
ont reçu deux gavages successifs : le 5ème gavage avec 200µL d’huile ou d’eau et 
200µL d’une solution (0,5mg/g de souris) contenant le marqueur fluorescent FITC-
dextran 4kDa (FD4). La concentration plasmatique de FD4 a été mesurée 1h après 
les gavages successifs par fluorométrie. La perméabilité intestinale est augmentée 
dès le 1er gavage avec l’huile de palme et cet effet perdure jusqu’au 5ème gavage 
contrairement aux souris ayant été traitées avec de l’huile d’olive. Ces dernières 
voient leur perméabilité augmentée au 1er gavage et ce phénomène ne persiste pas 
après 5 gavages. 
Les valeurs exprimées représentent la moyenne +/- SEM. Test comparant 
l’ensemble des groupes entre eux : ANOVA à un facteur (symbole turquoise) post-
test Sidak test, test comparant les groupes deux à deux : test t de Student (symbole 
noir).  
# (vs 5xEau) ; * (vs 1x Huile de Palme) 
* et # : p<0,05 ; ## : p<0,01 ; ### : p<0,001.  
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Abstract  

Excess of lipid consumption is known to trigger obesity and low-grade inflammation in mice, through 

mechanisms that are not fully deciphered yet. We tested the hypothesis that the intestine could be 

damaged and trigger inflammation, according to the repetition and the nature of lipid supplies. In mice, 

one to five palm oil gavages damaged intestinal permeability via mislocalization of junctional proteins 

at cell-cell contacts, changed the microbiota composition by decreasing the abundance of Akkermensia 

muciniphila, Segmented Filamentous Bacteria and Clostridium leptum, and increased inflammatory 

cytokine expression. This was further studied in human intestinal epithelial cells Caco-2/TC7, using 

the two main components of palm oil i.e palmitic and oleic acids. Saturated palmitic acid, but not 

unsaturated oleic acid, impaired paracellular permeability and junctional protein location and induced 

inflammatory cytokine expression in Caco-2/TC7 cells. Part of these effects was prevented by 

inhibition of de novo ceramide synthesis. 

Taken together, our data show that limited repeated supplies of saturated fat, through palmitic 

acid, is sufficient to induce intestinal dysfunctions on barrier integrity, inflammation and microbiota 

composition suggesting that reiterated consumption of saturated fatty acids is an early player in gut 

alterations observed in metabolic diseases.  

 

Highlights  

 
• Saturated oil gavages are sufficient to damage the intestinal barrier  

• Microbiota composition in mice is changed after 4 gavages with palm oil. 

• Palmitic acid impairs paracellular permeability and cell-cell junctions. 

• Palmitic acid modifies cytokine expression profile in intestinal epithelial cells. 

• Inhibition of ceramide synthesis blocks part of palmitic acid effects.  
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1. Introduction 

Obesity is the result of an energy imbalance between calories consumed and calories expended 

and its rising incidence is associated with changes in eating habits. Obesity is associated with systemic 

and tissue low-grade inflammation, which, contributes to the development of insulin resistance and 

increased risk of cardiovascular diseases [1, 2]. While the adipose tissue inflammation has been 

described as an important actor in the maintenance of the inflammatory state once obesity is 

established [1], the origin of this inflammation remains undetermined.  

The subclinical systemic inflammation observed during obesity has been attributed to the 

immune response to increased levels of lipopolysaccharides (LPS) from Gram-negative bacteria cell 

wall, then called metabolic endotoxemia [3]. The passage of bacterial fragments into the blood 

through the intestinal mucosa emphasized the importance of intestinal epithelial barrier in this process 

[3-5]. In a recent study, we showed that obese subjects present subtle impairments of the intestinal 

barrier function that is exacerbated after a lipid challenge, this feature being correlated with systemic 

and intestinal inflammation [6]. Thus, loss of intestinal barrier integrity is probably part of the 

mechanisms driving subclinical chronic inflammation. 

Studies in rodents under long term high-fat diet (HFD) also highlighted the role of lipids on 

endotoxemia but only few have analyzed the HFD impact on intestinal barrier integrity (for recent 

reviews [5, 7]). Decreased mRNA levels of the tight junction proteins ZO-1 and occludin were 

observed in the intestine of mice after 4 weeks of HFD [8]. Gulhane et al [9] showed that prolonged 

HFD in mice leads to an increase in colonic inflammation, which is associated with endotoxemia and a 

decreased expression of the tight junction protein claudin-1 in this tissue. Some studies reported that 

the composition of HFD could influence microbiota changes, endotoxemia and immune response. 

Laugerette et al [10] compared, in mice, the effects of 8-week diets enriched in oils with distinct fatty 

acids profiles and showed that a diet enriched in palm oil results in the most active transport of LPS 

toward tissues and the highest plasma level of the pro-inflammatory cytokine IL-6. More recently, 

Lam et al [11] showed that mice fed for 8 weeks with high-fat diets enriched in either saturated fatty 

acids or in n-6 polyunsaturated fatty acids displayed similar weight gain and adiposity, but only mice 

fed with saturated HFD exhibited a decreased transepithelial resistance (reflecting an increased 
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paracellular permeability to ions) and macrophage infiltration in the colon. The importance of the 

nature of fatty acids present in HFD for their impact on gut permeability and inflammation should 

therefore be further investigated. 

 Several studies suggest that the effects of HFD on intestinal permeability occur before the 

onset of obesity. An increase of albumin in feces, reflecting higher intestinal permeability, was 

observed as early as after 1 day of HFD and an increase of the passage of FITC-dextran molecule 

through the intestinal epithelium was shown after 7 days [12]. Moreover, studies conducted in lean 

humans or in rodents under chow diet showed that a single lipid meal led to a moderate and transient 

increase in endotoxemia [13-15] as well as proinflammatory cytokine IL-6 plasma level [13]. In these 

studies, neither the importance of fatty acids composition of the meal (especially the effects of 

saturated fatty acids), nor the integrity of intestinal epithelial barrier was documented. Nevertheless, 

these results suggested that an acute supply of lipids was sufficient to provoke a transient alteration of 

intestinal epithelial barrier.  

It can be hypothesized that the repetition of lipid supplies could amplify or maintain a defect 

of intestinal epithelial barrier, which in turn could initiate or contribute to low-grade inflammation. 

The purpose of this study was to explore the impact of an acute single or repeated supply of saturated 

fatty acids on intestinal epithelial barrier integrity and its consequence on the expression of intestinal 

genes involved in inflammatory response. We focused on the effects of palmitic acid, one of the main 

saturated fatty acids present in human nutrition. Mechanistic investigations were conducted on ER 

stress and ceramide synthesis. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Mouse treatments, induction and assessment of colitis, and intestinal permeability  

Three-month-old male C57BL/6J mice (Janviers labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were fed ad 

libidum a standard chow diet (A03, SAFE, Augy, France). Mice were kept with the artificial light-dark 

cycle 12:12h with lights on 07:00h. Mice were force-fed with palm oil (Sigma-Aldrich, Saint Quentin-

Fallavier, France) whose fatty acid composition is rich in saturated palmitic acid (about 45%) and 

unsaturated oleic acid (about 35%). Mice were forced-fed with 0.2ml of palm oil for one or 5 
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consecutive days at 18:00h. The last day of the experiment, mice were successively force-fed with 

0.2ml palm oil and with 0.2ml of 4kDa FITC-dextran (Sigma-Aldrich) solution (0.5mg/g of mice in 

water) at 9:00h. Mice were anesthetized and then euthanized 1 hour after the last gavage. Blood, small 

intestine and colon were then collected. Duodenum was removed and the rest of the small intestine 

was divided in two equal parts named here jejunum and ileum. For in vivo measurement of intestinal 

permeability, FITC-dextran concentrations were determined in the plasma by fluorometry (FLUOstar 

Omega; BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France). Colitis was induced in mice by 5 days of 

3.5% dextran sodium sulfate (DSS) (MP Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France) in drinking 

water, followed by a 3-day recovery period without DSS. All experiments involving mice were 

approved by the French Minister of Education and Research and by the Animal Care and Use 

Committee N°5 (agreement number: APAFIS#2710-201510301447819). 

 

2.2 Fecal microbiota analysis 

Mice received one gavage with 0.2ml palm or water each day for 4 consecutive days. Fresh feces were 

collected 16h after the last gavage and immediately stored at -80°C until analysis. DNA was extracted 

from 100mg of feces obtained from pools of fecal pellets from 1 to 3 mice, as previously described 

[16]. The primers used for group and species-specific 16S rRNA-targeted are described in Table 1. 

PCR was performed using the Applied Biosystems StepOnePlus	
   Real-Time PCR Systems 

(Thermofischer Scientific, Illkirch, France). Determination of bacteria count in fecal samples was 

achieved using DNA extracted from cultured bacterial strains (see Table 1) and analyzed as described 

previously [16]. For the two species, Segmented Filamentous Bacteria and Akkermensia muciniphila, 

abundance was determined by relative quantification to DNA extracted from feces of untreated mice.  

 

2.3 Cell culture and cell treatments 

Caco-2/TC7 cell line is a clonal population of the human colon carcinoma-derived Caco-2 cells, which 

reproduces to a high degree most of the morphological and functional characteristics of enterocytes 

[17]. Cells were checked for absence of mycoplasma contamination. In all experiments, cells were 
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cultured on 6-well Transwell® filters (Thermofischer Scientific) for 3 weeks to obtain fully 

differentiated enterocyte-like cells as previously described [18, 19]. 

Palmitic acid or oleic acid (Sigma-Aldrich) was supplied as complex micelles to mimic the 

physiological form in which these fatty acids are present in the intestinal lumen in vivo. Complex 

micelles (2 mM sodium taurocholate, 0.6 mM oleic acid or 0.6 mM palmitic acid, 0.2 mM 

lysophosphatidylcholine, 0.05 mM cholesterol, and 0.2 mM monoacylglycerol) were prepared in 

serum-free medium as previously described [19, 20] and added to the upper compartment for the 

indicated times. Micelles were removed and replaced by fresh apical medium during the analysis of 

epithelium integrity. In some experiments, cells were treated with 4.5mM EGTA (Sigma-Aldrich) 

added in the upper compartment or with 2mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich), 20mM L-cycloserin 

(Sigma-Aldrich), 100μM C2-ceramide (Cayman Chemical Compagny, Montigny-le-Bretonneux, 

France) added in both upper and lower compartments. C2-ceramide was dissolved in 0.5% ethanol as 

previously described [21]. The duration of treatments is indicated in the legend of figures.  

 

2.4 Permeability and transepithelial electrical resistance (TEER) measurements in Caco-2/TC7 cells 

To assess paracellular permeability, 1mg/ml of 4 kDa FITC-dextran (TdB Consultancy AB, Uppsala, 

Sweden) was added to the apical medium the last day of treatment. Samples of basal medium were 

collected after 4h, and fluorescence was determined with a microplate fluorometer (FLUOstar Omega; 

BMG Labtech). Transepithelial electrical resistance (TEER), which is inversely proportional to 

permeability to small ions, was measured before and after treatments using a Volt-Ohm Meter 

(Millipore, Guyancourt, France).  

 

2.5 Total RNA extraction and RT-PCR analysis 

Total RNA from Caco-2/TC7 cells and from intestinal segments was extracted with TRI Reagent 

(Molecular Research Center, Cincinnati, OH), according to the manufacturer's instructions. Reverse 

transcription (RT) was performed with 1 µg of RNA using high-capacity cDNA reverse transcriptase 

kit (Applied Biosystem, ThermoFisher Scientific, Illkirch France). Semiquantitative real-time 

polymerase chain reactions were performed with the Mx3000P Stratagen system using SYBR Green 
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(Agilent, Les Ullis, France) according to the manufacturer's procedures. The list of human and mouse 

primers sequences are displayed in Table 2. The primers sequences for the specific quantification of 

the spliced XBP1 mRNA have been previously described in Van Schadewijk et al. [22]. 

 

2.6 Cytokine content and secretion 

Cytokine IL-8 and IL-1β protein levels were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) using kits from R&D System (Lille, France). For cytokine quantification in mouse intestine, 

whole intestinal segments were homogenized in PBS buffer using FastPrep® instrument (MP-

Biosciences, Illkirch-Graffenstaden, France), submitted to sonication (Bioruptor®, Diagenode, 

Seraing, Belgium) and then centrifuged at 10,000g for 10 min at 4°C. The supernatant (100µg of 

proteins) was used for ELISA. For experiments in Caco-2/TC7 cells, 0.2ml of basal medium was used 

for ELISA.  

 

2.7 Analysis of junctional proteins by immunofluorescence 

Immunofluorescence analyses were performed as previously described [23]. Briefly, Caco-2/TC7 cells 

were fixed and permeabilized by incubation for 5 minutes in methanol at −20°C. Jejunum cryosections 

were fixed for 30 minutes with 4% paraformaldehyde at 4°C, and permeabilized for 30 minutes in 

0.1% Triton X-100 at 4°C. For immunostaining of mouse jejunum cryosections, we used primary 

antibodies for tricellulin (1:10; Tric2469; kindly provided by Dr Furuse [24, 25]), ZO-1 (1:200; 

617300; Thermofischer scientific), occludin (1:10; Moc-37; kindly provided by Dr Furuse [26]) and 

for E-cadherin (1:500; ECCD2 M108; from Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France). For 

immunostaining on Caco-2/TC7 cells, we used primary antibodies for tricellulin (1:200; MARVELD2 

700191; Thermofischer scientific), ZO-1 (1:200; ZO1-1A12; 33-9100 Thermofischer scientific), 

occludin (1:200; 71-1500; Thermofischer scientific) and for E-cadherin (1:500; ECCD2 M108; from 

Takara Bio Europe).  Alexa 488 and Alexa 546–conjugated anti–immunoglobulin G were used as 

secondary antibodies (1/400; Molecular Probes, Life Technologies, Saint-Aubin, France). Nuclei were 

stained with 4′-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to assess the monolayer integrity. Cells were 
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examined by microscopy using an Axio Imager 2 microscope equipped with an apotome.2, allowing 

optical sectioning (Zeiss, Oberkochen, Germany). Images were acquired by ZEN 2011® software 

(Zeiss,) and analyzed by Image J 1.46c.  

 

2.8 Statistical analysis 

Values were expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA). Two group comparisons were performed using Student’s T-test. 

Comparisons involving multiple groups were done using one-way analysis of variance (ANOVA). A 

level of p < 0.05 was considered as significant. 

 

3. Results 

3.1 Palm oil gavage in mice increases intestinal permeability, perturbs cell-cell junction and modifies 

the expression of genes involved in inflammation  

We first analyzed in mice the effects of palm oil administration on intestinal barrier integrity 

by measuring intestinal permeability to FITC-dextran 4kDa. We compared the effects of a single 

gavage of palm oil to daily gavages for 5 consecutive days. A group of mice treated with dextran 

sodium sulfate (DSS) was used as a model of chemically induced colitis (for review [27]). As 

previously described [28], DSS treatment induced a 2-fold increase in intestinal permeability as 

compared to control group (p=0.0008) (Fig. 1A). The permeability to 4 kDa molecules after palm oil 

gavage was increased in the same range as in our positive control, DSS. Mice that received one palm 

oil gavage displayed higher intestinal permeability (p<0.0001) than the control group without further 

increase following multiple gavages.  

As an efficient epithelial barrier is dependent on cell-cell junction integrity, we analyzed by 

immunofluorescence in the jejunum the localization of three tight junction proteins (ZO-1, occludin 

and tricellulin) and of the adherens junction protein E-cadherin. One palm oil gavage resulted in loss 

of membrane localization of occludin and tricellulin at cell-cell contacts while ZO-1 and E-cadherin 

were not affected (Fig.1B). After 5 consecutive palm oil gavages, the distribution of all these proteins 

was perturbed. In particular, we observed the internalization of E-cadherin and ZO-1 proteins.  
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We then analyzed the expression of several genes linked to inflammation in intestine (Fig. 2). 

We showed that Gata3 mRNA level, a master gene controlling the functions of T cells and innate 

lymphoid cells [29, 30], was decreased (p=0.0024) in jejunum of mice submitted to 5 palm oil gavages 

as compared to control mice (Fig. 2A). No modification of Gata3 mRNA level was observed in mice 

that received a single palm oil gavage whereas it was decreased in the DSS group (p=0.0003). One 

palm oil gavage increased the mRNA level of the antimicrobial peptide gene Reg3g (p=0.0118) in 

ileum as compared to the control group (Fig. 2B), but no modification was observed in mice submitted 

to 5 palm oil gavages or to DSS. The protein level of pro-inflammatory IL-1β tended to increase 

(p=0.053) in colon of mice submitted to one palm oil gavage and a 2.4-fold increase (p=0.0027) was 

observed after 5 gavages (Fig. 2C). 

Altogether, we show in vivo in mice that a short-term treatment with palm oil is sufficient to 

increase intestinal permeability, to provoke the mislocalization of several proteins involved in cell-cell 

junctions and to modify immune-related gene expression profile in intestine, suggesting tissue 

inflammation.  

 

3.2 Palm oil gavages in mice modify fecal microbiota composition  

Based on previous studies showing changes in the abundance of bacteria species during 

obesity or intestinal inflammation (for review [31]), we measured the abundance of selected fecal 

bacteria after 4 palm oil gavages. We found that clostridium leptum (Fig. 3A, p=0.0273), Akkermensia 

muciniphila (Fig. 3B, p=0.0274) and Segmented Filamentous Bacteria (Fig. 3C, p=0.0133) 

abundances were significantly decreased after 4 palm oil gavages, while Bacteroides sp. abundance 

was increased (Fig. 3D, p=0.0230). The abundance of Lactobacillus sp. (Fig. 3E) and Clostridium 

coccoides (Fig. 3F) as well as total bacteria count (Fig. 3G) were unaffected. Thus, these results 

indicate that the gut microbiota composition is modified after 4 palm oil gavages.  

 

3.3 Palmitic acid perturbs permeability and cytokine expression in human intestinal epithelial cells  

Palm oil being composed of both saturated and unsaturated fatty acids, the specific impact of 

palmitic versus oleic acid needed to be determined. We compared the effects of these two fatty acids, 
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delivered as complex micelles, on paracellular permeability of a monolayer of the human enterocytic-

like cell line Caco-2/TC7. Cells were incubated for 24h or daily during 4 consecutive days with 

micelles containing either palmitic or oleic acid. A 24h-treatment with 4.5mM EGTA, a calcium 

chelator, was used as treatment known to destabilize cell-cell junctions and to increase epithelial 

permeability [32, 33]. As expected, EGTA treatment increased the permeability of Caco-2/TC7 cell 

monolayer to 4kD FITC dextran (p<0.0001) (Fig. 4A) and to ions (decreased TEER, p<0.0001) (Fig. 

4B). A 1 day-treatment with palmitic acid provoked a significant increase of FD4 flux without 

significant changes in TEER (Fig. 4C). A repeated supply for 4 days of palmitic acid markedly 

enhanced the permeability of the cell monolayer to FD4 (p=0.0152). TEER was decreased as soon as 

the first 48h of treatment (p=0.038). These effects were not observed when oleic acid was supplied 

instead of palmitic acid.  

 We analyzed by immunofluorescence the localization of the tight junction proteins ZO-1, 

occludin and tricellulin and of the adherens junction protein, E-cadherin, in cells treated with palmitic 

acid- or oleic acid-containing micelles (Fig. 5). In cells treated for 24h with palmitic acid we observed 

a decrease in the fluorescence intensity of all junction proteins analyzed, without modification of their 

localization at cell-cell contact. However, repeated supply of palmitic acid micelles during 4 days 

provoked the internalization of E-cadherin, ZO-1 and occludin as well as the loss of tricellulin at 

tricellular junction. In accordance with the absence of effects on paracellular permeability, the 

distribution of junction proteins was not altered by oleic acid micelles.  

 Intestinal epithelial cells are able to produce cytokines [34, 35] among which CXCL8 (IL-8), 

TGFB1 and IL1B genes are particularly well expressed in Caco-2/TC7 cells. We then determined 

whether palmitic acid could induce the production of these cytokines. Cells were treated for 24h or 4 

days with palmitic acid- or oleic acid-containing micelles (Fig. 6). Palmitic acid increased the 

expression of IL-8 (as soon as after 24h of treatment (p=0.0214), Fig. 6A) and its secretion in basal 

medium (after 4-days treatment, Fig. 6B), while oleic acid did not exert any effect. A small decreased 

of TGFB1 mRNA level (p=0.0022) was observed after a repeated supply of palmitic acid (Fig. 6C), 

whereas oleic acid did not modify its expression. Neither oleic acid nor palmitic acid modified IL-1β 

mRNA level whatever the duration of the treatments (Fig. 6D). Interestingly, we showed that EGTA 
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increased IL-8 (p<0.0001) and IL-1β mRNA levels (p<0.0001) as well as IL-8 secretion (p=0.0042), 

indicating that the destabilization of cell-cell junctions was sufficient to induce cytokine production. 

 We then determined whether the effects of palmitic acid could rapidly vanish after its removal 

from medium culture (Fig.7). Cells were treated daily during 4 days with palmitic-acid containing 

micelles and then cultured in control medium for 1 or 2 more days. We observed a time-dependent 

decrease of FD4 passage through the cell monolayer after the removal of palmitic acid. However, 2 

days after the medium change, the paracellular permeability of the monolayer remained 3.5 fold higher 

in cells previously treated with palmitic acid than in untreated cells (Fig. 7A, p=0.0008). The removal 

of palmitic acid did not allow recovering the basal level of TEER, which remained between 10 to 15% 

lower than control cells (Fig. 7B, p=0.007). Immunofluorescence analyses of junction proteins were 

performed after 4 days of palmitic acid treatment and 1 and 2 days after its removal (Fig. 7C). A 

gradual recovery of occludin and tricellulin distribution was observed during the time-course after 

palmitic acid removal. However the distribution of E-cadherin and ZO-1 remained largely altered even 

2 days after the cells were cultured back with control medium. We also observed that the effects of 

palmitic acid on IL-8 (Fig. 7D) and TGFB1 (Fig. 7E) mRNA levels were abolished 2 days and 1 day, 

respectively, after its withdrawal from culture medium. Altogether these results show that the effects 

of palmitic acid are slowly attenuated after the arrest of treatment.  

 

3.4 Palmitic acid induces a moderate endoplasmic reticulum stress  

We sought to analyze the molecular mechanisms involved in the effects of palmitic acid on 

barrier integrity and cytokine production in Caco-2/TC7 cells. Palmitic acid is known to be a more 

potent inducer of endoplasmic reticulum (ER) stress than oleic acid [36-39]. Moreover, it has been 

shown that the induction of ER stress by various stimuli, including fatty acids, is able to increase the 

expression of cytokines in several cell types [40, 41] and may induce dysfunction of epithelial barriers 

(for review [42]). We thus wanted to determine whether the observed effects of palmitic acid were due 

to an induction of ER stress. Caco-2/TC7 cells were then treated for 24h or daily during 4 consecutive 

days with palmitic acid- or oleic acid-containing micelles. A treatment with 2mM DTT was used as a 

known inducer of ER stress [43, 44]. As expected, DTT treatment increased paracellular permeability 
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(Fig. 8A) and IL-8 mRNA level (Fig. 8B). The induction of ER stress by DTT treatment was assessed 

through the increased expression of GRP78/HSPA5, GADD153/DDIT3 and of the spliced form of 

XBP1 (Fig. 8C-E), three gene markers of unfolded protein response. Oleic acid treatment provoked a 

moderate induction of GRP78/HSPA5 expression, detectable only after 24h treatment (p=0.0085) but 

not after 4 days (Fig. 8C), while GADD153/DDIT3 and spliced XBP1 mRNA levels were unchanged 

(Fig. 8D-E). Palmitic acid increased, but to a limited extent as compared to DTT, the expression of all 

these three gene markers of ER stress. This effect was mainly observed after 24h treatment (Fig. 8C-

E). As palmitic acid exerts only a moderate induction of ER stress while its impact on epithelial 

barrier integrity and IL-8 expression was important, we thus hypothesized that other molecular 

mechanisms may also be involved in the deleterious effect of palmitic acid.  

 

3.5 Ceramide mediates the deleterious effect of palmitic acid on epithelial barrier and immune 

response.  

Palmitic acid, but not oleic acid, is a precursor of de novo ceramide synthesis (for review [45]), 

which contributes not only to membrane structure but also to signaling and metabolic dysfunctions in 

various cell types, including Caco-2/TC7 cells [21, 46]. We thus wanted to determine whether 

ceramide could provoke epithelial barrier damages and induce cytokine production. Caco-2/TC7 cells 

were treated with C2-ceramide, a short chain cell-permeable biologically active analogue of ceramide. 

We observed that a 24h-treatment with C2-ceramide provoked a marked increase of paracellular 

permeability (p<0.0001) (Fig. 9A) along with a decrease of TEER (p<0.0001) (Fig. 9B). 

Immunofluorescence analysis showed that the localization at cell-cell contacts of tight junction 

proteins (ZO-1, occludin and tricellulin) and of the adherens junction protein E-cadherin were altered 

(Fig. 9C). C2-ceramide treatment increased the expression and the secretion of IL-8 (p=0.0201) (Fig. 

9D-E), decreased TGFB1 mRNA level (p=0.038) (Fig. 9F) and had no effect on IL-1β mRNA level 

(Fig. 9G). For all these parameters, no effect of ethanol used as the vehicle for C2-ceramide was 

observed. Altogether, these results show that C2-ceramide treatment induces similar effects than 

palmitic acid on intestinal epithelial barrier integrity and cytokine production. 
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We then determined whether the inhibition of de novo ceramide synthesis could attenuate the 

deleterious effect of palmitic acid. Caco-2/TC7 cells were treated with L-cycloserine, an irreversible 

inhibitor of serine palmitoyltransferase, the first enzyme of de novo ceramide synthesis [47, 48]. The 

treatment with L-cycloserine did not modify the paracellular permeability of Caco-2/TC7 cell 

monolayer at the basal state or in presence of palmitic acid-containing micelles (Fig. 10A). However, 

L-cycloserine treatment abolished the palmitic acid-dependent increase in IL-8 mRNA level (Fig. 

10B). These results suggested that inflammatory but not permeability effects of palmitic acid on 

enterocytes were dependent on de novo ceramide synthesis. 

 

4. Discussion 

In this study, we showed in vivo that treatment with  palm oil gavages for 5 days is sufficient 

to provoke a defect in intestinal epithelial barrier integrity and an alteration of the expression of genes 

involved in the immune response in intestine. Using a model of human enterocytes, we demonstrated 

that palmitic acid exerted direct deleterious effects on intestinal epithelial cells, part of which were 

linked to de novo ceramide synthesis. Our results highlight direct links between the repeated 

consumption of palmitic acid and intestinal barrier defects as well as proinflammatory cytokine 

expression. These alterations, occurring before the onset of diet-induced obesity, may thus represent 

an early event in the initiation of low-grade inflammation. 

 

We observed that a single supply of palm oil in vivo in mice provoked an increase in intestinal 

epithelium permeability accompanied by the loss of several tight junction proteins at cell-cell contacts, 

whereas a global mislocalization of tight and adherens junction proteins was evidenced only after 

repeated gavages. This rapid intestinal barrier defect is in accordance with the increase of albumin 

fecal content, used as a marker of intestinal permeability alteration, observed in mice one day after the 

beginning of a high-fat diet [12]. Similar effects on epithelium permeability without marked changes 

in the localization of cell-cell junction proteins at cell-cell contacts were showed in Caco-2/TC7 cell 

monolayer incubated for 24h with palmitic acid-containing micelles. These results indicate that a 

single supply of saturated lipids is sufficient to affect intestinal permeability. Interestingly, the 
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increased expression of the gene coding for antimicrobial peptide Reg3γ, as soon as after one palm oil 

gavage, suggests that intestine has engaged mucosal defense. Moreover, in Caco-2/TC7 cells, an 

increase in pro-inflammatory cytokine IL-8 mRNA level was observed after only 24h treatment with 

palmitic acid-containing micelles. Altogether our results show that a single supply of saturated fatty 

acids is sufficient to initiate an immune response by intestinal epithelial cells.  

After repeated supplies of palm oil in vivo or palmitic acid in Caco-2/TC7 cells, we observed a 

marked mislocalization of junction proteins at cell-cell contacts, which was associated with enhanced 

paracellular permeability as well as additional modifications of immune gene expression profile 

suggesting tissue inflammation. The deleterious effects of palmitic acid vanished more slowly than 

they appeared. 

IL-8 is a chemokine produced by many cell types, including intestinal epithelial cells, and it is 

known to participate to the acute phase response of inflammation [49]. In intestine, IL-8 is involved in 

the neutrophil activation and infiltration in intestinal mucosa where it participates to host defense 

against bacteria invasion. The level of expression of IL-8 was enhanced with the duration of lipid 

challenge in palmitic acid-treated human enterocytic Caco-2/TC7 suggesting tissue inflammation. IL-8 

expression is absent in mice [50], IL-1ß is an important pro-inflammatory cytokines in this species. In 

colon of mice, the protein IL-1β level increased significantly in parallel with the duration of lipid 

challenge, highlighting a tissue inflammatory response to lipid gavages. An increased expression of Il-

1β expression in intestine was frequently reported in high-fat-diet models and in human obesity (for 

review [57]). Both IL-1β and IL-8 are known to perturb tight junction proteins [58,	
   59],	
   their time-

dependent increase of expression with lipid challenge may contribute to exacerbate the mislocalization 

of junction protein and thus to amplify permeability defects. 

We observed that the expression of Gata3 mRNA level is decreased in proximal intestine only 

after repeated palm oil gavages. Gata3 is a key transcription factor involved in the differentiation and 

the maturation of innate lymphoid cells controlling both the expression of pro-and anti-inflammatory 

cytokines [30]. A link between Gata3 activity and visceral fat inflammation during obesity was 

recently reported [60]. However its exact role in intestinal inflammation remains to be characterized. 
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Interestingly the increase of Reg3g mRNA level observed after one palm oil gavage was no longer 

observed after repeated gavages. As Reg3g is involved in host defense against bacteria, this suggests 

that saturated fat overload results in a decreased efficiency of intestinal defense response.  

Associated with changes in immune-related gene expression and intestinal barrier defects, we 

observed that repeated palm oil gavages provoked changes in microbiota composition. We studied 

some bacteria species previously reported as modified by high-fat diet or obesity. We showed a 

decreased fecal abundance of Clostridium leptum, Akkermensia muciniphila and segmented 

filamentous bacteria in palm oil-treated mice as compared to control. These three bacteria species are 

known to exert a protective role against pathogen proliferation and to contribute to host defense by 

promoting maturation of immune cells [61]. Their decreased abundances were in relevance with 

inflammatory status of the tissue. The anti-inflammatory properties of Akkermensia muciniphila has 

gained attention and highlight its interest as a therapeutic target to treat intestinal inflammation [64]. 

In particular, gut Akkermensia muciniphila abundance is reduced in human obesity [65, 66] and in 

high-fat diet-induced obesity in mice [67]. The decreased of abundance segmented filamentous 

bacteria observed after palm oil gavages is in accordance with its reduction in mice submitted to long-

term high-fat diet [62], but its role in inflammation is still questioned [63]. We observed an increase in 

Bacteroides sp. in palm oil-treated mice, in congruence with several reports showing an increase in the 

abundance of this species associated with the consumption of high-fat diet, rich in saturated fatty acids 

[70-73]. We can conclude that 4 gavages with palm oil are sufficient to promote changes in microbiota 

composition corresponding to the changes reported in obesity induced by high-fat diet and relevant to 

gut inflammation. 

The studies of molecular mechanisms involved in the deleterious effects of palmitic acid on 

intestinal epithelial cells revealed the contribution of de novo synthesis of ceramides. In established 

obesity, elevation of circulating saturated fatty acids and inflammatory signals promote ceramide 

synthesis [75]. In the present study, we observed that C2-ceramide acted on three parameters: increase 

in intestinal epithelial permeability, mislocalization of junctional proteins and modification of 

cytokine expression. Interestingly, intestinal barrier defect was shown recently to be associated with 

elevated C16-ceramide levels, [76] and with increased ceramides content induced by 
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sphingomyelinase addition [77]. Nevertheless, we observed that the inhibition of de novo ceramide 

synthesis reduced pro-inflammatory cytokine expression but failed to restore cell monolayer 

permeability suggesting a role of de novo ceramide synthesis restricted to the inflammatory process. 

Very few studies have analyzed the direct impact of ceramides on cytokine expression, however an 

induction of IL-6 by C2-ceramide was reported in human fibroblast [78] and in human astrocytoma 

cells [79]. We showed that the inhibition of de novo ceramide synthesis prevented the increase of IL-8 

secretion in palmitic acid-treated cells. Thus, palmitic acid engaged multiple mechanisms, including 

ceramide pathways, for exerting its deleterious effects on intestinal permeability and inflammation. 

Recent advances suggest that fatty acids may act via their binding to membrane receptors 

(such as TLRs, G protein-coupled receptor) or nuclear receptors (such as PPARs, LXR or FXR) and 

the subsequent rapid activation of signaling cascades (for review [81]). Our study showed a specific 

effect of palmitic acid since oleic acid showed no effect on intestinal barrier integrity and cytokine 

expression. However, several fatty acids, such as short and medium fatty acids, were reported to 

modulate intestinal barrier integrity (for review [81]).  Interestingly we reported in Caco-2/TC7 cells 

that a very short treatment (4 hours) with oleic acid under the form of mixed micelles could perturb 

the distribution of tricellulin and increase intestinal permeability [6]. Altogether, these data underline 

the differential effects of fatty acids according to their nature and length of exposure on intestinal 

barrier integrity. 

In conclusion, our results showed that limited repeated supply of saturated fatty acids and 

particularly palmitic acid are sufficient to deregulate intestinal inflammatory response, to induce an 

intestinal barrier defect and to change microbiota composition. Most of these alterations, which are 

features of obesity and metabolic diseases, stress that reiterated consumption of saturated fatty acids is 

an early player in gut alterations observed in these pathologies.  
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 Figure legends 

Figure 1: Palm oil gavage increases intestinal permeability in vivo. (A) Mice were submitted to 

one (1x) or 5 gavages (5x) with 200µl palm oil or water. A control group was constituted of mice 

treated with DSS in drinking water to induce a colitis. The intestinal permeability was assessed after 
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the gavage with oil or water by measuring plasma concentration of FD4 one hour after an oral FITC-

dextran 4kDa (FD4) load. Results are expressed in µg/ml (mean ± SEM, n=5-10). **p<0.01, 

****p<0.0001 as compared to water. (B) The distribution of cell-cell junction proteins, E-cadherin, 

ZO-1, occludin and tricellulin was analyzed by immunofluorescence on jejunum sections. Nuclei were 

stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). White arrowheads indicate the labeling of 

tricellulin at tricellular contacts in control (water) conditions. Bar= 10µm. 

 

Figure 2: Repeated gavages with palm oil modify expression of genes involved in immune 

response. Mice were submitted to one (1x) or 5 (5x) gavages with 200µl palm oil or water. A control 

group was constituted of mice treated with DSS.. Intestine was collected one hour after the last gavage. 

The expression of Gata3 in jejunum (A) and of Reg3g in ileum (B), were determined by RT-PCR. 

Cyclophilin was used as reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of 

target gene to cyclophilin (cyclo) mRNA level (mean ± SEM, n=5-10). (C) The quantification of Il-1β 

protein in the colon was determined by ELISA. Results are expressed in pg/mg of protein as mean ± 

SEM, n=5-9. *p<0.05, **p<0.01 as compared to water condition. 

 

Figure 3: Repeated palm oil gavages modify gut microbiota composition. Mice were submitted to 

daily gavages with water or palm oil for 4 consecutive days. Total DNA from feces was extracted and 

used for quantification of bacteria species content by qPCR. Results are expressed as mean ± SEM, 

n=4-6, *p<0.05 as compared to water, ns: not statistically significant, a.u.: arbitrary unit. Fecal 

quantification of (A) Clostridium leptum, (B) Akkermensia muciniphila, (C) Segmented Filamentous 

bacteria, (D) Bacteroides sp., (E) Lactobacillus sp., and (F) Clostridium coccoides. (G) Total fecal 

bacterial counts. 

 

Figure 4: Saturated palmitic acid but not unsaturated oleic acid increases paracellular 

permeability of an intestinal epithelial monolayer.  Caco-2/TC7 cells were incubated with control 

medium (Ctrl) or treated with micelles containing either palmitic acid (PA) or oleic acid (OA) for 24h 

or daily for 4 consecutive days (4d). A 24h-treatment with 4.5mM EGTA was used as positive control 

known to display altered epithelial barrier integrity. (A) Paracellular permeability across Caco-2/TC7 

cell monolayer was evaluated by measuring the accumulation during 4 h of FITC-4kDa dextran (FD4) 

in the basal compartment. Results are expressed as percentage of FD4 input (amount added in the 

apical compartment), mean ± SEM, n=6-15. Fold-increase, as compared to control condition, is 

indicated at the top of the corresponding histogram. (B) TEER was assessed in control and EGTA-

treated cells. Results are expressed in percentage of TEER measured in control condition, as mean ± 

SEM, n=6. The percentage of decrease compared to the control condition is indicated. (C) TEER was 

measured before (0) and every 24h during the treatment with micelles containing palmitic acid (PA) or 
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oleic acid (OA) or in untreated cells (control). The percentage of decrease in PA-treated cells as 

compared to control cells is indicated. Results are expressed in ohm.cm2 as mean ± SEM, n=6. 

*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 as compared to untreated cells, unless otherwise indicated.  

 

Figure 5:  Repeated supply of palmitic acid, but not of oleic acid, alters the localization of 

junction proteins at cell-cell contacts. Cells were incubated or not with palmitic acid (PA)-

containing micelles (for 24h or 4 days) or with oleic acid (OA)-containing micelles (for 4 days). 

Immunofluorescence analysis was performed to study the localization of E-cadherin, ZO-1, occludin 

and tricellulin. Nuclei were stained DAPI. Bar=20µm  

 

Figure 6: Palmitic acid modifies cytokine expression in Caco-2/TC7 cells. Caco-2/TC7 cells were 

cultured in the same conditions as in Figure 4. The mRNA levels of IL-8 (A), TGFB1 (C) IL-1β (D), 

were quantified by RT-PCR. Cyclophilin was used as reference gene. Results are expressed in 

arbitrary units (a.u.) as the ratio of target gene to cyclophilin (cyclo) mRNA level (mean ± SEM, n=6-

15). (B) The concentration of IL-8 protein in the basal compartment was quantified by ELISA. Results 

are expressed in pg/ml as mean ± SEM, n=6. Fold-increase as compared to control condition is 

indicated at the top of histograms. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 as compared to 

control.  

 

Figure 7: The removal of palmitic acid partially reverses its deleterious effects on intestinal 

epithelial cell monolayer integrity and on expression of genes involved in immune response. 

Caco-2/TC7 cells were cultured in control medium (Ctrl) or with palmitic acid-containing micelles 

(PA) for 4 days followed or not by a period of one or 2 more days in control medium without PA (w/o 

PA). (A) Paracellular permeability was evaluated by measuring FITC-dextran flux across Caco-2/TC7 

monolayer, after a 4-day palmitic acid treatment and each day after cells were shifted to control 

medium. FITC-dextran 4 kilodaltons (FD4) was added in the apical compartment and fluorescence 

values were determined in the basal compartment 4 hours later. Results are expressed in percentage of 

FD4 input in the apical compartment, mean ± SEM, n=6-18. Fold-increase, as compared to control 

condition, is indicated at the top of histograms. *p<0.05, **p<0.01,*** p<0.001 as compared to 

control cells at the same day of the culture, unless otherwise indicated. (B) TEER was measured in 

control (white circles) and in palmitic acid-treated cells. The measure was performed before treatment 

(day 0), at day 1 and 4 of palmitic acid treatment (black circles) and after the removal of palmitic acid-

containing micelles (grey circles). Dashed line indicated the day when PA-treated cells were shifted to 

control medium. Results are expressed in ohm.cm2 as mean ± SEM, n=6-18. The percentage of 

decrease in PA-treated cells as compared to control cells is indicated. **p<0.01, ***p<0.001 as 

compared to control cells. (C) Immunofluorescence analysis was performed to study the localization 

of E-cadherin, ZO-1, occludin and tricellulin. Nuclei were stained with DAPI. Bar=20µm. (D-E) The 
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mRNA levels of IL-8 (D) and TGFB1 (E) were quantified by RT-PCR. Cyclophilin was used as 

reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of target gene to cyclophilin 

(cyclo) mRNA level (mean ± SEM, n =6-18). *p<0.05, **p<0.01 as compared to control, unless 

otherwise indicated, ns: not statistically significant. 

 

Figure 8: Palmitic acid provokes a moderate ER stress in Caco-2/TC7 cells. Caco-2/TC7 cells 

were incubated with control medium (Ctrl), or were treated for 24h or daily for 4 consecutive days 

(4d) with micelles containing either palmitic acid (PA) or oleic acid (OA). A 4h-treatment with 2mM 

DTT was used to induce an ER stress (positive control). (A) Paracellular permeability was evaluated 

by measuring FITC-dextran flux across Caco-2/TC7 cell monolayer. FITC-dextran 4 kilodaltons 

(FD4) was added in the apical compartment the last day of the experiment and fluorescence values 

were determined in the basal compartment 4 hours later. Results are expressed in percentage of FD4 

added in the apical compartment (input), mean ± SEM, n=4-6. The mRNA levels of IL-8 (B) 

GRP78/HSPA5 (C), GADD153/DDIT3 (D) and XBP-1 spliced form (E) were quantified by RT-PCR. 

Cyclophilin was used as reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of 

target gene to cyclophilin (cyclo) mRNA level, (mean ± SEM, n=6-15). Fold-increase as compared to 

control condition is indicated at the top of some histograms. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01, 

****p<0.0001 as compared to control.  

 

Figure 9: C2-ceramide addition provokes barrier defects and modulates cytokine expression. 

Caco-2/TC7 cells were culture in absence (Ctrl) or in presence for 24h of vehicle 0.5% ethanol (EtOH), 

or 100µM C2-ceramide (C2-Cer). (A) Paracellular permeability was evaluated by measuring FITC-

dextran flux across Caco-2/TC7 cell monolayer as in Figure 4. Results are expressed as percentage of 

FD4 input in the apical compartment , (mean ± SEM, n=6). (B) TEER  was measured after 24h-

treatments. Results are expressed in % of value obtained in untreated cells, mean ± SEM, n=6. (C) 

Caco-2/TC7 cells were analyzed by immunofluorescence for tight junction proteins ZO-1, occludin, 

tricellulin and for E-cadherin an adherens junction protein. Nuclei are stained with DAPI. Bar= 20µm. 

The mRNA levels of IL-8 (D), TGFB1 (F) and IL-1B (G) were quantified by RT-PCR. Cyclophilin 

was used as reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of target gene to 

cyclophilin (cyclo) mRNA level (mean ± SEM, n=6-15). (E) The concentration of IL-8 protein in the 

basal compartment was quantified by ELISA. Results are expressed in pg/ml as mean ± SEM (n=6). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01, ****p<0.0001 as compared to untreated cells.  

 

Figure 10: Inhibition of de novo ceramide synthesis abolishes inflammatory effects of palmitic 

acid. Caco-2/TC7 cells were cultured for 24h in absence (Ctrl) or in presence of micelles containing 

palmitic acid (PA) or 20mM L-cycloserine (Lcyclo). In one condition, cells were pre-treated with L-

cycloserine for 1 h before incubation for 24h with PA-containing micelles (PA+Lcyclo). (A) 
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Paracellular permeability was evaluated by measuring FITC-dextran flux across Caco-2/TC7 cell 

monolayer. Results are expressed in percentage of FD4 input in the apical compartment,, mean ± SEM, 

n=3-6. (B) The mRNA levels of IL-8 were quantified by RT-PCR. Cyclophilin was used as reference 

gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of IL-8 gene mRNA level to 

cyclophilin (cyclo) mRNA level (mean ± SEM, n=3-6). **p<0.01*** p<0.001 as compared to control 

cells unless indicated, ns: non statistical significant.  
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Table 1: Primer sequences and bacteria strains used used for the quantification of bacterai group or species

group or species bacteria strain used for
name sequence name the standard curve 

Clostridium leptum Clept 09 5'-CCTTCCGTCCGSAGTTA-3' Clept 08 5'-GAATTAAA CACAT CT CACTGCTT-3' Faecalibacterium prausnitzii
Akkermensia muciniphila AKK-F 5'-GGTAGCCGGTCTGAGAGGAT-3' AKK-R 5'-TAGGTGTCTGGACCGTGTCTC-3' see legend below
Lactobacillus sp. Lacto 04 5'-CGCCACTGGTGTTCYTCCATA-3' Lacto 05 5'-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3' Lactobacillus acidophilus
Segmented Filamentous Bacteria SFB-F 5'-CACGGTCCATACTCCTACGG-3' SFB-R 5'-AGGGTTTCCCCCATTGTG-3' see legend below
Bacteroides sp. Bacter 11 5'-CCTWCGATGGATAGGGGTT-3' Bacter 08 5'-CACGCTACTTGGCTGGTTCAG-3' Bacteroides thetaiotaomicron
Clostridium coccoides Ccoc 07 5'-GACGCCGCGTGAAGGA-3' Ccoc 14 5'-AGCCCCAGCCTTTCACATC-3' Clostridium coccoides
All bacteria F_Bact 1369 5'-CGGTGAATACGTTCCCGG-3' R_PROK 1492 5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' Escherichia coli 

The determination of  Akkermensia muciniphila and Segmented Filamentous Bacteria abundance was determined by relative quantification to a control sample. 

 reverse primer forward primer
sequence



Table 2: List of primer sequences used for RT-PCR analyses

human genes (alias names)  forward primer  reverse primer
CXCL8 (IL-8) 5'-AGACAGCAGAGCACACAAGC-3' 5'-ATGGTTCCTTCCGGTGGT-3'
TGFB1 (TGF-Beta-1) 5'-GCAGCACGTGGAGCTGTA-3' 5'-CAGCCGGTTGCTGAGGTA-3'
IL1B (IL-1-Beta) 5'-CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA-3' 5'-TTGGGTAATTTTTGGGATCTACA-3'
HSPA5 (GRP78, BIP) 5'-CTGGGTACATTTGATCTGACTGG-3' 5'-TCCTTGAGCTTTTTGTCTTCCT-3'
DDIT3 (GADD153, CHOP) 5'-AGCTGTGCCACTTTCCTTTC-3' 5'-CAGAACCAGAGAGGTCACA-3'
XBP1 spliced form 5′-TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG-3′ 5'-GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG-3′
PPIB (Cyclophilin B)* 5'-GCCTTAGCTACAGGAGAGAA-3'    5'-TTTCCTCCTGTGCCATCTC-3'

mouse genes  forward primer  reverse primer
Gata3 5'-TTATCAAGCCCAAGCGAAG-3' 5'-TGGTGGTGGTCTGACAGTTC-3'
Reg3g 5'-ACCATCACCATCATGTCCTG-3' 5'-GGCATCTTTCTTGGCAACTT-3'

* PPIB gene is used as reference gene and the same sequences are used for both human and mouse species.
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II. Etude des mécanismes précoces mis en jeu dans la détection 
des lipides par le récepteur scavenger SR-B1 dans la lignée 
entérocytaire Caco-2/TC7 

 

Les résultats de cette étude sont présentés à la fin de ce chapitre sous la 

forme d’un article scientifique publié dans la revue BBA Molecular and 

Cell Biology of Lipids dont je suis deuxième auteur et qui s’intitule : 

« Cholesterol trafficking and raft-like membrane domain composition 

mediate scavenger receptor class B type 1-dependent lipid sensing in 

intestinal epithelial cells” (article 2). Ce travail était déjà bien avancé 

quand j’y ai pris part, mais j’ai participé à la préparation des « rafts » 

pour l’analyse protéomique et lipidomique et à l’exploitation des résultats. 

 

La détection des lipides est un mécanisme qui participe au contrôle de nombreuses 

fonctions cellulaires, en particulier dans les cellules épithéliales intestinales (Iyer et al. 2015). 

Les travaux précédents de l’équipe ont montré que le récepteur scavenger SR-B1 est capable 

de détecter les lipides alimentaires lorsqu’ils sont présentés aux entérocytes sous leur forme 

physiologique de micelles (Béaslas et al. 2009). Cette détection, mise en évidence à l’aide de 

micelles contenant de l’acide oléique, facilite l’assemblage et la sécrétion des lipoprotéines 

riches en triglycérides (Béaslas et al. 2009; Briand et al. 2016).  

 

 SR-B1 est un récepteur dont le rôle dans le métabolisme des lipides et du cholestérol 

est assez bien documenté dans le contexte de l’athérosclérose, notamment par son implication 

dans le transport réverse du cholestérol entraînant l’entrée sélective des esters de cholestérol 

des HDL dans le foie. Il est également connu pour son rôle de transporteur bidirectionnel du 

cholestérol entre les lipoprotéines et les tissus périphériques (pour revue (Shen et al. 2018)). 

Jusqu’à une dizaine d’années, son rôle dans l’épithélium intestinal restait mal connu, d’autant 

plus que sa fonction de transporteur de cholestérol dans ce tissu avait été remise en cause par 

la découverte du transporteur NPC1L1 qui assure à 70% l’entrée du cholestérol dans les 

entérocytes (Altmann 2004). La mise en évidence par notre équipe de son rôle de détecteur de 

micelles dans les cellules Caco-2/TC7, a permis de montrer que la détection des micelles 

enclenche l’activation très rapide de voies de signalisation (impliquant les MAP kinases) et 

provoque le recrutement de SR-B1 dans les « rafts » (Béaslas et al. 2009). Un travail 
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collaboratif avec l’équipe de Philip Shaul (University of Texas Southwestern Medical Center, 

USA), qui a construit un mutant de SR-B1 défectif pour sa fonction de détection, a permis de 

montrer que la glutamine (Q), en position 445 dans la séquence protéique de SR-B1, qui 

interagit avec le cholestérol de la membrane, était indispensable à cette détection (Saddar et 

al. 2013). En effet, contrairement à la forme sauvage, le mutant de SR-B1, SR-B1-Q445A, est 

incapable de lier le cholestérol membranaire et de déclencher la signalisation cellulaire en 

réponse à un apport de lipides. La forme SR-B1-Q445A qui agit comme un dominant-négatif, 

empêche également le recrutement du récepteur au niveau des « rafts » (Saddar et al. 2013).  

 

L’objectif du travail auquel j’ai participé a été de préciser les mécanismes 

moléculaires associés à la détection des lipides par SR-B1 dans les entérocytes, en s’attachant 

à identifier les évènements cellulaires précoces associés à la reconnaissance du cholestérol 

membranaire. Ce travail a été réalisé sur les cellules Caco-2/TC7 transfectées avec la forme 

sauvage de SR-B1 ou avec la forme mutée SR-B1-Q445A, défective pour la fonction de 

détection. La comparaison des évènements cellulaires observés entre ces deux populations 

cellulaires, après un apport de micelles contenant de l’acide oléique, nous a permis 

d’identifier les évènements directement associés à la détection des lipides par SR-B1 dans les 

cellules Caco-2/TC7.  

 

Les travaux précédents de notre équipe ayant montré que les mouvements du 

cholestérol au niveau de la membrane plasmique reproduisent les évènements subcellulaires 

associés à la détection des lipides par SR-B1 (Saddar et al. 2013), nos travaux ont en premier 

lieu porté sur l’étude du trafic intracellulaire du cholestérol.  

L’analyse de la distribution intracellulaire du cholestérol en réponse aux lipides a été 

réalisée grâce à l’ajout de cholestérol couplé à un fluorochrome (cholesterol-bodipy) dans les 

micelles. L’incubation des cellules pendant un temps court, 1 heure, avec les micelles 

contenant le cholestérol fluorescent, montre que contrairement à ce qui est observé dans les 

cellules exprimant la forme sauvage de ce récepteur, le cholestérol s’accumule rapidement 

dans les gouttelettes lipidiques dans les cellules SR-B1-Q445A. D’autre part, l’incubation des 

cellules avec des micelles contenant du cholestérol marqué au tritium pendant 48 heures, 

suivie d’une «chasse» en présence de micelles sans cholestérol, montre une diminution de 

l’efflux de cholestérol du pôle apical dans les cellules exprimant le mutant de SR-B1. Ces 

premiers résultats montrent qu’après un apport de micelles la détection des lipides par SR-B1 

est nécessaire au trafic intracellulaire du cholestérol, ainsi qu’à l’efflux du cholestérol au pôle 
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apical des cellules. Une étude complémentaire, réalisée cette fois-ci en absence de micelles, 

montre que la présence du mutant de SR-B1 ralentit les mouvements de cholestérol libre à 

partir de la membrane plasmique et provoque son accumulation dans des vésicules 

intracellulaires. Ainsi, cette première série de résultats montre que la détection des micelles 

par SR-B1 participe au trafic intracellulaire du cholestérol. 

 

Les travaux précédents de l’équipe ayant montré que la détection des lipides 

dépendante de SR-B1 était associée au recrutement de ce récepteur au niveau des « rafts » 

(Béaslas et al. 2009; Saddar et al. 2013), nous avons comparé la composition en lipides et en 

protéines des « rafts », 15 minutes après l’apport de micelles dans les cellules Caco-2/TC7 

exprimant la forme sauvage ou mutée de SR-B1. Ce temps court de traitement, correspondant 

au temps d’activation des voies de signalisation, permet d’évaluer les changements associés à 

la détection s’opérant de façon précoce dans les « rafts ». Les « rafts », riches en cholestérol et 

en sphingolipides, peuvent être isolés du fait de leur propriété de résistance à l’action de 

détergents. Nous avons donc isolé ces structures avant et après challenge lipidique dans les 

cellules entérocytaires Caco-2/TC7 exprimant la forme sauvage ou mutée de SR-B1. Grâce à 

une collaboration avec la plateforme lipidomique de Dijon (Dr Pais de Barros, UMR1231), 

nous avons pu déterminer les modifications de la composition en lipides des « rafts ».  

Les résultats de l’analyse lipidomique montrent qu’en absence de traitement par les 

micelles, les « rafts » issus des cellules exprimant le récepteur muté présentent de façon 

intrinsèque des concentrations en lipides beaucoup plus élevées comparées aux « rafts » isolés 

à partir des cellules exprimant le récepteur SR-B1 sauvage. Ils sont notamment plus riches en 

cholestérol, sphingolipides et phospholipides. Quinze minutes après l’incubation avec les 

micelles, des changements de la composition lipidique des « rafts » sont observés dans les 

deux populations cellulaires. Cependant, si l’apport de micelles provoque l’augmentation de 

la concentration de la lysophosphatidyléthanolamine (18:0/0:0) et de la sphingomyéline 

(d18:0/16:0) dans les « rafts » des cellules exprimant la forme sauvage de SR-B1, la 

concentration de ces deux lipides reste inchangée dans les « rafts » des cellules SR-B1-

Q445A. Ce résultat suggère que ces deux lipides sont impliqués dans la détection des micelles 

par SR-B1.  

En parallèle, nous avons étudié la composition des « rafts » en protéines grâce à une 

collaboration avec la plateforme protéomique de Dijon (Patrick Ducoroy, CLIPP). Cette étude 

révèle que, 15 min après l’apport de micelles, l’abondance de 41 protéines est modifiée 

(augmentée ou diminuée) dans les « rafts » de cellules exprimant la forme sauvage de SR-B1. 
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Parmi ces 41 protéines, 30 protéines voient leur abondance inchangée après apport de 

micelles dans les « rafts » des cellules SR-B1-Q445A et 6 autres protéines présentent des 

variations de leur abondance opposées à celles qui avaient été observées pour les cellules 

exprimant la forme sauvage. Ces 36 protéines interviennent dans différents processus 

cellulaires tels que : 1/ l’adhésion cellulaire, les jonctions intercellulaires (JAM1) et le 

cytosquelette ; 2/ les interactions protéines-protéines ; 3/ les réactions d’oxydo-réduction ; 4/ 

le transport d’ions ou encore 5/ la transduction du signal. Ce résultat suggère que ces 36 

protéines sont potentiellement impliquées dans la détection des micelles par SR-B1 dans les 

cellules Caco-2/TC7.  

 

Ainsi cette étude a permis de mettre en évidence dans les cellules épithéliales 

intestinales un nouveau rôle du récepteur SR-B1 dans l’homéostasie cellulaire du 

cholestérol. Grace à l’analyse lipidomique et protéomique des « rafts », ce travail a 

permis l’identification de nouveaux acteurs lipidiques et protéiques impliqués dans la 

détection des lipides dans les entérocytes par SR-B1.  
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A B S T R A C T

Scavenger receptor Class B type 1 (SR-B1) is a lipid transporter and sensor. In intestinal epithelial cells, SR-B1-
dependent lipid sensing is associated with SR-B1 recruitment in raft-like/ detergent-resistant membrane domains
and interaction of its C-terminal transmembrane domain with plasma membrane cholesterol. To clarify the
initiating events occurring during lipid sensing by SR-B1, we analyzed cholesterol trafficking and raft-like do-
main composition in intestinal epithelial cells expressing wild-type SR-B1 or the mutated form SR-B1-Q445A,
defective in membrane cholesterol binding and signal initiation. These features of SR-B1 were found to influence
both apical cholesterol efflux and intracellular cholesterol trafficking from plasma membrane to lipid droplets,
and the lipid composition of raft-like domains. Lipidomic analysis revealed likely participation of d18:0/16:0
sphingomyelin and 16:0/0:0 lysophosphatidylethanolamine in lipid sensing by SR-B1. Proteomic analysis
identified proteins, whose abundance changed in raft-like domains during lipid sensing, and these included
molecules linked to lipid raft dynamics and signal transduction. These findings provide new insights into the role
of SR-B1 in cellular cholesterol homeostasis and suggest molecular links between SR-B1-dependent lipid sensing
and cell cholesterol and lipid droplet dynamics.

1. Introduction

Cellular transport and trafficking of cholesterol, as well as the mo-
lecular composition of the plasma membrane, are critically involved in
the governance of cell fate and cell metabolism. The scavenger receptor
Class B type 1 (SR-B1) is primarily known for its function as a

cholesterol transporter, particularly in the liver, where it is responsible
for the last step in the reverse cholesterol transport pathway, which
entails the selective uptake of cholesterol ester from High Density
Lipoprotein (HDL). SR-B1 also mediates the bidirectional transport of
cholesterol and phospholipids from peripheral tissues or cells to lipo-
proteins [1]. In the intestine, the functions of SR-B1 regarding
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cholesterol and lipid metabolism remain unclear. Although SR-B1 is
expressed at the apical membrane of enterocytes [2–4], which are the
absorptive cells of the intestinal epithelium, its role in intestinal cho-
lesterol uptake has been questioned since NPC1L1 has been demon-
strated to be responsible for 70% of cholesterol entry in enterocytes
[5–7]. Moreover SR-B1-null mice [8] and mice overexpressing SR-B1 in
the proximal intestine [9] do not display alterations in intestinal cho-
lesterol absorption or in trans-intestinal cholesterol efflux [10]. How-
ever, other reports showed that SR-B1 is involved in the secretion of
triglyceride-rich lipoproteins by enterocytes upon lipid supply
[9,11,12].

In addition to serving in cholesterol movement, SR-B1 functions as a
signal transducer in certain cell types, particularly in endothelial cells
and in intestinal epithelium. In endothelial cells, the binding of HDL to
SR-B1 triggers the sequential activation of protein kinases, among
which the activating phosphorylation of Src kinase represents the ear-
liest signaling event identified [13]. This signaling cascade leads to the
production of nitric oxide and it promotes endothelial cell migration,
which both contribute to the maintenance of endothelial monolayer
integrity by HDL and SR-B1 [13]. In Caco-2/TC7 enterocyte-like cells,
SR-B1 triggers intracellular signaling in response to the supply, at the
apical pole of the cells, of postprandial lipid micelles (PPM), which
mimic the form and composition of the dietary lipids that are present in
the gut lumen following a meal. The sensing of PPM by SR-B1 activates
MAP kinases and the trafficking of apolipoprotein B, the structural
apolipoprotein required for triglyceride-rich lipoprotein assembly and
secretion, from the apical region of the cell to basolateral secretory
domains [14,15]. These intracellular events are associated with the
recruitment of SR-B1 into raft-like membrane domains [14,15], which
are known to be signaling platforms [16].

Studies have been conducted to analyze the molecular mechanisms
involved in SR-B1-dependent lipid sensing. It has been established that
the C-terminal transmembrane domain (CTTM) and the C-terminal
cytosolic domain of SR-B1 are required for its property to sense lipid
movement and initiate intracellular signaling [17]. The discovery of the
effects of a single point mutation in the SR-B1 CTTM domain, which
represents the unique domain of SR-B1 able to interact with plasma
membrane cholesterol [17,18], highlighted the importance of plasma
membrane cholesterol for SR-B1-dependent lipid sensing and resulting
signaling [15]. This mutated form of SR-B1, created by the replacement
of the glutamine residue in position 445 of SR-B1 amino acid sequence
by an alanine residue (SR-B1-Q445A), provoked a marked decrease in
the capacity of SR-B1 to bind plasma membrane cholesterol, whereas
the capacities of the receptor to bind HDL and to transport cholesterol
were unmodified [15]. In intestinal epithelial cells and endothelial cells
expressing SR-B1-Q445A, the addition of ligand (PPM and HDL re-
spectively) failed to activate signaling and subsequent cellular events
[15]. Moreover, it was shown that SR-B1-Q445A is not recruited in raft-
like membrane domains of intestinal epithelial cells after a PPM supply,
contrary to what is observed for wild-type SR-B1 [14,15]. The initiating
cellular events involved in SR-B1-dependent lipid sensing remain un-
known. However, plasma membrane cholesterol movement, through
cyclodextrin treatment, is sufficient to reproduce, in intestinal epithelial
cells and endothelial cells, all the signaling cascades and subcellular
events in wild-type SR-B1-expressing cells while SR-B1-Q445A trans-
fected cells are unresponsive [15]. Altogether these results emphasize
the critical importance of plasma membrane cholesterol in SR-B1-de-
pendent intracellular signaling, and they suggest that the initiating
events in SR-B1-related lipid sensing take place at the plasma mem-
brane and may involve cholesterol trafficking. Although it has been
shown that SR-B1 reorganizes the free cholesterol pool in the plasma
membrane [19–21], the modifications in the plasma membrane mi-
croenvironment that occur upon SR-B1 lipid sensing remain largely
unknown.

The purpose of the present study was to analyze the early cellular
events involved in intestinal epithelial SR-B1-dependent lipid sensing

by analyzing cholesterol trafficking and the remodeling of raft-like
membrane domains upon supply of lipid micelles.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture and lipid micelle supply

Caco-2/TC7 cell line is a clonal population of the human colon
carcinoma-derived Caco-2 cells, which reproduces to a high degree
most of the morphological and functional characteristics of enterocytes
[22,23]. These cells were stably transfected with constructs expressing
mouse WT SR-B1 or SR-B1-Q445A as previously described [15]. The
presence of SR-B1 at plasma membrane (Suppl. Fig. 1) was shown by
FACS analysis (BD LSRII FACS system and FlowJo software) performed
on unpermeabilized cells as described in [24], using an anti-SR-B1
antibody (NB400–113 Novus Biologicals, Lille, France) and an anti-
rabbit antibody conjugated to phycoerythrin (111–116− 144 Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. West Grove, PA, USA). As pre-
viously described [15], SR-B1-Q445A has a dominant negative effect on
signaling triggered by endogenous SR-B1 in both endothelial and Caco-
2/TC7 cells. Cells were tested for mycoplasma contamination and found
clean. In all experiments, cells were cultured on filter supports for
3 weeks to obtain fully differentiated enterocyte-like cells. Lipid mi-
celles (2 mM sodium taurocholate, 0.6 mM oleic acid, 0.2 mM lyso-
phosphatidylcholine, 0.05 mM cholesterol, and 0.2 mM mono-
acylglycerol) were prepared in serum-free medium as previously
described [14,15,25] and added to the upper compartment for the in-
dicated times. When appropriate, lipid micelles were supplemented
with 5 μM BODIPY-cholesterol (Avanti polar lipids, Alabaster, AL, USA)
or with 5 μCi/ml [1,2-3H(N)]-cholesterol (57,6 Ci/mmol, PerkinElmer,
Villebon-sur-Yvette, France). Transfection of Caco-2/TC7 cells with
control RNAi and SR-B1 RNAi were performed as previously described
[26].

2.2. Cholesterol labelling, trafficking and distribution

The intracellular distribution of cholesterol was analyzed in pulse-
chase experiments. Caco-2/TC7 cells were incubated with BODIPY-
cholesterol-containing lipid micelles for 1 h hour, washed twice with
warm phosphate-buffered saline (PBS), and then incubated with non-
fluorescent lipid micelles for one more hour. At the end of the experi-
ment cells were rinsed with cold PBS and prepared for confocal mi-
croscopy analysis.

The trafficking of cholesterol from the plasma membrane towards
intracellular domains was analyzed as described previously [27].
Briefly, BODIPY-cholesterol was combined with 370 mM methyl- β-
cyclodextrin (MβCD, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) in a
100:1 M ratio (MβCD/BODIPY-chol). Caco-2/TC7 cells were incubated
at their apical pole with MβCD/BODIPY-chol complex in serum-free
medium for 1 min at 37 °C. The final concentration of MβCD and
BODIPY-cholesterol were 0.185 mM and ~1 μM, respectively. Cells
were rinsed three times in warm PBS and then incubated with serum-
free medium for the indicated times and analyzed by confocal micro-
scopy.

Free cholesterol was visualized by filipin staining. Caco-2/TC7 cells
were incubated or not with 3 μg/ml U-18666A (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France) added in both compartments of the filter support for
18 h. Cells were then rinsed three times with PBS, fixed with 4% par-
aformaldehyde (PFA), and incubated with 0.05 mg/ml filipin (Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France) in PBS/10%serum for 15 min. After
extensive washing with PBS, cells were analyzed by confocal micro-
scopy using a UV filter set.

2.3. Cholesterol efflux analysis

Caco-2/TC7 cells were cultured on filter supports and incubated
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with [1,2-3H(N)]-cholesterol containing lipid micelles in the apical
compartment for 48 h. Apical and basal compartments of the filter were
then rinsed three times with serum-free medium. Cells were then col-
lected (T0) or incubated with fresh serum-free medium in the basal
compartment and with unlabelled lipid micelles devoid of cholesterol in
the apical compartment for 2 h. Total radioactivity was measured in
cells (T0) and in apical medium (T2 h) by liquid-scintillation counting
after lipid extraction with chloroform/methanol (2:1, v:v).

2.4. Confocal microscopy analysis

Confocal microscopy analyses were performed as described [26].
Briefly, cells were fixed with 4% PAF, permeabilized by 0.05% saponin
in PBS/10% serum and, when appropriate, stained for neutral lipids
with LD540 dye [28]. After nuclear staining by DAPI and postfixation
with 4% PFA, images were acquired by laser scanning confocal mi-
croscopy (LSM 710 microscope; Carl Zeiss) and analyzed with ZEN
software (Carl Zeiss).

2.5. RT-PCR analysis

Total RNAs were extracted from differentiated Caco-2/TC7 cells and
used for real-time PCR analysis as previously described [29]. Oligonu-
cleotide sequences were as follows: forward, 5′-GTGAGATGGCAGAGA
ACGGTGTG-3′ and reverse, 5′-TGCCCCTTTGGTCTTGTCCA-3′ for
human PLIN2 mRNA; forward 5′- GCCTTAGCTACAGGAGAGAA-3′ and
reverse, 5′-TTTCCTCCTGTGCCATCTC-3′ for human PPIB mRNA (re-
ference gene).

2.6. Western blot analysis

Cell lysates and western blots were performed as previously de-
scribed [14]. Primary antibodies were used against human SR-B1 (BD
610882, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and human ANXA2
(BD 610068, BD Biosciences, Le pont de Claix, France).

2.7. Preparation of raft-like/detergent-resistant membranes

Detergent-resistant membranes (DRM) were prepared from a su-
crose gradient as previously described [14]. Briefly, 108 Caco-2/TC7
cells were homogenized on ice in 2 ml of TRIS-buffered saline (TBS)
(10 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl) containing 1% Triton X-100 and
protease inhibitors. Cell homogenates were adjusted to 40% sucrose
with 2 ml of 80% sucrose/TBS. The resulting 4 ml were covered with
4 ml of 30% sucrose and 4 ml of 5% sucrose and centrifuged (SW41, L8
Beckman, 18 h, 39,000 rpm, 4 °C). Sequential 1 ml fractions were col-
lected from the top of the tube and fractions 3 to 5, corresponding to
DRM were pooled.

2.8. Lipidomic analysis

Detergent-resistant membranes collected from the sucrose gradient
were kept at −80 °C until use. Lipid standards di-myristoyl phospha-
tidylcholine (DMPC), 19:0-lysophosphatidylcholine (19:0-LPC), di-
myristoyl phosphatidylethanolamine (DPME), myristoyl-lysopho-
sphatidylethanolamine (MLPE), di-myristoyl phosphatidylserine
(DMPS), d18:1/17:0 sphingomyelin (17:0-SM) and d18:1/17:0 cer-
amide were used; all of them were purchased from Avanti Polar Lipids
(Coger, Paris, France). LC-MS/MS quality grade solvents were pur-
chased from Fischer Scientific (Illkirch, France). Other chemicals of the
highest grade available were purchased from Sigma Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). For quantification of total cholesterol by GS-
MS analysis, DRM fractions (20 μl) were spiked with epicoprostanol
(2 μg) used as internal standard. Total cholesterol was quantified by
GC–MS as previously described [30]. A calibration curve was generated
with cholesterol standards processed as DRM fraction samples. For

quantification of the different classes of lipids by LC-MS/MS, the DRM
fraction (180 μl) was spiked with 20 μl of an internal standard mix
containing 1000 ng DMPC, 250 ng 17:0-SM, 500 ng 19:0LPC, 200 ng
DMPE, 400 ng DMPS, 100 ng MLPE and 100 ng d18:1/17:0 Cer. Total
lipids were further extracted according to the method of Folch et al.
[31]. Targeted lipidomic analysis by LC-MS/MS was conducted in
Mutiple Reaction Monitoring mode as previously described [32].

2.9. Proteomic analysis

Detergent-resistant membranes collected from sucrose gradient
were dialyzed (Flot-A-lyser G2 3.5-5 kDa, Spectrumlabs, Breda, The
Netherlands) for 3 h at 4 °C and then concentrated using an amicon
Ultra-4 filter (ultracel-3 membrane 3 kDa, Millipore, Fontenay-sous-
Bois, France) according to the manufacturer's instructions. DRM were
then centrifuged (20 min, 12,000 g, 4 °C) and kept at −80 °C until use.
Proteins from DRM samples were processed as previously described
[33]. Briefly, proteins were first extracted with a Urea-containing buffer
(6 M urea, 2.2 M thiourea, 5 mM EDTA, 0.1%SDS, 5% N-octyl gluco-
side, 50 mM Tris-HCl) and separated shortly (1 cm) on a 1D 4–12%
acrylamide gel electrophoresis (ThermoScientific, Villebon sur Yvette,
France). Proteins were excised from gel, reduced, alkylated and di-
gested by Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade, (Promega, Char-
bonnières-les-Bains, France). Peptides (2 μg) were separated with the
nanoRSLC (ThermoScientific) fitted with a C18 trapping column (5 μm
average particle diameter; 300 μm inner diameter × 5 mm length;
ThermoScientific) and a C18 analytical column (2 μm average particle
diameter; 75 μm inner diameter × 150 mm length; ThermoScientific).
A 120-min gradient was performed and peptides were analyzed by
nanoLC-MS/MS using an LTQ-Orbitrap Elite mass spectrometer
equipped with the Advion TriVersa NanoMate nanospray source. Full-
scan spectra from a mass/charge ratio of 400 to one of 1700 at a re-
solution of 120,000 full width at half maximum were acquired in the
Orbitrap mass spectrometer. From each full-scan spectrum, the 20 ions
with the highest intensity were selected for fragmentation in the ion
trap.

The acquired data were searched against the International Protein
Index/UniProt using Mascot and X!Tandem. Based on tandem mass
spectometry data, peptides and proteins identifications were validated
through Peptide- and ProteinProphet software [34]. At the end of the
above steps, each injection is described by a list of validated proteins
and peptides. Peptides that were not identified in at least 2 of the 3
technical replicates injected per sample were excluded [35]. Retention
times were then aligned and peptide intensities extracted using the
MASIC software [36]. Using this quantification, a new filter based on
the coefficients of variation of each peptide in each sample is applied to
discard poorly reproducible peptides [35]. A linear mixed model was
used to select differential proteins in DRM from WT SR-B1- and SR-B1-
Q445A-expressing cells (Clough et al., 2012). The FDR (false discovery
rate) correction was applied to take into account the high dimension
(far more tested variables than samples). Only proteins identified with
at least 2 peptides fragments and with a fold change higher than 2, with
a FDR at 5%, were kept.

2.10. Statistical analysis

For comparing two groups, unpaired Mann-Whitney test was used.
For multiple comparisons, one-way ANOVA or two-way ANOVA were
performed, followed by Dunnett's multiple comparison tests or
Bonferroni's multiple comparison tests, depending on the combinations
of comparisons. All analyses were performed using Prism software
(GraphPad prism software, La Jolla, CA, USA).
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3. Results

3.1. SR-B1-dependent lipid sensing modulates cholesterol distribution in
intestinal epithelial cells

We first analyzed the link between SR-B1-dependent lipid sensing
and intracellular cholesterol distribution using the incapacity of the SR-
B1-Q445A mutant to bind plasma membrane cholesterol and trigger
intracellular signaling [15]. The intracellular distribution of cholesterol
was studied in WT SR-B1- or SR-B1-Q445A-expressing Caco-2/TC7 cells
in a pulse-chase experiment using BODIPY-cholesterol (Fig. 1A and
Fig. 1B). Cells were incubated for 1 h with BODIPY-cholesterol-con-
taining lipid micelles followed by 1 h of chase with unlabelled choles-
terol-containing lipid micelles. At the end of the experiment, we ob-
served an increased amount of BODIPY-cholesterol in SR-B1-Q445A-
expressing cells as compared to WT SR-B1-expressing cells, at both the
apical and intracellular levels. These results revealed impaired cellular
cholesterol trafficking in intestinal epithelial cells when SR-B1 cannot
trigger lipid sensing.

We then analyzed more precisely the intracellular localization of
BODIPY-cholesterol in both WT and SR-B1-Q445A-expressing cells. In
enterocytes as well as in Caco-2/TC7 cells, the supply of PPM is known
to induce the formation of lipid droplets [26,37], which store trigly-
cerides and cholesterol esters. We analyzed the localization of BODIPY-
cholesterol and of lipid droplets that were stained with the neutral lipid
dye LD540. We observed that BODIPY-cholesterol co-localizes with
lipid droplet staining (Fig. 1C) in both WT and SR-B1-Q445A-expressing
cells. However, SR-B1-Q445A cells display a more intense co-labelling
(Fig. 1C, merge), which could be related to an increased accumulation
of lipid droplets (Fig. 1C, LD540 staining) in these cells as compared to
WT SR-B1-expressing cells. Interestingly, such an accumulation of lipid
droplets is also observed in Caco-2/TC7 cells transfected with RNAi for
SR-B1 (Suppl. Fig. 2). We thus analyzed, in WT- and SR-B1-Q445A-
expressing cells, the expression of PLIN-2 (Fig. 1D), which is known to
be associated with lipid droplets and to modulate their formation and/
or their stabilization [37,38]. Before the addition of lipid micelles, we
observed that the two cell lines express similar PLIN-2 mRNA levels.
After a 24 h incubation with PPM, an increase of PLIN-2 mRNA abun-
dance is observed in both cell lines; however, the upregulation occurs to
a greater extent in SR-B1-Q445A cells as compared to WT SR-B1 cells.
Altogether these results indicate that SR-B1-dependent lipid sensing
participates to the dynamics of lipid droplets.

We next studied whether the observed perturbation of cholesterol
distribution in SR-B1-Q445A-expressing cells is associated with a
modification of cholesterol efflux. Cells were incubated for 48 h with
[3H]-cholesterol-containing lipid micelles and then chased for 2 h with
lipid micelles devoid of cholesterol in the apical compartment (Fig.1E).
We found that the apical efflux of [3H]-cholesterol is lower in SR-B1-
Q445A-expressing cells as compared to WT SR-B1-expressing cells,
whereas basal efflux of [3H]-cholesterol is similar in both cell types.
Thus, the modification of cholesterol distribution in SR-B1-Q445A cells
is associated with attenuated apical cholesterol efflux.

3.2. SR-B1 is involved in cholesterol trafficking from plasma membrane

Having previously observed that plasma membrane cholesterol
movement is required for SR-B1-dependent lipid sensing [15], we
analyzed the cholesterol trafficking between plasma membrane and
intracellular compartments in WT SR-B1- and SR-B1-Q445A-expressing
cells (Fig. 2). Cells were pulse-labelled by the addition of BODIPY-
cholesterol/methyl-β-cyclodextrin complexes (Bdp-Chol/CD) to the
apical compartment for 1 min at 37 °C, as previously described [27],
and then chased with a medium without Bdp-Chol/CD for 5 min or
60 min. This short pulse allows limited incorporation of BODIPY-cho-
lesterol into the cells, thus avoiding a saturation of the labelling and a
better visualization of cholesterol trafficking from the plasma

membrane [27]. After a 1 min pulse, the intensity of sub-apical
BODIPY-cholesterol labelling is similar in both cells (1′ pulse, Fig. 2A
and quantification in Fig. 2B). During the pulse-chase, the intensity of
sub-apical BODIPY-cholesterol labelling rapidly decreased in WT SR-
B1-expressing cells, probably due to a rapid metabolism or efflux of
BODIPY-cholesterol. In contrast, in SR-B1-Q445A cells BODIPY-cho-
lesterol continued to label the plasma membrane after 5 min of chase,
and accumulated in intracellular compartments after 60 min of chase.

We next analyzed the capacity of plasma membrane cholesterol in
WT SR-B1- and SR-B1-Q445A-expressing cells to be distributed in in-
tracellular compartments. We visualized free cholesterol using filipin
staining and studied free cholesterol movement using the properties of
compound U-18666A to inhibit cholesterol transport leading to an in-
tracellular accumulation of cholesterol [39]. Before U-18666A treat-
ment, a similar localization of free cholesterol at the plasma membrane
is observed in both WT and SR-B1-Q445A cell lines (Fig. 2C, ctrl pa-
nels). After U-18666A treatment, intracellular filipin signal is observed
in WT SR-B1-expressing cells, indicating that free cholesterol is accu-
mulating in vesicular structures (Fig. 2C, square showing an enlarge-
ment of the XY plan). By contrast, in SR-B1-Q445A-expressing cells
treated with U-18666A, filipin staining is mainly observed at the
plasma membrane, indicating that free cholesterol remains trapped at
this level. The quantification of filipin fluorescence intensity showed a
higher signal at plasma membrane (Fig. 2D) in SR-B1-Q445A cells
treated with U-18666A (as compared to U-18666A-treated WT SR-B1
cells) that is associated with a decreased intracellular filipin dot num-
bers (Fig. 2E). Altogether these results reveal an impairment of cho-
lesterol trafficking in cells expressing the SR-B1-Q445A mutant.

3.3. The expression of SR-B1-Q445A modifies the lipid composition of raft-
like domain

We showed previously, in intestinal epithelial cells, that SR-B1-de-
pendent lipid sensing is associated with the recruitment of SR-B1 in
raft-like membrane domains [14,15]. Raft domains of the plasma
membrane are signaling platforms characterized by a large amount of
cholesterol and sphingolipids that can be isolated by their properties to
be resistant to detergent action [40]. We thus determined whether the
observed perturbations of cholesterol trafficking in SR-B1-Q445A cells
are associated with alterations in raft lipid composition. We isolated
detergent-resistant membranes (DRM) from WT SR-B1 and SR-B1-
Q445A cells treated or not with PPM for 15 min, which is a time
compatible with the activation of lipid signaling [14]. We conducted
LC-MS/MS studies to determine lipid composition of DRM and analyzed
the total concentration of 10 lipid subclasses, cholesterol, ceramides,
phosphatidylcholine (PC), lysopPC (LPC), phosphatidylethanolamine
(PE), lysoPE (LPE), plasmalogen PE (pPE), phosphoinositide (PI),
phosphatidylserine (PS) and sphingomyelin (SM), as well as several
individual species in each subclass. In the absence of lipid micelle
treatment (Fig. 3), we observed that DRM from SR-B1-Q445A-expres-
sing cells display higher concentrations of cholesterol (+32%, Fig. 3A),
SM (+94%, Fig. 3B), PE (+24%, Fig. 3C), pPE (+72%, Fig. 3D), PI
(+59%, Fig. 3E) and PS (+51%, Fig. 3F), as compared to DRM from
WT SR-B1-expressing cells. By contrast, no change in the total con-
centration of PC, LPC, LPE and ceramides is observed between the two
cell lines (Fig. 3G, H, I, J). Among the individual lipid species analyzed
in the different lipid subclasses, d18:0/16:0 SM (Fig. 3K), one of the
most represented SM, and d18:0/C20:0 ceramide (Fig. 3L), a minor
species in this subclass, displayed the greatest increase of concentration
(approximately a 3 fold change) in DRM from SR-B1-Q445A cells as
compared to WT cells. Overall, the lipidomic analysis revealed that
DRM from SR-B1-Q445A cells display higher concentrations of lipids
(Fig. 4A), in particular of phospholipids (PL) (Fig. 4B), than those from
WT SR-B1 cells. The qualitative analysis of lipid composition of DRM,
achieved by the calculation of SM to total PL ratio (Fig. 4C) revealed
that DRM from SR-B1-Q445A cells are enriched in SM as compared to
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Fig. 1. SR-B1-dependent lipid sensing modulates cholesterol processing and lipid droplet dynamics. (A) Pulse-chase experiments were conducted on Caco-2/TC7 cells stably transfected
with WT SR-B1 or SR-B1-Q445A. Cells were cultured on semi-permeable filters in the presence of BODIPY-cholesterol-containing lipid micelles in the apical compartment of the filter for
1 h (pulse), and then with unlabelled cholesterol-containing lipid micelles for one more hour (chase). At the end of the experiment, BODIPY-cholesterol (Bdp-Chol; purple) distribution
was analyzed by confocal microscopy. Diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue) is used for visualization of nuclei. Bar = 10 μm. (B) Summary data (mean ± SEM) for Bdp-Chol fluor-
escence quantified at both apical and intracellular XY planes (5 fields per condition). ***p < 0.001 versus WT SR-B1 expressing cells. (C) Transfected Caco-2/TC7 cells described in (A)
were cultured for 1 h with Bdp-Chol-containing lipid micelles. Neutral lipids of lipid droplets were stained with LD540 dye (purple). Co-localization of lipid droplets and Bdp-Chol (green)
was analyzed by confocal microscopy. Enlarged views of the fields designated by white rectangles are displayed on the right. DAPI (blue) is used for nucleus staining. Bar = 10 μm. (D)
Cells expressing WT SR-B1 (WT) and SR-B1-Q445A (Q445A) were cultured in the presence (+) or absence (−) of PPM for 24 h. The mRNA levels of PLIN2 were quantified by RT-PCR.
Results are expressed as the ratio (mean ± SEM, n = 6) of PLIN2 mRNA levels to cyclophilin mRNA level used as control. *p < 0.05 and ***p < 0.01 as compared to the same cell line
in absence of PPM; #p < 0.05, n= 5. (E) Cells were cultured in the presence of [3H]-cholesterol-containing lipid micelles in the apical compartment for 48 h. At the end of treatment
(T0), cells were washed and then incubated for 2 h with unlabelled lipid micelles devoid of cholesterol in the apical compartment. Radioactivity was then quantified in the apical (left
panel) and basal (right panel) medium. Results are expressed as percentage of radioactivity counted in the corresponding medium to the radioactivity counted in cells at T0,
mean ± SEM of 6 independent cultures. * p < 0.05, ns: non-significant.
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WT SR-B1 cells. Altogether, these results show that the presence of the
mutated form of SR-B1 modifies the lipid composition of DRM.

After the addition of lipid micelles, changes in DRM lipid compo-
sition were observed. Lipid micelle treatment promotes a marked in-
crease in LPC concentration, but this modification occurs to the same
extent in both cell lines (Suppl. Fig. 3). This dramatic increase in LPC
concentration probably results from the incorporation of exogenous
LPC, provided by PPM, within cell membranes. More interestingly, after
the supply of lipid micelles, the alterations in the concentrations of
certain lipids differed in DRM of WT SR-B1 as compared to SR-B1-

Q445A cells (Table 1). In DRM from WT SR-B1-expressing cells, the
concentration of d18:0/16:0 SM increased by 17% upon lipid micelle
provision, and the concentration of 18:0/0:0 LPE increased by 43%. In
contrast, no alterations were observed in these lipids in DRM from SR-
B1-Q445A-expressing cells after PPM treatment. These results indicate
that d18:0/16:0 SM and 18:0/0:0 LPE may be involved in SR-B1-de-
pendent signaling in response to lipid micelles. On the other hand,
several lipid concentrations in DRM were decreased after PPM supply in
SR-B1-Q445A-expressing cells whereas they remained unchanged after
such treatment in WT SR-B1 cells (Table 1). This included a decrease of

Fig. 2. SR-B1 is involved in cholesterol trafficking from plasma membrane. (A) Pulse-chase experiments were conducted on Caco-2/TC7 cells stably transfected with WT SR-B1 or SR-B1-
Q445A. Cells were cultured on semi-permeable filters and incubated in presence of BODIPY-cholesterol combined with methyl- β-cyclodextrin (Bdp-Chol/CD) in the apical compartment
for 1 min (pulse), and then with culture medium without cholesterol for 5 min and 1 h (chase). BODIPY-Cholesterol (purple) distribution was analyzed by confocal microscopy. DAPI
(blue) is used for visualization of nucleus. Sub-apical XY planes are shown. Bar = 10 μm. (B) Summary data (mean ± SEM) for Bdp-Chol fluorescence intensity quantified at sub-apical
XY planes (5 fields per condition) are expressed as arbitrary units (a.u.). **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus WT SR-B1 expressing cells. (C) Cells were incubated or not (ctrl) with U-
18666A for 18 h, then free cholesterol was visualized by filipin staining (purple). Rectangles and squares on the right of the XY planes represent enlargement of the selected area.
Bar = 10 μm (D) Filipin fluorescence intensity at plasma membrane reported to surface area was quantified in both cell lines with or without U18666A treatment. Results are expressed as
arbitrary units (a.u.), mean ± SEM, (5 fields per condition). ####p < 0.0001 as compared to WT SR-B1 in absence of U-18666A, ****p < 0.0001 as compared to U-18666A-treated
WT SR-B1 cells, ns: non-significant (E) Intracellular filipin dot numbers were quantified in both cell lines after U18666A treatment. Results are expressed as mean ± SEM (5 fields per
condition). ****p < 0.0001 as compared to WT SR-B1.
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total ceramide (−28%) and of total PE (−10%) as well as several in-
dividual lipid species in different subclasses (Table 1).

Altogether these results show that lipid composition of raft-like
membrane domains is modified during SR-B1-dependent lipid sensing.

3.4. SR-B1-dependent lipid signaling modifies the protein composition of
raft-like domains

In order to identify proteins in raft domains that could be involved
in the SR-B1-dependent lipid sensing and resulting signaling in in-
testinal epithelial cells, we analyzed and compared changes in the
amounts of DRM proteins after PPM supply in WT SR-B1- versus SR-B1-
Q445A-expressing cells (Table 2). We isolated detergent-resistant
membranes from both cell lines before and 15 min after PPM supply.
The quantity of total protein was similar in all DRM (data not shown).
Proteins were identified by mass spectrometry, and changes in protein
amounts induced by PPM treatment for each cell line were determined.

We first analyzed modifications of protein amounts in DRM from
WT SR-B1-expressing cells after PPM supply. We found that PPM supply
promotes significant changes in the abundance of 41 proteins in DRM
from WT SR-B1 cells, 25 of them being more represented and 16 of
them less represented as compared to the condition without PPM
treatment (Table 2). These proteins have been classified in several
function categories according to UniProt Consortium annotations.

We then determined whether the amounts of these 41 identified
proteins were also modified after PPM supply in DRM from SR-B1-Q445A
cells. We observed that 5 of them (Table 2, green lines) displayed similar
directional change in abundance in DRM from SR-B1-Q445A as com-
pared to WT SR-B1 cells after PPM supply, suggesting that these proteins
are not involved in SR-B1-dependent lipid sensing. More importantly, we
found that 6 proteins, namely anterior gradient protein 2 homolog
(AGR2), keratin, type I cytoskeletal 9 (K1C9), VPS9 domain-containing
protein 1 (VP9D1), L-lactate dehydrogenase B chain (LDHB), Syntaxin-16
(STX16) and heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H (HNRH1)

Fig. 3. SR-B1-Q445A-expressing cells display changes in detergent-resistant membrane lipid composition as compared to WT SR-B1 cells. Detergent-resistant membranes were isolated
from WT SR-B1- and SR-B1-Q44A-expressing cells. Concentrations of six lipid subclasses (A-J), of d18:0/16:0 SM (K) and d18:0/C20:0 ceramide (L) were determined by LC-MS/MS:
cholesterol (chol), SM (sphingomyelin), PE (phosphatidylethanolamine), pPE (plasmalogen PE), PI (phosphoinositide) and PS (phosphoserine), PC (phosphatidylcholin), LPC (lysopPC),
LPE (LysoPE) and ceramides. Results are expressed in μM as mean ± SEM from three independent experiments. *p < 0.05,**p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared to WT SR-B1-
expressing cells.

E. Morel et al. BBA - Molecular and Cell Biology of Lipids 1863 (2018) 199–211

205



displayed opposite variations in DRM from SR-B1-Q445A as compared to
WT SR-B1 cells after PPM supply (Table 2, red lines). AGR2 is involved in
protein processing, K1C9 belongs to an intermediate filament family,
VP9D1 participates in ion transport, LDHB is involved in oxidation-re-
duction processes, STX16 plays a role in vesicular docking and fusion,
and HNRH1 participates in the maturation of mRNA. Displaying

disparate recruitment to DRM in WT versus SR-B1-Q445A cells, these six
proteins are candidates for molecules involved in SR-B1-dependent sig-
naling in response to lipid movement. Additional candidates are the 30
proteins whose abundance changed after PPM supply in DRM from WT
SR-B1 but not in SR-B1-Q445A cells (Table 2, uncoloured lines). These
proteins belong to functional categories related to 1) cell adhesion/

Fig. 4. Changes of total lipid and total phospho-
lipid concentrations, as well as sphingomyelin to
phospholipid ratio in detergent-resistant mem-
branes of SR-B1-Q445A cells as compared to WT
SR-B1 cells. Concentration in DRM fractions of
(A) total lipid calculated by summing all lipid
subclasses and (B) total phospholipid calculated
by summing the PC, PE, PS, PI, LPC, pPE, LPE
obtained from LC-MS/MS experiments. Results
are expressed in μM as mean ± SEM from three
independent experiments. *p < 0.05 as com-
pared to WT SR-B1-expressing cells. (C) The SM/
PL ratio was calculated from concentrations of
total SM and total PL for each condition. Results
are expressed as arbitrary units (a.u.) ± SEM
from three independent experiments, *p < 0.05
as compared to WT SR-B1-expressing cells.

Table 1
Lipid concentrations in DRM are modified differentially between WT SR-B1 and SR-B1-Q445A after PPM supply.

Subclass Lipids WT SR-B1 (mM, mean ± SEM) SR-B1-Q445A (mM, mean ± SEM) WT vs WT PPM Q445A vs Q445A PPM

Species – PPM – PPM Variation p Value Variation p Value

SM d18:0/16:0 3.44 ± 0.07 4.04 ± 0.17 10.21 ± 0.04 10.19 ± 0.42 +17% 0.03 – 0,96
d18:1/18:0 0.38 ± 0.02 0.36 ± 0.01 0.58 ± 0.02 0.50 ± 0.01 – 0.4 -14% 0.02
d18:1/24:1 2.68 ± 0.35 2.42 ± 0.17 4.23 ± 0.15 3.58 ± 0.13 – 0.54 −15% 0.03

PC 16:0/16:1 13.9 ± 1.61 12.44 ± 2.13 20.37 ± 0.65 17.79 ± 0.64 – 0.61 −12% 0.047
LPE 18:0/0:0 2.78 ± 0.27 3.98 ± 0.27 3.25 ± 0.2 3.79 ± 0.03 +43% 0.035 – 0.053
PE Total 39.78 ± 2.68 40.14 ± 3.53 49.14 ± 0.85 44.01 ± 0.98 – 0.94 −10% 0.017

16:0/18:2 1.51 ± 0.22 1.37 ± 0.34 1.91 ± 0.08 1.55 ± 0.05 – 0.75 −19% 0.016
16:0/18:1 6.47 ± 0.6 6.15 ± 0.92 8.89 ± 0.18 7.48 ± 0.17 – 0.78 −16% 0.005
17:0/17:0 0.57 ± 0.05 0.53 ± 0.03 0.47 ± 0.004 0.41 ± 0.01 – 0.56 −13% 0.019
18:1/18:2 0.84 ± 0.08 0.84 ± 0.1 1.03 ± 0.04 0.90 ± 0.03 – 0.99 −12% 0.038
18:0/18:2 6.31 ± 0.56 6.41 ± 0.87 7.8 ± 0.22 6.98 ± 0.19 – 0.93 −10% 0.048
18:0/18:1 12.32 ± 0.68 12.36 ± 0.92 14.69 ± 0.04 13.2 ± 0.23 – 0.97 −10% 0.0029
16:0/22:6 0.59 ± 0.06 0.58 ± 0.06 0.78 ± 0.03 0.67 ± 0.02 – 0.84 −14% 0.045
18:1/22:6 0.24 ± 0.02 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.01 0.23 ± 0.004 – 0.96 −11% 0.049

pPE 16:0p/18:1 0.32 ± 0.027 0.33 ± 0.026 0.57 ± 0.016 0.46 ± 0.009 – 0.8 −19% 0.0036
16:0p/20:4 0.11 ± 0.014 0.13 ± 0.011 0.18 ± 0.007 0.16 ± 0.001 – 0.33 −11% 0.030

PS 16:0/18:1 5.55 ± 0.29 5.14 ± 0.58 8.10 ± 0.17 7.10 ± 0.25 – 0.56 −12% 0.029
Ceramide Total 7.33 ± 0.603 6.07 ± 0.242 8.84 ± 0.362 6.39 ± 0.223 – 0.12 −28% 0.0044

d18:1/14:0 0.24 ± 0.022 0.18 ± 0.015 0.3 ± 0.024 0.18 ± 0.005 – 0.09 −38% 0.0085
d18:1/16:0 1.62 ± 0.081 1.39 ± 0.076 1.85 ± 0.109 1.32 ± 0.039 – 0.11 −29% 0.01
d18:1/18:0 0.036 ± 0.004 0.028 ± 0.002 0.043 ± 0.002 0.028 ± 0.003 – 0.13 −25% 0.01
d18:1/20:0 0.027 ± 0.002 0.017 ± 0.003 0.043 ± 0.004 0.029 ± 0.002 – 0.061 −35% 0.025
d18:1/22:0 0.5 ± 0.055 0.39 ± 0.017 0.69 ± 0.013 0.48 ± 0.044 – 0.14 −32% 0.01
d18:1/24:1 2.33 ± 0.373 1.77 ± 0.226 2.56 ± 0.07 1.69 ± 0.092 – 0.27 −33% 0.0017
d18:1/24:0 1.88 ± 0.105 1.63 ± 0.109 2.31 ± 0.125 1.76 ± 0.067 – 0.16 −24% 0.018
d18:1/26:0 0.039 ± 0.005 0.034 ± 0.04 0.047 ± 0.001 0.037 ± 0.001 – 0.58 −21% 0.0011

WT SR-B1- and SR-B1-Q445A-expressing cells were cultured in absence (−) or in presence of lipid micelles (PPM) for 15 min. Detergent-resistant membranes (DRM) were isolated
through a sucrose gradient and lipid concentrations were determined by LC-MS/MC analysis. Results (mM) are expressed as mean ± SEM from three independent experiments. The
species representing> 10% of the total amount of species analyzed in their lipid subclass are underlined. Statistical changes (variation and p value) are in bold.
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junction and cytoskeleton, such as the junctional adhesion molecule A
(JAM1) and the intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), which are
involved in cell-cell contact; 2) protein interaction/processing, such as
peroxisomal membrane protein PEX14 involved in protein-protein
docking, and calnexin (CALX) involved in protein folding; 3) oxidation/
reduction, such as the NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha sub-
complex subunit 2 (NDUA2); 4) ion transport, such as V-type proton
ATPase subunit D (VATD); 5) pre-mRNA processing, such as Hetero-
geneous nuclear ribonucleoprotein K (HNRPK); and 6) signal transduc-
tion, such as the cAMP-dependent protein kinase type II-alpha regulatory
subunit (KAP2), protein FA83B and the High affinity cAMP-specific and
IBMX-insensitive 3′,5′-cyclic phosphodiesterase 8A (PDE8A). The vesicle-
associated membrane protein 8 (VAMP8), which is involved in vesicular
trafficking, is also present among the 30 proteins that remain unchanged
after PPM supply in DRM from SR-B1-Q445A cells as compared to WT
SR-B1 cells.

Altogether these results showed that SR-B1-dependent lipid sensing
is associated with changes in the amount of several proteins in de-
tergent-resistant membranes.

4. Discussion

SR-B1-dependent lipid sensing has been previously characterized in
endothelial cells and in intestinal epithelial cells [14,15,41]. The dis-
covery that the glutamine at the position 445 in the C-terminal trans-
membrane domain of SR-B1 was crucial in this process revealed that the
lipid sensing is dependent on the interaction of SR-B1 with plasma
membrane cholesterol [15]. The plasma membrane cholesterol sensing
is also required for the recruitment of SR-B1 in raft-like membrane
domains upon lipid micelle stimulation in intestinal epithelial cells. In
the present study, we analyzed changes in the lipid and protein com-
position of raft-like domains occurring during SR-B1-dependent lipid
sensing in intestinal epithelial cells, and also the impact of this sensing
on cholesterol trafficking. We discovered that a defect in SR-B1-medi-
ated lipid sensing leads to an alteration of cholesterol distribution and
to a decreased apical cholesterol efflux. Associated with these events,
we observed, using SR-B1-Q445A or RNA interference, an exaggerated
accumulation of lipid droplets in the absence of efficient SR-B1-de-
pendent lipid sensing. Such a link between SR-B1 and lipid droplet

Table 2
List of proteins whose abundance in DRM changes after PPM supply in WT SR-B1- versus SR-B1-Q445A-expressing cells.

 fold change
after PPM

p value accession function
 fold change
after PPM

p value

212.49 2.34E-05 P00403 COX2 Cytochrome C oxydase sub unit 2 oxidation-reduction 0.67 0.517

76.88 3.5E-07 Q9UJU6 DBNL Drebin-like protein cell adhesion/junction and cytoskeleton 1.27 0.345

9.42 0.012 P40227 TCPZ T-complex protein 1 subunit zeta protein interaction/processing 0.52 0.369

8.42 0.007 P42167 LAP2B Lamina-associated polypeptide 2 isoforms b/g nucleus/transcription/translation 1.38 0.747

8.17 1.01E-05 P46777 RL5 60S ribosomal protein L5 protein interaction/processing 1.09 0.715

7.13 0.014 Q9Y5K8 VATD V-type proton ATPase subunit D ion transport 0.76 0.77

6.89 0.016 P37059 DHB2 Estradiol 17-beta-dehydrogenase  steroid, lipid metabolism 0.85 0.864

6.29 1.4E-07 O43169 CYB5B Cytochrome b5 oxidation-reduction 1.31 0.011
5.55 0.032 P61978 HNRPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K nucleus/transcription/translation 1.73 0.524

4.10 0.009 O75381 PEX14 Peroxisomal membrane protein PEX14 protein interaction/processing 0.80 0.727

3.90 0.004 P56134 ATPK ATP synthase subunit f oxidation-reduction 0.52 0.071

3.55 0.044 Q9NRR3 C42S2 Cdc42 small effector protein 2 cell adhesion/junction and cytoskeleton 0.89 0.851

3.36 0.011 O95994 AGR2 Anterior gradient protein 2 homolog protein interaction/processing 0.12 0.0006
3.13 0.004 O43678 NDUA2 NAH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex subunit 2 oxidation-reduction 1.09 0.801

3.12 0.047 P50454 SERPH Serpin H cell adhesion/junction and cytoskeleton 0.46 0.175

3.01 0.002 Q8NBX0 SCPDL Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase oxidation-reduction 1.31 0.456

2.87 0.035 Q12907 LMAN2 Vesicular integral-membrane protein VIP36 vesicular traficking/autophagy 1.14 0.815

2.65 0.025 P51114 FXR1 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 nucleus/transcription/translation 1.80 0.123

2.54 0.01 P40879 S26A3 Chloride-anion exchanger ion transport 0.98 0.956

2.46 0.003 Q9H6A9 PCX3 Pecanex-like protein 3 unclassified 2.36 0.0033
2.28 0.017 P36578 RL4 60S ribosomal protein L4 protein interaction/processing 1.40 0.296

2.17 0.015 Q9Y624 JAM1 Junctional adhesion molecule A cell adhesion/junction and cytoskeleton 1.25 0.545

2.13 3.22E-06 P35527 K1C9 Keratin, type I cytoskeletal 9 cell adhesion/junction and cytoskeleton 0.60 0.0019
2.12 1.41E-06 P27824 CALX Calnexin protein interaction/processing 1.01 0.974

2.06 5.95E-05 Q16864 VATF V-type proton ATPase subunit F ion transport 1.37 0.0061

0.50 0.031 P13861 KAP2 cAMP-dependent protein kinase type II-alpha regulatory subunit signal transduction 0.81 0.547

0.49 0.002 Q15363 TMED2 Transmembrane emp24 domain-containing protein 2 vesicular traficking/autophagy 0.66 0.0197
0.47 0.0036 Q9Y2B5 VP9D1 VPS9 domain-containing protein 1 ion transport 1.78 0.012
0.46 0.0067 p07195 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain oxidation-reduction 1.66 0.035
0.43 0.002 Q14974 IMB1 Importin subunit beta-1 protein interaction/processing 1.16 0.394

0.41 0.012 Q9BV40 VAMP8 Vesicle-associated membrane protein 8 vesicular traficking/autophagy 0.97 0.956

0.41 0.044 Q5T0W9 FA83B Protein FAM83B signal transduction 0.74 0.541

0.41 0.011 Q8N3R9 MPP5 MAGUK p55 subfamily member 5 cell adhesion/junction and cytoskeleton 0.76 0.515

0.40 0.005 O14662 STX16 Syntaxin-16 vesicular traficking/autophagy 2.88 0.002
0.38 0.030 Q99536 VAT1 Synaptic vesicule amine transport oxidation-reduction 1.02 0.974

0.38 0.016 Q99623 PHB2 Prohibitin-2 nucleus/transcription/translation 1.40 0.412

0.32 0.001 P05362 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 cell adhesion/junction and cytoskeleton 0.77 0.411

0.29 9.3E-05 Q5T0Z8 CF132 Uncharacterized protein C6orf132 unclassified 1.22 0.224

0.25 0.0002 P08574 CY1 Ubiquinol-Cytochrome-C Reductase Complex Cytochrome C1 Subunit oxidation-reduction 0.48 0.043
0.17 1.92E-06 P31943 HNRH1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H nucleus/transcription/translation 1.41 0.022
0.14 0.024 O60658 PDE8A High affinity cAMP-specific and IBMX-insensitive 3',5'-cyclic phosphodiesterase 8A signal transduction 0.92 0.950

WT SR-B1 Q445A-SR-B1

protein name

WT SR-B1- and SR-B1-Q445A- expressing cells were cultured in absence (−) or in presence of lipid micelles (PPM) for 15 min. Detergent-resistant membranes (DRM) were isolated
through sucrose gradient and protein enrichment was determined by tandem mass spectrometry analysis. Proteins with a fold change higher than 2 in DRM from WT SR-B1-expressing
cells after PPM supply are listed. Fold change variation of these proteins in DRM from SR-B1-Q445A-expressing cells are reported. P values< 0.05 are in bold. Proteins with similar
direction change in their abundance in DRM after PPM in WT SR-B1- and SR-B1-Q445A-expressing cells are highlighted in green. Proteins with opposite variations induced by PPM in
DRM in WT SR-B1- versus SR-B1-Q445A expressing cells are highlighted in red. Proteins unchanged in abundance in DRM after PPM supply in SR-B1-Q445A-expressing cells are indicated
by a lack of highlighting.
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dynamics could be suggested from previous reports. Indeed, SR-B1 is
found associated with lipid droplets during fat absorption in en-
terocytes [42,43]. SR-B1 is also present in mature adipocytes, where it
could be involved in lipid storage in adipose tissue [44,45]. Interest-
ingly, our proteomic analysis of DRM from WT SR-B1 cells revealed
increased DHB2 protein abundance in DRM after PPM supply, and this
did not occur in DRM from SR-B1-Q445A-expressing cells. Although
DHB2, which belongs to the family of 17β-hydroxysteroid dehy-
drogenases, is mainly known for its role in steroid metabolism, it has
been shown to be associated with lipid droplets in intestinal epithelial
cells. Its depletion increased triglyceride secretion, suggesting a role for
this enzyme in the control of the balance between lipid storage and lipid
secretion in these cells [29].

The impact of SR-B1 on cellular cholesterol metabolism has been
mainly understood in the context of selective cholesteryl ester uptake
from HDL and in the bidirectional flux of free cholesterol between cells
and HDL (for review [21]). SR-B1 is known to be localized to caveolae/
lipid rafts and to interact with several phospholipids [46–48]. A
number of these studies indicated that SR-B1-dependent cholesterol
flux may be mediated by changes in the lipid organization of the plasma
membrane and particularly that of the raft membrane domains
[49–52]. Our lipidomic analysis revealed that the presence of SR-B1-
Q445A per se modifies the lipid composition of DRM as compared to
cells expressing the wild type form of SR-B1. These modifications,
which are characterized by increases in cholesterol, sphingomyelins,
and several phospholipids, result in a relative enrichment of sphingo-
myelins versus total phospholipids in DRM. It has been observed that
sphingomyelins are critical for cholesterol sequestration in the plasma
membrane [53] and for the regulation of cholesterol efflux [54].
Moreover, modulation of SM amount in HDL or in cell membrane
modified SR-B1-dependent cholesterol flux [55,56]. Interestingly, two

point mutations in the extracellular loop of human SR-B1 (S112F and
T175A) result in a reduced efflux of free cholesterol to HDL and in the
impairment of the redistribution of free cholesterol pools at the plasma
membrane [57]. Thus, our findings provide evidence that, through its
capacity to bind plasma membrane cholesterol, SR-B1 governs the lipid
composition of raft-like membrane domains, thereby preparing a fa-
vourable environment for lipid sensing processes.

We analyzed additionally whether SR-B1-dependent lipid sensing is
associated with modifications in the lipid composition of DRM.
Lipidomic analysis showed that PPM supply provokes an enrichment of
d18:0/16:0 SM and 18:0/0:0 lysophosphatidylethanolamines in WT SR-
B1 cells. This enrichment is not observed in DRM from SR-B1-Q445A
after PPM supply, suggesting that these lipids may be involved in SR-
B1-dependent lipid sensing and in the resulting intracellular signaling.
Although these lipids belong to classes of lipids recognized to be in-
volved in cell signaling, their specific roles in such processes are largely
unknown. Sphingomyelins are important structural component of lipid
rafts that can be metabolized into ceramides, which induce changes in
membrane fluidity [58] and impairment of receptor-dependent sig-
naling [59,60]. Lysophosphatidylethanolamines are minor components
of the cell membrane which are able to induce calcium-related and
MAPK signaling in several cell lines [61–64].

In addition to the changes in the lipid composition of DRM that
occurred during SR-B1-dependent lipid signaling, we compared al-
terations in protein abundance in DRM from WT SR-B1- and SR-B1-
Q445A-expressing cells after PPM supply. Proteins present in DRM are
generally hydrophobic and their identification by proteomic analysis is
dependent on their intrinsic properties and on the detergents used to
solubilize and extract them [65,66]. Moreover, we selected only pro-
teins that were covered by> 2 peptides. SR-B1 itself was not re-
producibly identified, in reproducible manner, by our proteomic

Fig. 5. SR-B1-dependent lipid sensing is linked to cholesterol trafficking and modifications of lipid and protein composition of detergent-resistant membranes in intestinal epithelial cells.
In intestinal epithelial cells, SR-B1-dependent lipid sensing in response to lipid micelles requires plasma membrane cholesterol (Chol) interaction with the glutamine at position 445
(Q445) in the C-terminal transmembrane domain of SR-B1 [14,15]. In this study, we identified that SR-B1-dependent lipid sensing is linked to intracellular cholesterol trafficking from
plasma membrane and towards lipid droplet (LD) as well as cholesterol efflux. Lipidomic analysis of detergent-resistant membranes (DRM) revealed that the enrichment of d18:0/16:0 SM
and 18:0/0:0 PE is associated with SR-B1-dependent lipid sensing. Moreover, we observed an increased abundance of 22 proteins and a decreased abundance of 14 proteins in DRM after
lipid micelles supply, highlighting their potential role in SR-B1-dependent lipid signaling. SM: spingomyelin; PE: phosphatidylethanolamine; N: N-terminal region.
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analysis procedure, probably due to its low solubility. Nevertheless, our
study revealed modifications in the abundance of a variety of proteins
involved in several cellular processes (Table 2). Most of them are re-
lated to the cytoskeleton and oxidation/reduction metabolism. It is well
known that the dynamics of plasma membrane organization and lipid
raft assembly are dependent on the actin cytoskeleton and that they
consume large amounts of ATP (for review [67]). Additionally, many
proteins involved in oxidation/reduction process are located in DRM
[68] and they were identified to be altered by PPM supply (such as
COX2, VATD, ATPK, VATF). Moreover, this dynamic organization of
the plasma membrane is linked to the endosomal/lysosomal system,
where an ATP-dependent acidification of vesicles occurs [69,70]. In our
study, we also observed changes in the abundance of syntaxin-16
(STX16) and vesicle-associated membrane protein 8 (VAMP8). These
proteins belong to the SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor) family, which is involved in
membrane fusion and vesicular trafficking [71]. SNARE proteins par-
ticipate also in cholesterol trafficking [72], and particularly in its
movement from lipid droplets to mitochondria during steroidogenesis
[73,74]. SNARE proteins have been implicated additionally in autop-
hagy [75], which is a cellular process that controls lipid droplet dy-
namics in intestinal epithelial cells [26]. Moreover, our proteomic
analysis showed changes in the abundance of proteins involved directly
in signal transduction. These included KAP2 (cAMP-dependent protein
kinase type-II), and PDE8A (phosphodiesterase 8A), which are linked to
cAMP-dependent signaling [76,77], and FA83B (Protein FAM83B),
which is involved in epidermal growth factor receptor activation and
downstream RAS/MAPK and PI3K/AKT/TOR signaling cascades
[78,79]. Finally, we observed an increased abundance of PEX14 (Per-
oxisomal membrane protein PEX14) in DRM from WT SR-B1 cells after
PPM supply that did not occur in DRM from SR-B1-Q445A cells. PEX14
is an important component of peroxisomal import machinery and it
interacts directly with other peroxin proteins such as PEX5 [80,81],
which binds peroxisomal targeting signal type 1 (PTS1)–containing
proteins such as SR-B1 [82]. Interestingly, PEX14 is also able to interact
with LC3 protein involved in autophagy in a process dependent on
nutrient availability [83]. Although the discrete functions of these
proteins that are pertinent to their recruitment to DRM in response to
PPM are yet to be elucidated, it is apparent that the dynamics of DRM
composition are greatly influenced by the capacity of SR-B1 to bind
plasma membrane-associated cholesterol and to initiate signaling in
response to PPM.

In summary, our studies demonstrated that a point mutation in SR-
B1 abolishing the property of the receptor to sense lipids induces
modifications in lipid composition of raft-like membrane domains and
cell cholesterol distribution in intestinal epithelial cells. The SR-B1-
dependent lipid sensing influences both apical cholesterol efflux and
intracellular cholesterol trafficking from the plasma membrane to lipid
droplets. Two saturated lipids (d18:0/16:0 sphingomyelin and 16:0/0:0
lysophosphatidylethanolamine) and several proteins involved in lipid
raft dynamics and signal transduction play an important role in lipid
sensing by SR-B1 (Fig. 5). Our findings, which provide new insights into
the role of SR-B1 in cellular cholesterol homeostasis, suggest molecular
links between SR-B1-dependent lipid sensing and cell cholesterol and
lipid droplet dynamics.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.bbalip.2017.11.009.
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L’étiologie de l’inflammation intestinale et systémique observée au cours de l’obésité 

n’est pas élucidée. Les études menées chez des individus obèses ou dans des modèles 

animaux d’obésité induite par un régime hyperlipidique ne permettent pas de déterminer 

l’origine de cette inflammation. L’objectif de ma thèse a été de tester l’hypothèse selon 

laquelle un apport de lipides alimentaires, et en particulier d’acides gras saturés, pouvait 

conduire à une altération de la barrière intestinale qui en retour faciliterait le passage de 

pathogènes ou de fragments bactériens activant le système immunitaire. Dans cette hypothèse, 

l’ensemble de ces évènements conduirait à une inflammation intestinale et à une inflammation 

systémique.  

 

1/ Un apport à court terme de lipides provoque-t-il une altération de la barrière 

intestinale et une inflammation tissulaire et systémique ? 

Sur un modèle murin j’ai mis en évidence l’existence d’une altération de la barrière 

intestinale dès le premier apport d’acides gras saturés. Elle est caractérisée par une 

augmentation de la perméabilité épithéliale intestinale aux macromolécules et une altération 

de la localisation de certaines protéines de jonctions qui s’étend, après 5 jours de gavages, à 

l’ensemble des protéines de jonctions étudiées : ZO-1, occludine et tricelluline, pour les 

jonctions serrées et la E-cadhérine, pour les jonctions adhérentes. Associée à cette altération 

de la barrière épithéliale intestinale, j’ai observé une modification dans l’intestin de 

l’expression de gènes de l’inflammation (IL-1β, Reg-3γ, Gata-3). En revanche, je n’ai pas 

observé d’augmentation de l’endotoxémie ni d’inflammation systémique. Dans le modèle 

cellulaire Caco-2/TC7, un apport unique d’acide palmitique provoque également une 

augmentation de la perméabilité intestinale aux ions et aux macromolécules, une altération de 

la localisation de protéines des jonctions aux contacts cellules-cellules et une augmentation de 

l’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-8. Ces résultats suggèrent que l’altération de 

la barrière intestinale et l’augmentation locale de cytokines pro-inflammatoires en réponse 

aux lipides représentent des évènements précoces qui surviennent, au moins pour une partie 

d'entre eux, dans le compartiment épithélial.  

L’inflammation intestinale que j’ai observée in vivo chez la souris après 5 gavages 

d’huile de palme reste cependant modérée. D’une façon intéressante, j’ai observé en plus de 

l’augmentation de l’expression d’IL-1β une diminution du facteur de transcription Gata-3. La 

protéine Gata-3 contrôle la réponse anti-inflammatoire Th-2 en induisant l’expression des 

interleukines anti-inflammatoires IL-4, IL-5 et IL-13 et en réprimant l’expression de 

l’interféron-γ (IFN-γ) associé à la réponse Th-1 pro-inflammatoire (Ho et al. 2009; Seidelin et 
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al. 2015). Une diminution de l’expression de Gata-3 suggère donc un changement 

phénotypique du profil inflammatoire dans l’intestin des souris ayant reçu l’huile de palme, 

vers un profil pro-inflammatoire. La diminution de l’expression de Gata-3 que j’ai observée 

dans l’intestin de souris soumises à une colite par le traitement au DSS nous conforte dans 

cette hypothèse.  

En parallèle, les animaux ayant reçu un seul gavage d’huile de palme présentent une 

augmentation de l’expression du peptide antimicrobien Reg-3γ qui n’est plus observée après 

les gavages répétés et qui n’existe pas chez les souris traitées au DSS. Un rôle bénéfique des 

peptides antimicrobiens de la famille des Reg III a été évoqué dans l’immunité innée 

intestinale et la fonction de barrière intestinale (Hogan et al. 2006). En effet, des souris 

déficientes pour le gène Retlnb, facteur régulant positivement l’expression de Reg-3β et Reg-

3γ, présentent une perméabilité intestinale augmentée associée à une diminution de 

l’expression de ces deux peptides antimicrobiens dans le côlon (Hogan et al. 2006; 

Morampudi et al. 2016). De plus, il a été montré une diminution des taux d’ARNm de Reg-3β 

et Reg-3γ dans l’iléon de souris après 10 et 30 jours de régime hyperlipidique (Garidou et al. 

2015). Ainsi, les résultats obtenus sur Reg-3 γ suggèrent que l’intestin mettrait en place 

rapidement des mécanismes de défense, protecteurs de la barrière intestinale, qui seraient 

moins efficaces après un apport répété ou une inflammation plus prononcée (comme dans les 

souris traitées au DSS). Dans les expériences réalisées dans les cellules Caco-2/TC7, il serait 

intéressant de déterminer si l’expression de peptides antimicrobiens comme Reg-3γ est 

également modifiée en réponse à une charge en lipides.  

J’ai néanmoins observé dans ces cellules une augmentation de la cytokine pro-

inflammatoire IL-8, impliquée dans le recrutement de cellules immunitaires (David et al. 

2016). La chimiokine IL-8 est la principale cytokine pro-inflammatoire capable de recruter et 

d’activer localement des neutrophiles,  participant ainsi à la défense des cellules hôtes contre 

une invasion de bactéries pathogènes. L’IL-8 est surexprimée dans le côlon de patients 

atteints de rectocolite hémorragique et son niveau est corrélé de façon positive au nombre de 

neutrophiles infiltrés et à la sévérité de la maladie (Wéra et al. 2016). Chez la souris, il 

n’existe pas d’homologue direct de l’IL-8. Cependant, trois cytokines ont été décrites comme 

étant des chimiokines et ayant des fonctions homologues à celle de l’IL-8 : CXCL1/KC, 

CXCL2/MIP-2 et CXCL5-6/LIX (Hol et al. 2010). Dans notre étude, les ARNm  de ces 

homologues fonctionnels (quantifiés sur les segments intestinaux totaux) ne semblent pas être 

modifiés par les gavages avec de l’huile de palme. Il serait néanmoins intéressant de 

déterminer si l’huile de palme a provoqué le recrutement de neutrophiles en quantifiant par 
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exemple l’expression de MCP-1	
   (monocyte chimoattractant protein 1) ou de MPO 

(myélopéroxidase) dans les cellules Caco-2/TC7 et chez les souris.  

Chez la souris, nous avons voulu savoir si les défauts de la barrière intestinale, en 

réponse à un traitement à court terme d’huile riche en acides gras saturés, associés à une 

réponse inflammatoire intestinale modérée, sont également liés à une inflammation 

systémique. Les dosages plasmatiques IL-6 et d’IL-1β que nous avons réalisés ne montrent 

aucune différence entre les animaux ayant reçu ou pas de l’huile de palme. Ceci semblerait 

indiquer qu’un apport de quelques jours d’huile de palme n’est pas suffisant pour provoquer 

une inflammation systémique, mais aussi en corollaire que les défauts de la barrière 

épithéliale intestinale et l’inflammation intestinale sont des évènements qui précèdent 

l’inflammation systémique. Les données de la littérature concernant l’effet de repas ou de 

régimes riches en lipides sur l’endotoxémie et l’inflammation systémique semblent 

contradictoires. Des travaux ont montré qu’un repas unique riche en lipides est suffisant pour 

augmenter l’endotoxémie et les cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 dans le plasma 

chez l’Homme sain (Laugerette et al. 2011; Vors et al. 2015) et le rongeur (Ghoshal et al. 

2009). Ces études montrent que ces évènements sont souvent transitoires et ne durent que 

quelques heures. D’autres études réalisées chez la souris soumise à un régime riche en lipides 

montrent une activation dans l’intestin de NF-κB 2 semaines après le début du régime et une 

augmentation de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α dans l’iléon à la 6ème semaine sans 

pour autant provoquer une inflammation systémique (Ding and Lund 2011).  

 

Ainsi des études plus complètes incluant l’étude de plusieurs marqueurs de 

l’inflammation systémique chez la souris, comme par exemple les SAA-1,-2,-3 (serum 

amyloid A-1,-2,-3), représentant des marqueurs de l’inflammation aigue chez la souris 

(Tannock et al. 2018), et réalisées à différents temps après le gavage sont nécessaires afin 

d’infirmer ou d’identifier l’existence d’une inflammation systémique et d’une endotoxémie 

dans nos conditions expérimentales.  

 

 

2/ Les lipides alimentaires sont-ils à eux seuls responsables des perturbations de 

la barrière intestinale et de l’inflammation? 

Au commencement de mes études chez la souris, ma première question, d’ordre 

méthodologique, a été de choisir le mode d’apport des lipides alimentaires. Si des études 

menées chez le rongeur ont montré qu’un régime hyperlipidique obésogène de quelques jours 
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suffit à augmenter la perméabilité intestinale et à perturber la réponse immunitaire intestinale 

(Hamilton et al. 2015; Johnson et al. 2015), l’amplitude de l’inflammation intestinale mise en 

évidence semble être limitée y compris après plusieurs semaines de régime (Johnson et al. 

2015) contrairement à ce qui peut être observé dans le foie et le tissus adipeux (van der 

Heijden et al. 2015). Plusieurs explications sont possibles : le renouvellement rapide de 

l’épithélium intestinal et sa capacité d’adaptation, ainsi que la mise en place de mécanismes 

de défense ou compensateurs, pourraient contribuer à maintenir cette inflammation intestinale 

à un niveau modéré. Une autre explication serait que les régimes hyperlipidiques utilisés pour 

les études sur modèles animaux sont souvent dépourvus en fibres. Les fibres sont décrites 

pour avoir des effets bénéfiques sur les fonctions intestinales par la modulation du 

métabolisme du microbiote intestinale (Makki et al. 2018) et sur l’intégrité de la barrière 

intestinale (Chen et al. 2013; Ogata et al. 2017). Une déplétion en fibres provoque un 

changement du métabolisme des bactéries qui, pour compenser leur carence en glucides 

provenant de la digestion des fibres, dégradent le mucus riche en glycoprotéines et fragilisent 

in fine la barrière épithéliale, augmentant la susceptibilité à développer une colite en réponse 

aux bactéries pathogènes (Desai et al. 2016). J’ai donc tenté de m’affranchir de ce biais 

expérimental possible en administrant les lipides alimentaires par gavage quotidien tout en 

maintenant les animaux sous un régime standard (riche en fibres). Dans ces conditions, j’ai 

néanmoins observé que les animaux gavés avec de l’huile de palme consomment environ 30% 

en moins de régime standard que les animaux contrôles. Il n’est donc pas possible de 

totalement exclure un rôle de la carence en fibres dans les observations que j’ai faites. 

 

J’ai d’autre part observé que 4 jours de gavage avec l’huile de palme provoquent une 

modification de la composition du microbiote qui est similaire à celle observée après plusieurs 

semaines de régime hyperlipidique (Clarke et al. 2012; Matsuoka and Kanai 2015). En effet, 

dans mes expériences, le traitement itératif d’huile de palme induit une augmentation de 

l’abondance des Bacteroides connues pour être augmentée suite à un régime obésogène 

enrichi en acides gras saturés (Devkota et al. 2012) et à l’inverse une diminution d’espèces 

bactériennes telles que Clostridium leptum, Akkermensia muciniphila et Segmented 

Filamentous Bacteria, décrites comme ayant des propriétés protectrices pour les cellules hôtes 

(Marchix et al. 2018). L’administration de la bactérie Akkermensia muciniphila à des souris 

soumises à un régime hyperlipidique permet de rétablir les niveaux d’expression du peptide 

antimicrobien Reg-3γ (Everard et al. 2014). Le changement rapide de la composition du 

microbiote que j’ai observé est en accord avec des études qui montrent que des changements 
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rapides, en quelques jours seulement, s’opèrent au niveau de la composition du microbiote 

chez l’Homme sain après un changement alimentaire notamment en lipides (David et al. 

2014) et chez le rat après une alimentation riche en lipides (Vaughn et al. 2017). Compte-tenu 

du rôle du microbiote dans le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale (Rolhion and 

Chassaing 2016), les modifications de sa composition observées après 4 gavages peuvent 

également contribuer à l’altération de la barrière intestinale voire à l’inflammation intestinale.  

 

3/ La variation d’expression des cytokines inflammatoires en réponse à l’acide 

palmitique peut-elle expliquer les défauts de l’intégrité de la barrière épithéliale dans les 

cellules Caco-2/TC7 ? 

Dans mes expériences sur les cellules Caco-2, j’ai observé dès les premières 24h une 

augmentation de l’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 puis de sa sécrétion après 

4 jours de traitement. Il est difficile de confronter ce résultat aux données de la littérature 

puisque les données concernant l’évolution de la concentration plasmatique d’IL-8 après un 

repas riche en lipides chez l’Homme sain restent controversées : selon les études une 

augmentation (Brandauer et al. 2013; Esser et al. 2013) ou aucune variation (Kračmerová et 

al. 2014) ont été relevées. Néanmoins, son taux est élevé dans le sérum de patients obèses 

comparés à des patients non obèses et est corrélé positivement avec l’indice de masse corporel 

(BMI) et à la masse grasse des individus atteints d’obésité (Kim et al. 2006; Straczkowski et 

al. 2002).   

Plusieurs données de la littérature montrent que des cytokines pro-inflammatoires sont 

capables d’altérer la barrière épithéliale intestinale (Al-Sadi et al. 2010; Lee 2015; Ma et al. 

2004). Au-delà des effets souvent décrits de cytokines comme TNF-α, INF-γ ou IL-1β sur la 

barrière épithéliale intestinale (Al-Sadi et al. 2016; Kominsky et al. 2014), des effets délétères 

et dose-dépendant de l’IL-8 sur les protéines de jonctions serrées, impactant directement la 

perméabilité de cellules endothéliales, ont été rapportés (Yu et al. 2013). Cependant, les 

mécanismes d’action sous-jacents n’ont pas été étudiés. Compte-tenu du fait qu’une 

augmentation de l’expression d’IL-8 est observée rapidement après l’apport d’acide 

palmitique, nous ne pouvons pas exclure que cette cytokine participe au défaut de la barrière 

de la monocouche épithéliale. Cependant, comme l’augmentation de la sécrétion n’est 

quantifiable qu’après plusieurs jours de traitement cela supposerait une action de cette 

cytokine au niveau intracellulaire ou que de faibles niveaux sécrétés, en deçà du seuil de 

détection de notre dosage ELISA, soient suffisants pour déclencher via la liaison sur son 

récepteur des voies de signalisation capables de perturber les jonctions cellulaires. Pour 
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pouvoir conclure, il serait donc intéressant d’analyser les voies de signalisation contrôlée par  

l’IL-8 et le rôle qu’elle peut avoir sur la régulation des complexes jonctionnels. Afin de 

déterminer l’implication possible de cette chimiokine dans l’altération des complexes 

jonctionnels et l’augmentation de la perméabilité en réponse aux acides gras saturés, il serait 

judicieux de bloquer l’action de l’IL-8 soit en invalidant son expression soit en bloquant la 

liaison sur son récepteur (via des anticorps bloquants). En effet, il a été démontré que les 

cellules Caco-2 expriment à la membrane apicale le récepteur à l’IL-8, CXCR1 (Rossi et al. 

2013). 

Dans notre étude bien que les variations d’expression de TGF-β1 après traitement des 

cellules Caco-2/TC7 avec l’acide palmitique soient faibles, elles demeurent significatives. Il 

n’est pas exclu non plus que le facteur TGF-β1 puisse d’une façon directe ou indirecte 

perturber les complexes jonctionnels en réponse à l’apport d’acide palmitique. En effet, il a 

été montré que les protéines de la famille des SMADs ("Small Mothers Against 

Decapentaplegic") sont capables de réprimer, en réponse au TGF-β1, l’expression des gènes 

codant pour les protéines de jonctions telles que laE-cadhérine et l’occludine (Lamouille et al. 

2014). De plus, dans les cellules Caco-2 l’un des récepteurs du facteur TGF-β1, TGF-βRI, co-

localise avec l'occludine (Yakovich et al. 2010) suggérant une intéraction possible entre TGF-

β1 et l’occludine et donc une implication de cette cytokine dans la régulation des complexes 

jonctionnels. Une stratégie similaire à celle envisagée pour l’IL-8 est nécessaire afin de 

déterminer la participation de TGF-β1 dans les défauts de la barrière épithéliale observés dans 

les cellules Caco-2/TC7. 

Ainsi, les données obtenues dans la lignée entérocytaire Caco-2/TC7 montrent que les 

cellules épithéliales sont capables d’initier en réponse aux acides gras saturés, par opposition 

aux acides gras mono-insaturés, une réponse inflammatoire dans l’épithélium impliquant en 

particulier la chimiokine pro-inflammatoire IL-8 associée à une altération de la barrière 

épithéliale. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en avant le facteur déclencheur de cette 

inflammation. Au vu de la précocité des évènements, il est très probable que l’acide gras 

saturé déclenche simultanément l’altération de la barrière épithéliale et l’expression de l’IL-8. 

La répétition d’un tel apport mettrait en place un cercle vicieux.  

 

De plus, alors qu'il est classiquement considéré que l'inflammation altère la fonction 

de barrière via les cytokines pro-inflammatoires massivement sécrétées par les cellules du 

compartiment immunitaire, nos résultats suggèrent qu'une réponse inflammatoire initiée au 

niveau du compartiment épithélial pourrait participer au démantèlement des jonctions 
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intercellulaires. De plus, de façon surprenante, j'ai observé qu'un traitement à l'EGTA, utilisé 

comme contrôle positif de démantèlement des jonctions pour l'étude de la perméabilité, 

augmente l'expression et la sécrétion de l'IL-8, augmente l'expression de l'IL-1β et diminue 

celle du TGF-β1, suggérant que la seule perturbation des jonctions pourrait initier une réponse 

inflammatoire. L'EGTA agit sur les jonctions intercellulaires en induisant l'internalisation de 

la E-cadhérine qui est dépendante du calcium. Toutefois, on ne peut pas exclure que la 

chélation du calcium extracellulaire perturbe la signalisation calcique, impliquée dans la 

sécrétion de l'IL-8 (Kuhns 1998; Yang et al. 2015). Pour confirmer que la perturbation des 

jonctions initie une réponse inflammatoire au niveau des cellules épithéliales, nous pourrions 

utiliser des outils plus spécifiques comme des anticorps bloquants anti-E-cadhérine. De telles 

données apporteraient un éclairage nouveau sur les relations réciproques entre perturbation de 

la barrière épithéliale et inflammation.  

 

4/ L'altération de la barrière intestinale est-elle suffisante pour initier une 

inflammation?  

Une altération de la barrière intestinale est associée à de nombreuses pathologies 

inflammatoires intestinales telles que les MICI ou le syndrome de l’intestin irritable (König et 

al. 2016).	
  Une étude récente menée dans une cohorte de patients atteints de MICI a montré 

une forte corrélation entre l’altération de la barrière intestinale et la sévérité des symptômes 

(Chang et al. 2017). Parmi les gènes de prédisposition à la maladie de Crohn, certains codent 

pour des protéines de jonctions intercellulaires telles que la E-cadhérine qui a été retrouvée 

sous forme tronquée chez ces patients (Khor et al. 2011). Dans des biopsies issues de patients 

atteints de la maladie de Crohn, cette protéine de jonction adhérente s’accumule dans le 

cytoplasme et n’est plus localisée à la membrane plasmique des colonocytes (Muise 2009). 

De plus, des travaux ont mis en avant qu’un défaut de la barrière intestinale serait un 

évènement précoce impliqué dans l’apparition de l’inflammation intestinale et, dans plusieurs 

pathologies, bien avant la mise en place des désordres métaboliques (Martini et al. 2017). En 

effet, dans le diabète de type 1 par exemple, il a été montré que l’augmentation de la 

perméabilité intestinale est un évènement qui précède de plusieurs années la mise en place de 

la pathologie (Sapone et al. 2006). De même, une étude de cas d’une patiente ayant des 

antécédents familiaux de MICI a montré une perméabilité intestinale élevée chez cette 

patiente asymptomatique, sans aucun signe macro- ou microscopique de MICI, avec un 

diagnostic de  maladie de Crohn posé seulement 8 ans plus tard (Irvine and Marshall 2000). 

J’ai donc cherché en particulier les évènements précoces impliquant la barrière intestinale qui 



Figure 17 :  Description de mécanismes possibles conduisant à l’altération des complexes 
 jonctionnels par les cytokines dans des cellules épithéliales intestinales. 

Les cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α et IFN-γ sont capables via 
l’activation de voie de signalisation  d’induire une déstabilisation des complexes 
jonctionnels conduisant à l’augmentation de la perméabilité paracellulaire.  
1. En réponse aux cytokines, bien que la structure des jonctions serrées soit 
maintenue, la composition en protéines des complexes jonctionnels est altérées 
entraînant une déstabilisation des complexes et une perméabilité augmentée. 
2. L’internalisation des protéines de jonctions serrées suite à la contraction de la 
ceinture d’acto-myosine déclenche l’ouverture de la voie paracellulaire. 
(Modifiée d’après la revue Capaldo et Nusrat 2009), 
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seraient potentiellement responsables de l’initiation de l’inflammation intestinale en réponse 

aux lipides.   

 

Dans notre étude, il a été difficile de déterminer la séquence des évènements 

conduisant à l’inflammation intestinale puisque l’altération de la barrière épithéliale survient 

simultanément avec l’augmentation de marqueurs inflammatoires. En effet, nous avons mis en 

évidence l’existence d’une altération de la barrière intestinale dès le premier apport d’acides 

gras saturés une altération de la barrière épithéliale intestinale et une élévation de la cytokine 

pro-inflammatoire IL-8. De plus chez la souris un apport répété à court terme d’huile de 

palme déclenche une augmentation de la perméabilité épithéliale intestinale et une perte de la 

localisation à la membrane des protéines de jonctions serrées occludine et tricelluline. 

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons cherché à déterminer si les effets 

un apport d’huile de palme exacerbe l’état de la barrière dans un modèle barrière intestinale 

altérée. En effet, une étude récente de notre équipe montre que si les patients obèses 

présentent à l’état basal des défauts subtils de la barrière intestinale, avec une diminution de 

l’intensité de l'occludine et de la tricelluline, ceux-ci sont exacerbés après une charge en 

lipides (Genser et al. 2018). En effet, après une charge en lipides la perméabilité jéjunale 

(analysée ex vivo) est deux fois plus élevée chez des patients obèses, comparée à des non-

obèses, alors qu’elle n’est pas significativement différente en conditions basales.	
   Cette 

augmentation de perméabilité en réponse à une charge en lipides est corrélée avec le degré 

d’inflammation systémique et intestinale.   

Pour savoir si une altération subclinique de la barrière intestinale augmente la 

susceptibilité des animaux aux effets délétères des acides gras saturés, nous avons analysé 

l’impact d’un apport unique d’huile de palme chez des souris présentant un défaut intrinsèque 

de la barrière intestinale. Grâce à une étude pilote réalisée en collaboration avec Valérie 

Alquier-Blacquié et Laurent Ferrier (INRA TOXALIM, Toulouse), nous avons évalué la 

réponse à un apport unique d’huile de palme des souris CA-MLCK. Ces souris génétiquement 

modifiées, fournies par l’équipe de Jerrold Turner (Université de Chicago, USA), expriment 

dans l'épithélium intestinal la kinase MLCK sous une forme constitutivement active (Su et al. 

2009a). La MLCK est une kinase qui phosphoryle la protéine MLC, laquelle forme avec les 

filaments d’actine une ceinture contractile entourant la cellule et liée avec les protéines de la 

famille des zonula-occludens au niveau des jonctions serrées (figure 9 et 17). La suractivation 

de la MLCK entraîne l’ouverture des jonctions intercellulaires et l’augmentation de la 

perméabilité paracellulaire (Choi et al. 2017). Ainsi, les souris CA-MCLK présentent un 



Figure 18 : Principales voies de synthèses des céramides dans la cellule épithéliale 
 intestinale. 

Les céramides sont produits par trois voies de synthèse dans la cellule :  
1/ La voie de synthèse de novo des céramides qui utilise comme précurseurs le 
palmitoyl-CoA et la sérine et fait intervenir la 1ère enzyme clé SPT (serine 
palmitoyl transférase) dans le RE. 
2/ La voie des sphingomyélinases qui convertit les sphingomyélines en 
céramides au niveau de la membrane plasmique, de l’appareil de Golgi et de la 
mitochondrie.  
3/ La voie de recyclage qui dans l’endosome et le lysosome convertit les 
sphingolipides en céramides. 
(Modifiée d’après Rodriguez-Cuenca et al 2015) 
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défaut de barrière, un recrutement et une activation de cellules immunitaires dans la 

muqueuse intestinale mais ne développent aucune pathologie particulière. Dans notre 

expérience, les souris CA-MLCK traitées par un apport unique d’huile de palme semblent 

avoir une perméabilité plus élevée que les souris CA-MLCK gavées avec de l’eau. Bien que 

ces résultats doivent être confirmés par l’évaluation de l’état des jonctions et la quantification 

de marqueurs inflammatoires, ils étayent l’hypothèse que l’apport d’acides gras saturés chez 

des individus prédisposés aggrave l’état basal.  

 

5/ Par quels mécanismes l’acide palmitique provoque-t-il des perturbations de la 

barrière épithéliale et l’augmentation de cytokines pro-inflammatoires? 

Une étude récente publiée par notre équipe a montré que contrairement à l’acide 

oléique, un apport unique d’acide palmitique déclenche la synthèse de novo de céramides 

(Tran et al. 2016). Connus pour leurs effets délétères dans la cellule, les céramides produits en 

réponse à cet apport aigu d’acide palmitique, altèrent la signalisation insuline dans les cellules 

Caco-2/TC7 mais aussi dans l’intestin de souris ayant reçu un gavage unique d’huile de palme 

(Tran et al. 2016). Ainsi, nous avons déterminé si les perturbations de l’intégrité de la barrière 

intestinale provoquées par l’apport d’acide palmitique sont dépendantes de la production des 

céramides. Nous avons dans un premier temps cherché à voir si l’administration de céramides 

aux cellules (apport de C2-ceramide) est capable, à elle seule, de provoquer des défauts de la 

barrière épithéliale et une réponse inflammatoire. Nous avons montré que l’apport de 

céramides entraîne les mêmes effets délétères sur l’intégrité de la barrière épithéliale et 

l’expression des cytokines inflammatoires que ceux engendrés par l’acide palmitique. Les 

céramides sont produits par trois voies de synthèse dans la cellule (figure 18): la voie de 

synthèse de novo des céramides qui utilise comme précurseurs le palmitoyl-CoA et la sérine 

et fait intervenir la 1ère enzyme clé SPT (serine palmitoyl transférase) dans le RE, la voie des 

sphingomyélinases qui convertit les sphingomyélines en céramides et la voie de recyclage qui 

dans l’endosome et le lysosome convertit les sphingolipides en céramides (pour revue 

(Rodriguez-Cuenca et al. 2015)). Afin de déterminer si les effets induits par l’acide 

palmitique impliquent l’augmentation des taux intracellulaires de céramides produits par la 

voie de synthèse de novo des céramides, nous avons inhibé l’enzyme SPT impliquée dans la 

première étape de cette voie dans des cellules Caco-2/TC7 traitées avec de l’acide palmitique. 

Les résultats montrent que si l’inhibition par la L-cyclosérine de cette voie ne permet pas de 

restaurer la perméabilité paracellulaire, en revanche, elle empêche l’augmentation de la 

chimiokine IL-8 induite par le traitement par l’acide palmitique. Cette différence d'effet sur 
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les deux paramètres pourrait s'expliquer par le fait que l’inhibiteur, bien qu’administré une 

heure avant le traitement par l’acide palmitique, ne soit pas suffisamment efficace pour 

bloquer totalement cette voie; l’acide palmitique permettrait alors la production d'une quantité 

de céramides suffisante pour induire l’augmentation de la perméabilité sans être assez 

conséquente pour affecter l’expression de l’IL-8. Il serait alors intéressant de doser les 

quantités de céramides produites en présence d’acide palmitique avec et sans inhibiteur, et 

celles produites par le C2-ceramide seul.  

Une hypothèse pour expliquer un effet possible des céramides sur la perméabilité 

serait liée à  leur insertion dans la membrane plasmique et à leur capacité à former des canaux 

(Siskind et al. 2002; Siskind 2005). En effet, les céramides sont capables de former des 

canaux au niveau de la membrane plasmique des mitochondries et d’augmenter la 

perméabilité de la membrane externe mitochondriale aux protéines de poids moléculaire allant 

jusqu’à 60kDa (Siskind et al. 2002; Siskind 2005). L’augmentation de la perméabilité 

épithéliale aux macromolécules observée dans notre étude pourrait être expliquée en partie 

par la formation de canaux formés par les céramides à la membrane plasmique des cellules 

épithéliales intestinales qui ne serait pas totalement bloquée par la L-cyclosérine. Un 

marquage par immunofluorescence des céramides membranaires permettrait de montrer la 

présence ou non de telles structures dans nos cellules Caco-2/TC7 traitées. De plus, de 

nombreux travaux ont montré la présence de céramides au niveau des « rafts » lipidiques 

pouvant potentiellement influencer la stabilité et la composition de ces structures (Megha et 

al. 2007) en altérant leur composition protéique (Yu et al. 2005). Les protéines de jonctions 

telles que l’occludine ou les claudines étant également présentes dans ces « rafts » (Eum et al. 

2015; Head et al. 2014), il n’est pas exclu que les céramides puissent moduler la perméabilité 

épithéliale intestinale à travers l’interaction avec les protéines des jonctions intercellulaires 

et/ou en perturbant la dynamique membranaire en particulier au niveau des « rafts ».  

 

Une étude récente a montré que la longueur de la chaîne carbonée du céramide produit 

peut avoir un impact différent sur les cellules (Kim et al. 2017). En effet, les auteurs ont 

montré qu’une invalidation du gène codant l’enzyme CerS2 responsable de l’élongation des 

céramides à très longues chaînes (C22-C24) entraîne une diminution des céramides à très 

longues chaînes et une accumulation des céramides à longues chaînes, en particulier du C16-

céramide. Les souris déficientes en CerS2 présentent une altération de la fonction de barrière 

avec une diminution de la protéine de jonction JAM-A, une augmentation de la 

phosphorylation de la protéine MLC-2 associées à une perméabilité aux macromolécules 
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élevée (Kim et al. 2017). Des résultats similaires ont été obtenus dans les cellules Caco-2 

après ablation de la CerS2, à l’exception de JAM-A dont le niveau protéique reste inchangé, 

suggérant que cette protéine ne serait pas directement affectée par la modulation de l’enzyme 

CerS2 (Kim et al. 2017). Ces résultats suggèrent que l’altération de la barrière intestinale 

serait induite par un déséquilibre de la balance des différents céramides produits et ces défauts 

seraient causés par l’accumulation des céramides à longues chaînes carbonées en particulier 

du C16-céramide. Par conséquent, il serait intéressant de quantifier les différentes espèces de 

céramides, et en particulier le C16 céramide, produits dans nos cellules après ajout de l’acide 

palmitique, avec ou L-cyclosérine en comparaison aux cellules ayant reçu le C2-ceramide, 

afin de déterminer si une espèce en particulier serait associée à l’augmentation de la 

perméabilité. 

 

D’autres mécanismes moléculaires induits par l’acide palmitique pourraient expliquer 

les effets délétères de l’acide gras saturé sur l’intégrité de la barrière épithéliale et la réponse 

inflammatoire. Le stress du RE est connu pour induire la production de cytokines pro-

inflammatoires (Lindholm et al. 2017) et moduler la perméabilité épithéliale intestinale 

(Zhang et al. 2015). En effet, l’invalidation d’une protéine régulatrice du stress du RE, IRE1α, 

entraîne l’augmentation de la perméabilité intestinale associée à une élévation de marqueurs 

du stress du RE tels que CHOP/GADD153, et une augmentation dans le côlon de cytokines 

pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNF-α) (Zhang et al. 2015). La quantification des 

principaux marqueurs du stress du RE révèle une légère induction du stress du RE suite au 

traitement par l’acide palmitique mais également par l’acide oléique. Ainsi, bien que nous ne 

puissions pas exclure l’implication d’un stress du RE dans les effets médiés par l’acide 

palmitique, il ne peut à lui seul expliquer les perturbations induites par cet acide gras saturé.  

 

Le stress oxydatif a été décrit comme pouvant déstabiliser les complexes jonctionnels 

dans les cellules Caco-2 via la phosphorylation de l’occludine, ZO-1 et E-cadhérine et en 

altérant la distribution des complexes occludine-ZO-1 et E-cadhérine-β-caténine (RAO et al. 

2002). L’acide palmitique et les céramides, contrairement à l’acide oléique, peuvent induire 

du stress oxydatif (Palomer et al. 2018). Le stress oxydatif est capable de stimuler la 

production de cytokines pro-inflammatoires notamment en activant la voie NF-κB 

(Elmarakby and Sullivan 2012). Le stress oxydatif conduit à l’augmentation de l’expression 

de MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1) et du recrutement des macrophages dans le 
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rein de rat diabétique (Elmarakby and Sullivan 2012). Les teneurs plasmatiques de MCP-1  

ont été retrouvées positivement corrélées au MDA (malondialdehyde), marqueur du stress 

oxydatif chez des patients diabétiques (Chiarelli et al. 2002). Il serait intéressant de mesurer 

des marqueurs du stress oxydant tels que le MDA ou l’activité de la superoxyde dismutase 

(SOD) dans des cellules Caco-2/TC7 incubées en présence d’acide palmitique, en bloquant ou 

non la synthèse de novo des céramides. 

 

6/ L’acide palmitique est-il le seul acide gras à longue chaîne à avoir des effets sur 

la barrière épithéliale intestinale ?  

Dans les cellules Caco-2/TC7 j’ai observé que contrairement à l’acide palmitique, 

l’acide oléique n’avait pas d’effet sur la perméabilité de la monocouche cellulaire ni sur 

l’expression de la cytokine IL-8. Ce résultat suggère que seul l’acide palmitique aurait un 

effet délétère sur la barrière ou encore que l’acide oléique n’aurait pas d’impact sur la 

perméabilité intestinale. In vivo la comparaison de l’effet d’un apport d’huile d’olive 

(contenant 70% d’acide oléique et 10% d’acide palmitique) versus un apport d’huile de palme 

(contenant 45% d’acide palmitique et 35% d’acide oléique) ne permet pas de conclure du fait 

de la présence de chacun des acides gras dans ces deux huiles. Des résultats récents obtenus 

par notre équipe montrent cependant qu’à très court terme (4 heures) l’acide oléique augmente 

la perméabilité cellulaire aux macromolécules et diminue l’intensité de la tricelluline des 

cellules Caco-2/TC7 (Genser et al. 2018) alors que nous n’observons plus d’effet après 24h de 

traitement avec l’acide oléique. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ces 

effets transitoires.  

 

D’un point de vue technique dans l’étude Genser et al, la mesure du passage de FD4 a 

été réalisée sans retrait des micelles lipidiques contrairement à la mesure de perméabilité dans 

mon travail qui a été faite 4h après retrait des micelles. Dans ce contexte, une étude non 

publiée de notre équipe a montré qu’après 24h d’ajout de micelles lipidiques contenant l’acide 

oléique, la perméabilité aux macromolécules mesurée sans retrait des micelles est plus élevée 

que dans les  cellules non traitées. Cependant cette perméabilité est deux fois plus faible que 

celle après ajout de micelles contenant l’acide palmitique dans les mêmes conditions (sans 

retrait de micelles). Ainsi, cela suggère que les mécanismes induits par l’apport à court terme 

d’acide palmitique déclencheraient des défauts suffisamment importants pour être maintenus 

à plus long terme. En effet, l’acide palmitique contrairement à l’acide oléique déclenche des 

mécanismes moléculaires délétères pour la cellule comme la production de céramides et 
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l’induction de cytokine pro-inflammatoire. Ainsi, il n’est pas étonnant qu’à plus long terme 

l’acide oléique ne provoque pas d’altération de la barrière épithéliale. De plus, nous avons 

montré que les effets délétères sur l’intégrité de la barrière épithéliale et l’expression des 

marqueurs inflammatoires perdurent après retrait des micelles contenant l’acide palmitique. 

Une autre explication, non exclusive de la première, serait que l’acide oléique soit 

capable de déclencher des évènements cellulaires permettant à la cellule intestinale de 

s’adapter à un apport massif en lipides. Un tel mécanisme a été décrit par l’équipe dans les 

cellules Caco-2/TC7 où la détection des micelles contenant de l’acide oléique par le récepteur 

scavenger SR-B1 active des voies de signalisation qui in fine vont enclencher les processus 

cellulaires impliqués dans l’assemblage et la sécrétion des lipoprotéines intestinales (Béaslas 

et al. 2009). Cette signalisation constitue un évènement très précoce qui se met en place dans 

les 15 premières minutes après ajout des micelles et provoque le recrutement de SR-B1 dans 

les « rafts » (Béaslas et al. 2009). Les travaux auxquels j’ai participé montrent des 

modifications rapides de la composition en protéines et en lipides des « rafts » après ajout de 

micelles contenant de l’acide oléique dans les cellules Caco-2/TC7 (Morel et al. 2018). Cet 

évènement précoce induit une modification de protéines intervenant dans de nombreux 

processus cellulaires impliqués notamment dans l’état de la barrière épithéliale, des fonctions 

d’oxydo-réduction ou encore de transport d’ions. Il serait donc intéressant d’étudier la 

composition en protéines des « rafts » après un apport à court et moyen terme d’acide 

palmitique comparé à l’acide oléique afin de déterminer si certaines protéines de jonctions 

intercellulaires seraient différemment et transitoirement modulées par ces deux acides gras, ce 

qui pourrait expliquer les différences d’impact sur la perméabilité épithéliale aux 

macromolécules. De plus, les travaux précédents de notre équipe ont montré que les 

mouvements du cholestérol au niveau de la membrane plasmique reproduisent les évènements 

subcellulaires associés à la détection des lipides par SR-B1 (Saddar et al. 2013). Il serait 

intéressant d’étudier si ces évènements cellulaires précoces existent après un apport d’acide 

palmitique et d’en mesurer l’impact sur l’état des jonctions intercellulaires et la perméabilité 

associée. Des acides gras poly-insaturés sont également détectés par le récepteur CD36 dans 

les cellules épithéliales intestinales et permettent l’adaptation de la cellule à un apport massif 

de lipides au début du repas (Niot and Besnard 2017; Tran et al. 2011). D’une façon 

intéressante, l’invalidation du récepteur CD36 chez la souris provoque une altération de la 

perméabilité intestinale aux macromolécules basale qui est exacerbée après un apport unique 

d’huile d’olive (Cifarelli and Abumrad 2018). 
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Ainsi il est possible d’envisager que l’augmentation faible et transitoire de la 

perméabilité observée après l’apport d’acide oléique dans les cellules Caco-2/TC7 puisse être 

un mécanisme préparant la cellule à l’arrivée massive de lipides. D’autres acides gras comme 

l’acide palmitique ayant des devenirs métaboliques différents avec des conséquences délétères 

pour la cellule (production de céramides, stress oxydatif…) ne seraient pas ou moins capables 

de déclencher ce mécanisme d’adaptation.  
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L’ensemble de ce travail démontre que l’apport à court terme d’acides gras saturés en 

particulier de l’acide palmitique est capable de déclencher de façon précoce des perturbations 

de l’intégrité de la barrière intestinale, d’initier une réponse inflammatoire et de modifier la 

composition du microbiote intestinale. Ces dysfonctionnements de l’intestin et les 

conséquences délétères des lipides sont également des évènements décrits dans des 

pathologies bien installées affectant ce tissu telles que l’obésité. Nous avons montré que les 

effets délétères induits par les acides gras saturés se mettent très rapidement en placene 

permettant pas d’identifier le facteur déclencheur de l’inflammation intestinale. Cependant, 

les résultats obtenus dans la lignée cellulaire Caco-2/TC7 ont permis de mettre en évidence 

l’apparition précoce de défauts en réponse aux acides gras saturés dans l’épithélium avec une 

barrière épithéliale altérée et une augmentation des marqueurs inflammatoires dans ce 

compartiment exempt de l’influence possible de la lamina propria et du microbiote. Ces 

perturbations observées en réponse aux acides gras saturés dans les cellules Caco-2/TC7 

perdurent même après retrait de l’acide palmitique indiquant qu’un apport itératif à court 

terme est suffisant pour induire des altérations qui persistent supportant l’idée d’effets 

délétères pouvant devenir irréversibles. La rapidité de ces évènements précoces intervenant de 

façon quasi-simultanée soutient l’hypothèse d’une mise en place rapide d’un cercle vicieux. 

Des expériences complémentaires sont nécessaires pour préciser les éléments déclencheurs de 

l’inflammation intestinale en particulier in vivo où la coexistence du microbiote, des cellules 

immunitaires et épithéliales participe potentiellement à cette inflammation.    

Afin de mieux caractériser l’inflammation intestinale dans nos conditions, il serait 

judicieux de mesurer les marqueurs inflammatoires après avoir retiré la musculeuse pour 

analyser séparément les marqueurs dans l’épithélium et la lamina propria afin d’optimiser 

l’analyse et de concentrer les marqueurs inflammatoires pour mieux les détecter. Pour 

approfondir l’analyse in vivo de l’impact sur l’inflammation de l’huile de palme riche en 

acides gras saturés en comparaison à l’huile d’olive il serait intéressant de quantifier : 1/ in 

situ des marqueurs de l’infiltrat de cellules immunitaires tels que CD3 (marqueur des 

lymphocytes T) (Monteiro-Sepulveda et al. 2015), F4/80 (marqueur des macrophages) 

(Wagner et al. 2018), MPO (myélopéroxidase, marqueur des neutrophiles) (Helke et al. 2018) 

; 2/ dans les fèces via la quantification de la lipocaline-2 (marqueur des 

neutrophiles) (Moschen et al. 2017) ; 3/ dans le plasma le marqueur d’infiltrat des 

neutrophiles MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1) (Osaka et al. 2016) ou encore les 
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marqueurs de l’inflammation aigue SAA-1,-2,-3 (Tannock et al. 2018). Il serait également 

intéressant chez nos souris traitées d’évaluer l’épaisseur de la couche de mucus via une 

coloration histologique au bleu alcian qui colore les mucines  et mucopolysaccharides (Röhe 

et al. 2018) afin d’évaluer l’éventuel implication de la couche de mucus dans les défauts de 

barrière et la modification du microbiote. 

Par ailleurs, nous avons exploré les mécanismes moléculaires potentiellement 

responsables des effets délétères médiés par l’acide palmitique et nous avons souligné une 

implication de la voie de synthèse de novo des céramides. Une étude récemment publiée a 

souligné l’importance des taux de céramides en particulier le C-16 céramide dans les défauts 

de la barrière intestinale (Kim et al. 2017). Déterminer et doser les espèces de céramides 

produits par l’acide palmitique et les comparées à celles produites par l’ajout de C2-ceramide 

dans les cellules permettraient d’identifier l’espèce majoritairement impliquée dans les effets 

délétères induits par l’acide palmitique. De plus, l’accumulation de C16-céramide a été 

montrée associée à l’augmentation de la phosphorylation de la MLC-2 et à l’augmentation de 

la perméabilité paracellulaire chez la souris et dans les cellules Caco-2 (Kim et al. 2017). 

L’étude pilote que nous avons menée sur les souris CA-MLCK renforce l’hypothèse d’une 

implication de la kinase MLCK et de ces partenaires (MLC) dans l’altération de la barrière 

intestinale induite par l’huile de palme. Evaluer l’état de suractivation de cette kinase dans nos 

conditions permettra de mieux mettre en évidence une implication de la MLCK dans les 

défauts de barrière observés. D’autres mécanismes précoces moléculaires pourraient être 

responsables des altérations de la barrière épithéliale intestinale. En effet, l’étude de la 

détection des lipides dépendante de SR-B1 par notre équipe a également mis en avant 

l’implication de l’activation précoce de la kinase Src dans la signalisation intracellulaire 

(Saddar et al. 2013). Cette kinase a été décrite comme étant impliquée dans l’altération des 

jonctions serrées et des défauts de la barrière intestinale induits par un traitement au DSS 

(Samak et al. 2015). En effet, l’inhibition de son activité ou l’invalidation de la protéine 

permet de bloquer les effets délétères dus au DSS. Ainsi, il serait intéressant dans la poursuite 

de notre étude d’évaluer les conséquences sur l’intégrité de la barrière épithéliale d’une 

modulation des niveaux d’activité de cette kinase. 

Afin de déterminer la cascade des évènements et d’identifier le facteur déclencheur 

conduisant à l’inflammation intestinale en réponse aux lipides chez nos souris gavées à l’huile 

de palme, il serait judicieux de réaliser une cinétique des phénomènes observés avec 

quantification à des temps précoces (après 1 ; 2 et 3 jours de traitement) de l’impact des 
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acides gras saturés sur la barrière intestinale et la mesure en parallèle des modifications de la 

composition du microbiote. Il serait également intéressant d’évaluer l’état de l’intégrité de la 

barrière intestinale et la composition du microbiote après retrait des gavages. Ainsi, si nous 

observons un phénomène de résilience du microbiote, c’est-à-dire un retour à une composition 

des espèces bactériennes similaires à celle des souris contrôles, mais une persistance des 

défauts de la barrière intestinale, cela indiquerait qu’un dysfonctionnement de la barrière 

intestinale pourrait possiblement précéder les modifications du microbiote.  
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Partenariat 
médecine/sciences - 
Écoles doctorales (5)
Nos jeunes pousses 
ont du talent !

> Les doctorants organisateurs de ces jour-
nées proposent un résumé des principaux évé-
nements scientifiques qui se sont déroulés les 
25 et 26 mai 2016 au centre de recherche des 
Cordeliers (CRC) lors des journées de l’École « phy-
siologie, physiopathologie et thérapeutique » (ED 
394). Outre la présentation de leurs travaux scienti-
fiques lors des sessions « communications orales » 
et « posters », les participants ont entendu une 
conférence plénière du Professeur Pierre Corvol 
sur l’intégrité scientifique et participé à une table 
ronde consacrée à la médiation scientifique. Ces 
deux conférences ont permis d’échanger les points 
de vue sur ces problématiques actuelles. <

Ce travail de rédaction a été encadré par Isabelle Cremer 
et Catherine Monnot, directrice et directrice adjointe de 
l’ED394.
isabelle.cremer@crc.jussieu.fr
catherine.monnot@college-de-france.fr

Série coordonnée par Laure Coulombel.

Des résultats scientifiques à 
l’honneur !
Les doctorants ont récompensé les pré-
sentations de plusieurs de leurs collè-
gues dans les domaines de la physiologie 
cardio-vasculaire, de l’inflammation, 
des pathologies virales et génétiques ou 
de la fonction intestinale, sélectionnées 
sur l’intérêt scientifique et la qualité de 
la présentation (orale ou poster).

• Un modèle murin d’hy-
pertension d’or igine 
sympathique. L’inter-
vention d’Émilie Simon-
net1 a été très remarquée. Dans le 
cadre de son projet de thèse, Émilie 
a mis en évidence le rôle crucial de 
l’innervation sympathique des arté-
rioles. Celle-ci participe à la régula-
tion de leur diamètre, et donc du flux 
sanguin dans les tissus périphériques. 
Émilie a en effet démontré in vitro 
et in vivo que lorsque l’innervation 

1 Équipe « développement et physiologie des interactions 
neurovasculaires », Inserm U1050 - UMR7241 CNRS, Centre 
interdisciplinaire de recherche en biologie, Collège de 
France.

artérielle se met en place, les artères 
expriment une molécule de guidage 
axonale, l’éphrine-A4, qui possède une 
action répulsive sur les neurones sym-
pathiques. Les souris génétiquement 
inactivées pour le récepteur Ephrine-A4 
présentent donc une innervation arté-
rielle accrue, associée à une hyper-
tension. Ces souris pourraient ainsi 
constituer le premier modèle murin 
d’hypertension d’origine sympathique, 
permettant de tester de nouvelles voies 
thérapeutiques dans le traitement de 
l’hypertension artérielle.

COMPTE RENDU DE CONGRÈS
Les journées 2016 de l’école doctorale 
« physiologie, physiopathologie 
et thérapeutique » 
de l’Université Pierre et Marie Curie*

Sami Ayari1, Cécile Bandet2, Marion Dajon3, Ray El Boustany4, 
Sara Ghezzal1, Annaelle Jarossay5, Hélène Kaplon3, 
Barbara Postal1, Élodie Pramil6, Jules Russick5, 
pour le comité d’organisation des journées

* « L’école doctorale physiologie, physiopathologie et théra-
peutique (P2T)/ED394 est une école doctorale accréditée par 
l’Université Pierre et Marie Curie (UPMC) et associée à l’Ins-
titut Pasteur, l’Institut Curie, l’INRA, l’IRSN et le Collège de 
France. Cette école doctorale est pluridisciplinaire, regrou-
pant environ 250 doctorants dans le domaine des sciences 
de la vie avec une forte composante en biologie, médecine et 
santé ». (présentation tirée du site http://www.ed394.upmc.
fr/fr/l_ecole_doctorale.html).

1Équipe « physiopathologies intestinales : nutrition et 
fonction de barrière », UMRS 1138 (Armelle Leturque), 
centre de recherche des Cordeliers, Paris, France ; 2équipe 
« pathogenèse cellulaire et clinique du diabète », 
UMRS 1138 (Fabienne Foufelle), Centre de recherche des 
Cordeliers ; 3 équipe « Cancer et immunité anti-tumorale », 
UMRS 1138, (Isabelle Cremer et Jean-Luc Teillaud), Centre 
de recherche des Cordeliers ; 4équipe « Physiopathologie et 
thérapeutiques des maladies vasculaires et rénales liées 
au diabète et à la nutrition » (Ronan Roussel), Centre de 
recherche des Cordeliers ; 5équipe « Immunopathologie et 
immuno-intervention thérapeutique » UMRS 1138 (Sébastien 
Lacroix-Desmazes), Centre de recherche des Cordeliers ; 
6équipe « Mort cellulaire et résistance aux traitements dans 
les hémopathies malignes » UMRS 1138 (Santos A. Susin), 
Centre de recherche des Cordeliers, Paris, France.
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tions intestinales dans l’obésité et le 
diabète. Charlotte s’intéresse en par-
ticulier à l’absorption intestinale des 
sucres alimentaires, fonction vitale pour 
l’organisme. Elle a montré que le trans-
porteur GLUT2 est impliqué dans l’ab-
sorption des sucres et dans la plasticité 
des cellules endocrines de l’intestin.
• Cellules immunitaires intestinales et 
obésité. Sothea Touch8 présentait un 
poster sur le rôle des cellules immu-
nitaires intestinales dans la physio-
pathologie de l’obésité. Ses résultats 
ont révélé l’importance du recrutement 
des cellules immunitaires contribuant à 
l’inflammation dans cette pathologie. 
Elle a entrepris une étude des cellules 
immunitaires sanguines et intestinales 
de sujets obèses, qui démontre l’alté-
ration globale de l’immunité dans ces 
deux compartiments. Ces données sont 
actuellement confrontées aux para-
mètres cliniques et à la composition 
du microbiote intestinal à la recherche 
d’un lien entre les modifications du 
microbiote, l’état inflammatoire et les 
dysfonctions métaboliques liés à l’obé-
sité humaine.

Le respect de l’intégrité scientifique : 
une conférence de Pierre Corvol
Docteur en médecine et chercheur, 
Pierre Corvol, professeur émérite 
(chaire de médecine expérimentale) 
et ancien administrateur du Collège 
de France, vice-président de l’Acadé-
mie des Sciences, a été chargé par le 
ministre de l’Enseignement supérieur et 
de la Recherche d’établir un rapport sur 
l’intégrité scientifique et de faire des 
recommandations pour la promouvoir. Il 
est intervenu lors d’une séance plénière 
des Journées de notre École doctorale 
« physiologie, physiopathologie et thé-
rapeutique » sur ce sujet de grande 
actualité, la formation des doctorants à 
l’intégrité scientifique étant désormais 
stipulée dans l’arrêté du 25 mai 2016 
fixant le cadre national de la formation 

8 Équipe « nutriOMICS », Inserm U1166, ICAN, hôpital la 
Pitié-Salpétrière.

tré que les macrophages font partie des 
cellules réservoirs qui empêchent l’éra-
dication complète du VIH. Le VIH-2, très 
semblable au VIH-1, est mieux contrôlé 
par le système immunitaire. L’objectif 
du travail d’Esther est d’analyser cette 
différence, et notamment de comparer 
des macrophages infectés in vitro par 
l’un ou l’autre de ces deux virus. Ce 
travail a permis d’identifier des diffé-
rences majeures de la distribution dans 
les macrophages d’une protéine virale, 
la production virale et la transmission 
aux lymphocytes T du virus présent dans 
les macrophages. La connaissance de 
ces différences pourrait contribuer à 
un meilleur contrôle de l’infection par 
le VIH-2.
• Une nouvelle stratégie thérapeu-
tique dans la mucoviscidose ? Dans le 
domaine de la génétique, le travail de 
Florence Sonneville6 porte sur la muco-
viscidose : il démontre que le canal 
chlorure ANO1 (anoctamin-1) pourrait 
être un canal alternatif pour compenser 
la protéine déficiente (le canal chlo-
rure CFTR, cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator). Florence 
a montré que le microARN miR-9 inhibe 
le gène ANO1. Pour lever cette inhibition, 
une molécule spécifique a été synthéti-
sée : le TSB ANO1. Dans le contexte de 
la mucoviscidose (modèles de lignées 
cellulaires épithéliales bronchiques, ou 
de cultures de cellules primaires issues 
de patients et de souris), cette molé-
cule restaure les efflux de chlorure ainsi 
que de nombreux paramètres dérégulés 
in vitro et in vivo. Lever l’inhibition de 
l’expression de cette protéine pourrait 
donc être considéré comme une nouvelle 
stratégie thérapeutique.
• Absorption des sucres intestinaux. 
Enfin, dans la thématique métabolisme 
et nutrition, le travail de Charlotte 
Schmitt7 a été récompensé. Il porte sur 
les mécanismes de contrôle des fonc-

6 Équipe « mucoviscidose : physiopathologie et phénogéno-
mique », UMRS938 Inserm, Centre de recherche Saint Antoine.
7 Équipe « physiopathologies intestinales : nutrition et fonc-
tion de barrière », UMRS1138 Inserm, centre de recherche 
des Cordeliers.

• Récepteur des minéralocorticoïdes et 
inflammation. Mathieu Buonafine2 a 
démontré que dans les cellules dendri-
tiques, l’activation du récepteur aux 
minéralocorticoïdes par l’aldostérone  
jouait un rôle fondamental au cours 
de l’inflammation observée lors d’une 
hypertension induite par l’aldostérone 
chez la souris. Il a pu mettre en évi-
dence, grâce à des modèles de souris 
transgéniques, que cet effet implique 
la protéine neutrophil gelatinase-asso-
ciated lipocalin, dont le rôle est encore 
mal connu. Cette dernière pourrait jouer 
un rôle majeur dans la médiation des 
effets pathologiques de l’activation 
du récepteur aux minéralocorticoïdes, 
notamment lorsqu’elle est exprimée par 
certains types de cellules immunitaires.
• Réponses immunitaires différentielles 
et statut des patients VIH. Concernant 
les pathologies virales, deux travaux 
portant sur le VIH (virus de l’immunodé-
ficience humaine) se sont particulière-
ment démarqués. Tout d’abord, Angeline 
Rouers3 a montré que la fonctionnalité 
des lymphocytes T folliculaires helper 
(Tfh) était altérée lors de l’infection 
par le VIH. Elle a également démon-
tré que dans le sang des patients elite 
controllers4, la réponse des lymphocytes 
B mémoires anti-VIH était maintenue, 
contrairement à celle des patients non 
controllers traités. Reste à savoir si 
chez ces patients elite controllers, les 
fonctionnalités des Tfh sont également 
intactes. Ainsi, une meilleure compré-
hension des mécanismes cellulaires lors 
de l’infection par le VIH pourrait contri-
buer à l’élaboration de nouvelles straté-
gies vaccinales anti-VIH.
• Macrophages et contrôle du réservoir 
du VIH. Ester Gea-Mallorqui5 a mon-

2 Équipe « récepteur minéralocortocoïde : physiologie et 
innovations thérapeutiques », UMRS1138 Inserm, centre de 
recherche des Cordeliers.
3 Équipe « immunobiologie des infections virales et pré-
sentation des antigènes », Inserm U1135, CR7 UMRS UPMC, 
centre de recherche immunologie et maladies infectieuses 
(CIMI).
4 Sur cette dénomination, voir la Nouvelle de V. Martinez et 
B. Autran, Med Sci (Paris) 2008 ; 24 : 7-9.
5 Équipe « transport intracellulaire et immunité », Inserm 
U932, Institut Curie.
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la médiation scientifique. Nous avons 
souhaité ouvrir le débat sur les enjeux 
de la communication scientifique avec 
les doctorants et nos invités qui en ont 
fait leur métier. Cette table ronde a 
été animée par Ange Ansour (coordina-
trice éducative « Les Savanturiers12 »), 
Mathieu Buonafine (doctorant et grand 
vainqueur national du concours « Ma 
thèse en 180 secondes13 »), Anne Nassif 
(directrice de publication de « Nutrimé-
dia14 ») et Noémie Naguet (chargée de 
communication au CNRS et à « L’esprit 
sorcier15 »).
Le profil varié des invités a rapidement 
soulevé la question suivante : qui est le 
mieux placé aujourd’hui pour informer le 
public de la science ?
En effet, de nombreuses formations per-
mettent d’accéder au métier de média-
teur scientifique et les scientifiques 
ne sont plus les seuls acteurs de la 
communication scientifique. Noémie 
Naguet explique avoir suivi une forma-
tion en communication pendant un an 
avec le Cnam (centre national des arts 
et métiers) car elle souhaitait obte-
nir la légitimité de pouvoir faire de 
la communication scientifique après 
l’obtention de son doctorat en biologie. 
De même, Ange Ansour dévoile un par-
cours de traductrice avant de devenir 
professeure des écoles et de se mettre 
au service des Savanturiers. Les moyens 
de communication (vidéos publiées sur 
Internet, réseaux sociaux, blogs, milieux 
associatifs, etc.) sont de plus en plus 
nombreux et permettent de s’adresser 
à un public plus large (sans qu’une for-
mation scientifique soit indispensable). 
Leur multiplication témoigne du besoin 
de diversité des stratégies de commu-
nication afin de combler le fossé qui 
s’est installé entre les scientifiques et 
le public. Les enjeux sont multiples et 
loin d’être négligeables. La médiation 
scientifique intervient non seulement 

12 http://les-savanturiers.cri-paris.org/
13 http://mt180.fr/
14 http://www.nutrimedia.fr/
15 http://www.lespritsorcier.org/

aussi par la recherche de financement 
ou encore par un besoin de reconnais-
sance. Afin de contrôler et de pouvoir 
repérer ce type de comportement, la 
communauté scientifique internationale 
a élaboré des codes ou des chartes. De 
ce fait en 2011, The European Code of 
Conduct for Research Integrity9 a été 
mis en place. En 2015, les universités et 
les principaux organismes de recherche 
en France ont signé une charte natio-
nale de déontologie des métiers de la 
recherche10. D’autres moyens ont égale-
ment été développés pour lutter contre 
tous ces manquements à l’intégrité, 
notamment sur les réseaux sociaux 
(https://www.pubpeer.com et https://
www.retraction watch.com). Ainsi, cela 
permet de repérer et de diffuser les 
diverses falsifications de données dans 
un article. En effet, certains auteurs 
prétendent avoir réalisé leur expérience 
en « triplicate », or la figure correspon-
dant à la dite expérience ne présente ni 
moyenne ni barre d’erreur.
L’accès aux données brutes de la 
recherche et le projet de Loi « Pour 
une République numérique11 » devraient 
contribuer à une recherche intègre et 
responsable. Enfin, rappelons que c’est 
à chaque scientifique qu’incombe la res-
ponsabilité d’avoir une conduite exem-
plaire et de produire une science pleine-
ment intègre. Cette conférence a permis 
de souligner l’importance de la géné-
ration et de la divulgation de données 
scientifiques originales fiables pour la 
société d’aujourd’hui et de demain.

Transmettre la science : 
un enjeu de société
Nous avons également choisi d’orga-
niser une table ronde sur le thème de 

9 Document téléchargeable à l’adresse : http://ec.europa.
eu/research/participants/data/ref/h2020/other/hi/h2020-
ethics_code-of-conduct_en.pdf
10 Document téléchargeable à l’adresse : http://www.cnrs.fr/
comets/IMG/pdf/charte_nationale__deontologie_signe_e_
janvier2015.pdf
11 LOI n° 2016-1321 du 7 octobre 2016 pour une République 
numérique. Voir le site légifrance https://www.legifrance.
gouv.fr/affichLoiPubliee.do?idDocument=JORFDOLE0000315
89829&type=general&legislature=14 

conduisant à la délivrance du diplôme 
national de doctorat.
Lors de son intervention, Pierre Corvol 
a défini l’intégrité scientifique puis en 
a exposé les enjeux. Rapidement, il a 
lancé un dialogue constructif avec les 
doctorants sur l’importance de l’inté-
grité scientifique dans notre travail au 
quotidien. En effet, la recherche scien-
tifique se doit de contribuer à faire 
évoluer les connaissances de la Science 
de façon honnête et intègre. La com-
munauté scientifique, et plus largement 
la société, doivent avoir confiance dans 
les différents résultats publiés. Le débat 
sur l’intégrité scientifique a permis de 
pointer du doigt des méconduites scien-
tifiques, voire des fraudes. Nous avons 
pu échanger nos points de vue concer-
nant l’arrangement ou la falsification 
des données, telle que l’augmentation 
de l’échantillonnage de façon factice 
pour rendre un résultat statistique-
ment significatif. Nous avons conclu 
que ce genre de pratiques est considéré 
comme une fraude. De plus, ces pra-
tiques peuvent avoir un impact néfaste 
et important dans les domaines de la 
santé et de l’environnement. Le coût 
financier qu’elles peuvent engendrer est 
loin d’être négligeable pour la société.
Nous avons également discuté d’une 
autre problématique concernant l’inté-
grité scientifique, le plagiat. N’oublions 
pas que le plagiat est une forme de 
méconduite assez répandue et qui fait 
l’objet de sanctions. Ce comportement 
peut conduire à des poursuites pénales. 
Les causes des dérives évoquées ci-des-
sus sont multiples. Entre 2010 et 2015, 
dans 27 universités et 8 établissements 
de recherche en France et à l’interna-
tional, il a été relevé 22 falsifications de 
données ; 46 cas de plagiat ; 6 conflits 
d’intérêt. Par ailleurs, la surinterpréta-
tion de données ou de résultats publiés 
peut conduire à émettre des conclu-
sions scientifiques erronées. Toutes 
ces formes de méconduites peuvent 
être motivées par des enjeux de car-
rière, notamment l’obtention d’un poste 
stable chez le jeune chercheur, mais 
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minéralocorticoïdes. « Il [ce concours] 
m’a permis de faire découvrir mon tra-
vail de thèse à un public très large et de 
lui ouvrir une petite porte sur le monde 
complexe de la biologie et de la démarche 
scientifique [...]. C’est un challenge très 
formateur qui m’a permis de m’aguerrir à 
la prise de parole en public et d’aborder 
mon travail de thèse sous un angle com-
plètement différent », explique-t-il.

En conclusion
Les journées de l’École doctorale 394 
ont été une bonne occasion pour les 
doctorants venant de domaines très dif-
férents d’échanger et d’interagir scien-
tifiquement et techniquement, souli-
gnant l’intérêt de la pluridisciplinarité 
de notre École doctorale. De plus, de 
nombreuses idées discutées au cours 
de sessions spéciales (table ronde et 
conférence plénière), ont permis l’ou-
verture sur des questions d’avenir, de 
médiation et d’intégrité. L’ensemble du 
comité organisateur tient à remercier 
les doctorants, les sponsors ainsi que 
les directrices et la gestionnaire de 
l’École doctorale, acteurs qui ont permis 
la concrétisation de ces deux journées 
scientifiques très enrichissantes. ‡
2016 Two-day doctoral conference 
organised by the Doctoral school 
“physiology, physiopathology and 
therapeutics” Pierre and Marie Curie 
University, Paris

LIENS D’INTÉRÊT
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérêt 
concernant les données publiées dans cet article.

Une réflexion a également été engagée 
sur les moyens qui pourraient être mis 
en place pour inciter davantage les gens 
et les chercheurs à s’investir dans des 
actions de médiation scientifique. Com-
ment les activités de médiation scienti-
fique d’un chercheur peuvent-elles être 
évaluées par les instances d’évaluation 
des organismes de recherche et comment 
peut-on juger ces activités ? Certains 
scientifiques estiment que la publica-
tion des résultats de leurs travaux fait 
office de médiation scientifique, d’autres 
leur font remarquer que ces publications 
ne sont compréhensibles que par leurs 
pairs et restent incompréhensibles pour le 
grand public. Par ailleurs, les doctorants 
sont désireux de s’investir davantage 
dans la médiation scientifique malgré les 
éventuelles difficultés auxquelles ils sont 
souvent confrontés (manque de temps, 
manque d’outils et de formation et faible 
valorisation de cette activité).
Néanmoins, les activités de média-
tion scientifique se diversifient au sein 
des écoles doctorales. « Ma thèse en 
180 secondes » est un exemple d’un nou-
veau moyen de médiation mis en place 
pour les doctorants. Le défi pour les doc-
torants est de présenter leur projet de 
recherche de manière concise en trois 
minutes avec l’appui d’une seule diaposi-
tive. « Le concours MT180 est un vrai défi 
de communication et de vulgarisation 
scientifique » témoigne Mathieu Buona-
fine, vainqueur de la finale nationale 2016 
de Ma thèse en 180 secondes, organisée à 
Bordeaux. Il a remporté le premier prix du 
jury pour sa présentation sur l’étude du 
rôle de la neutrophil gelatinase associa-
ted lipocalin dans les effets cardiovas-
culaires de l’activation du récepteur des 

pour transmettre le savoir mais éga-
lement pour répondre à des questions 
d’ordre sociétal. La situation est parfois 
délicate comme le montre une enquête 
de l’Institut d’études d’opinion Ipsos, 
qui a révélé que certains Français ne 
font plus confiance aux scientifiques 
quand il s’agit de dire la vérité sur leurs 
résultats et leurs travaux. Un étudiant 
présent dans la salle a tenu à rappe-
ler une polémique récente illustrant 
la défiance des Français vis-à-vis de 
l’innocuité des vaccins, notamment ceux 
qui contiennent des sels d’aluminium 
utilisés comme adjuvant et suspectés 
de déclencher une myopathie inflam-
matoire : la myofasciite à macrophages.
D’aucuns se sont interrogés sur la rigueur 
de la vulgarisation scientifique. À force 
de trop vouloir simplifier le contenu 
scientifique, le risque est réel de défor-
mer les propos initiaux quel que soit le 
public auquel on s’adresse. Ces questions 
ont ensuite laissé place à de nouvelles 
interrogations sur les contenus scien-
tifiques du Palais de la découverte ou 
bien de la Cité des sciences : ceux-ci sont 
très souvent destinés aux enfants étant 
donné que de moins en moins d’adultes 
se rendent dans des musées ayant pour 
thématique les sciences. En effet, une 
sorte de cercle vicieux s’est installé : 
plus les enfants sont nombreux, plus les 
contenus scientifiques seront adaptés 
aux enfants, ce qui aura pour consé-
quence d’attirer encore plus d’enfants et 
ainsi de suite. Cette tendance génère une 
base solide d’accès aux sciences pour les 
enfants, et donc la société à venir,  mais 
ne permet pas de remédier à la méfiance 
vis-à-vis des sciences des adultes de la 
société actuelle.
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