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Résumé 

Les chylomicrons (CM) sont des vésicules produites et sécrétées par les entérocytes de l'intestin 

grêle pour permettre le transport des lipides et des vitamines liposolubles de l'alimentation vers 

la circulation sanguine. Les mécanismes de transport, de formation et de sécrétion des CM sont 

très complexes et des défauts dans ces mécanismes peuvent affecter de manière significative la 

qualité de vie d'un individu. Il est clair qu'il existe des lacunes dans notre compréhension des 

protéines qui régulent ces processus puisque certains patients atteints de malabsorptions 

intestinales ne présentent pas de mutations pour des protéines connues et d’autres patients 

présentant des mutations connues ont des caractéristiques cliniques incompréhensibles. La 

phospholipase D(PLD) 1 et la Sar1b GTPase sont deux protéines dont le rôle dans l'homéostasie 

lipidique intestinale reste à mieux préciser. La PLD1 est une enzyme dont le rôle principal est de 

catalyser la formation d'acide phosphatidique à partir de la phosphatidylcholine. Son produit 

permet de réguler de nombreux processus cellulaires tels que l’endocytose, l’exocytose et le 

traffic vésiculaire. Cependant, sa fonction dans l'homéostasie lipidique intestinale était jusqu'à 

présent inconnue. La Sar1b GTPase, quant à elle, régule la formation des vésicules COPII du 

réticulum endoplasmique (RE) et sa mutation a été associée à la maladie de rétention du CM 

(MRC), l'une des trois principales maladies qui provoquent une malabsorption des lipides 

intestinaux. Cependant, nos connaissances scientifiques sur cette enzyme sont assez limitées et 

même sa relation de cause à effet reste à définir dans un organisme complexe tel qu'un 

mammifère. 

Par conséquent, l'objectif général de cette thèse est de mettre en évidence le rôle de la PLD1 et 

de la Sar1b GTPase dans le transport et le métabolisme des lipides intestinaux. Pour atteindre ces 

objectifs, nous avons soit administré des inhibiteurs de l'activité des différents isoformes de PLD 

à des cellules entérocytaires Caco2/15, ou utilisé des cellules présentant une diminution de 

l’expression du gène de PLD1. En outre, pour la Sar1b GTPase, nous avons utilisé des souris 

présentant soit une mutation ponctuelle, soit une délétion de Sar1b. 

Nos résultats ont montré que la diminution de l'expression protéique de PLD1 réduit la sécrétion 

de CM et modifie l'expression protéique de facteurs importants impliqués dans la β-oxydation et 
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la lipogenèse. En ce qui concerne la Sar1b GTPase, nous avons pu observer que les souris 

homozygotes avec une mutation ou une délétion de Sar1b ne sont pas viables et sembleraient 

mourir juste après la naissance étant donné le développement embryonnaire normal de ces 

souris. Avec les souris hétérozygotes, nous avons quand même pu confirmer la relation de cause 

à effet entre le gène et la MRC puisque ces souris récapitulaient plusieurs anomalies gastro-

intestinales retrouvées chez les patients. En outre, nous avons observé que la gravité des 

caractéristiques observées chez les souris peut dépendre du régime alimentaire et du génotype. 

De plus, nous avons observé que les mâles présentant une mutation ponctuelle reflétaient 

d’avantage la maladie. Par ailleurs, les lipoprotéines de ces animaux avaient une composition 

chimique et protéique altérée avec une diminution de la quantité d’ApoB-100 dans les fractions 

de VLDL et LDL, ainsi qu’une augmentation des ratios cholestérol ester/phospholipides et des 

ratios lipides estérifiés/lipides non-estérifiés. Enfin, nous avons observé que l'altération du gène 

Sar1b dans l'intestin affecte son homéostasie lipidique et modifie l'expression génique et 

protéique de plusieurs facteurs importants dans le stress du RE, la β-oxydation, la lipogenèse et 

le métabolisme du cholestérol. 

En conclusion, même si cette thèse comporte plusieurs limites, nous avons pu établir le rôle de la 

PLD1 et de la Sar1b GTPase dans l'homéostasie lipidique. En effet, nous sommes les premiers à 

avoir démontré que l'altération du gène PLD1 affecte la sécrétion de CM et le métabolisme des 

lipides dans les cellules intestinales. De plus, nous avons pu confirmer in vivo la relation de cause 

à effet entre la MRC et la protéine Sar1b, tout en ayant une meilleure compréhension de son 

impact sur le métabolisme des lipides qui peut varier en fonction de différents facteurs tels que 

le génotype et la diète. Une meilleure compréhension de ces protéines permettrait d'augmenter 

les cibles possibles pour le développement de traitements ciblant la sécrétion de CM et de mieux 

comprendre les conséquences que la mutation de ces gènes peut avoir chez les patients. 

Mots-clés : Souris transgéniques, Caco-2/15, Intestin, Foie, Lipoprotéines, Syndrome 

métabolique, Maladie de rétention des chylomicrons, Phospholipase D, Sar1b GTPase, 

malabsorption intestinale, Dyslipidémies, Métabolisme lipidique, Métabolisme du cholestérol 

 



Abstract 

Chylomicrons (CMs) are vesicles produced and secreted by enterocytes in the small intestine to 

transport lipids and fat-soluble vitamins from the diet into the bloodstream. The mechanisms of 

CM transport, formation and secretion are very complex and defects in these mechanisms can 

significantly affect the quality of life of an individual. It is clear that there are gaps in our 

understanding of the proteins that regulate these processes since some patients with intestinal 

malabsorptions do not have mutations for known proteins and other patients with known 

mutations have incomprehensible clinical features. Phospholipase D (PLD) 1 and Sar1b GTPase 

are two proteins whose role in intestinal lipid homeostasis remains to be better defined. PLD1 is 

an enzyme whose main role is to catalyze the formation of phosphatidic acid from 

phosphatidylcholine. Its product regulates many cellular processes such as endocytosis, 

exocytosis and vesicular trafficking. However, its function in intestinal lipid homeostasis was 

unknown until now. Sar1b GTPase, on the other hand, regulates COPII vesicle formation in the 

endoplasmic reticulum (ER) and its mutation has previously been associated with CM retention 

disease (CRD), one of the three major diseases that cause intestinal lipid malabsorption. However, 

our scientific knowledge about this enzyme is quite limited and even its cause and effect 

relationship remains to be defined in a complex organism such as a mammal. 

Therefore, the overall goal of this thesis is to highlight the role of PLD1 and the Sar1b GTPase in 

intestinal lipid transport and metabolism. To achieve these objectives, we either administered 

inhibitors of the activity of different PLD isoforms to Caco2/15 enterocyte cells or used cells with 

protein depletion of PLD1. In addition, for the Sar1b GTPase, we used mice with either a point 

mutation or a deletion of Sar1b. 

Our results showed that decreased protein expression of PLD1 reduces CM secretion and alters 

the protein expression of important factors involved in β-oxidation and lipogenesis. With regard 

to the Sar1b GTPase, we could observe that homozygous mice with a mutation or deletion of 

Sar1b are not viable and would appear to die just after birth given the normal embryonic 

development of these mice. With the heterozygous mice, we were still able to confirm the causal 

relationship between the gene and CRD since these mice recapitulated several gastrointestinal 
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abnormalities found in patients. In addition, we observed that the severity of the features 

observed in the mice may depend on diet and genotype. In addition, we observed that males with 

a point mutation reflected the most the disease. Also, the lipoproteins of these animals had an 

altered chemical and protein composition, with a decrease in the amount of ApoB-100 in the VLDL 

and LDL fractions, as well as an increase in choesteryl ester/phospholipids ratios and 

esterified/nonesterified lipid ratios. Finally, we observed that alteration of the Sar1b gene in the 

gut affects its lipid homeostasis and alters the gene and protein expression of several factors 

important in ER stress, β-oxidation, lipogenesis, and cholesterol metabolism. 

In conclusion, although this thesis has several limitations, we were able to establish the role of 

PLD1 and the Sar1b GTPase in lipid homeostasis. Indeed, we are the first to have demonstrated 

that alteration of the PLD1 gene affects CM secretion and lipid metabolism in intestinal cells. 

Furthermore, we were able to confirm in vivo the causal relationship between MRC and the Sar1b 

protein, while having a better understanding of its impact on lipid metabolism which can vary 

according to different factors such as genotype and diet. A better understanding of these proteins 

would increase the possible targets for the development of treatments targeting CM secretion 

and better understand the consequences that mutation of these genes may have in patients. 

Keywords : Transgenic mice, Caco-2/15, Intestine, Liver, Lipoproteins, Metabolic syndrome, 

Chylomicron retention disease, Phospholipase D, Sar1b GTPase, intestinal malabsorption 

 



Table des matières 

Résumé ............................................................................................................................................. 3 

Abstract ............................................................................................................................................ 5 

Table des matières ........................................................................................................................... 7 

Liste des tableaux ........................................................................................................................... 13 

Liste des figures .............................................................................................................................. 14 

Liste des sigles et abréviations ....................................................................................................... 17 

Remerciements .............................................................................................................................. 23 

Chapitre 1 – Introduction ............................................................................................................... 24 

Chapitre 2 – Recension des écrits .................................................................................................. 27 

2.1 Description générale du tractus gastro-intestinal ............................................................... 27 

2.1.1 Les différentes couches retrouvées dans le tractus gastro-intestinal .......................... 28 

2.1.2 De la bouche à l’estomac .............................................................................................. 30 

2.1.3 Le petit intestin ............................................................................................................. 31 

2.1.4 Le caecum et le gros intestin ......................................................................................... 32 

2.2 Importance des lipides au niveau physiologique ................................................................. 32 

2.3 Les lipoprotéines et les apolipoprotéines ............................................................................ 35 

2.3.1 Le chylomicron .............................................................................................................. 36 

2.3.2 La lipoprotéine de très basse densité et de densité intermédiaire .............................. 38 

2.3.3 La lipoprotéine de basse densité .................................................................................. 39 

2.3.4 La lipoprotéine de haute densité .................................................................................. 39 

2.3.5 La lipoprotéine (a) ......................................................................................................... 40 

2.4 Transport du cholestérol et des acides gras dans les entérocytes du petit intestin ........... 42 



8 

2.4.1 Entrée des lipides par diffusion ou par transport actif ................................................. 42 

2.4.1.1 Transport par diffusion .......................................................................................... 43 

2.4.1.2 Cluster of differentiation 36 ................................................................................... 43 

2.4.1.3 Fatty acid transport protein 4 ................................................................................ 44 

2.4.1.4 Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) ........................................................................... 44 

2.4.1.5 Scavenger receptor class B type I ........................................................................... 45 

2.4.1.6 ATP-binding cassette subfamily member 5 and 8 .................................................. 45 

2.4.2 Transport des acides gras vers les compartiments cellulaires ...................................... 46 

2.4.2.1 Intestinal et liver fatty acid binding proteins ......................................................... 46 

2.4.3 Re-estérification des acides gras, du cholestérol et des phospholipides ..................... 48 

2.4.3.1 Estérification des acides gras ................................................................................. 48 

2.4.3.2 Estérification du CHOL libre ................................................................................... 48 

2.4.3.3 Estérification des lysophospholipides .................................................................... 49 

2.4.4 Formation et hydrolyse des gouttelettes lipidiques intestinales.................................. 50 

2.4.4.1 Informations générales sur les gouttelettes lipidiques ......................................... 50 

2.4.4.2 Grossissement des gouttelettes lipidiques ............................................................ 50 

2.4.4.3 Hydrolyse des gouttelettes lipidiques .................................................................... 51 

2.4.5 Formation du pré-chylomicron ..................................................................................... 52 

2.4.5.1 Microsomal triglyceride transfer protein ............................................................... 53 

2.4.5.2 Apolipoprotéine B-48 ............................................................................................. 53 

2.4.5.3 Apolipoprotéine A-4 ............................................................................................... 54 

2.4.6 Mobilité du pré-chylomicron à partir du RE vers le Golgi ............................................. 55 

2.4.6.1 Le Coat protein complexe II et le Sar1b GTPase ..................................................... 56 



9 
 

2.4.6.2 Autres protéines nécessaires à la sortie du pré-chylomicron hors du réticulum 

endoplasmique ................................................................................................................... 58 

2.4.7 Entrée du pré-chylomicron dans le Golgi et sa maturation en chylomicron ................ 59 

2.4.7.1 Le complexe N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor ..... 60 

2.4.7.2 Maturation du chylomicron dans le Golgi .............................................................. 60 

2.4.8 Exocytose des chylomicrons du Golgi pour être dirigés vers la circulation sanguine .. 61 

2.4.9 Autres entrées et sorties du CHOL dans la cellule intestinale ...................................... 64 

2.4.9.1 Formation du HDL .................................................................................................. 64 

2.4.9.2 Excrétion transintestinale du cholestérol ............................................................... 65 

2.5 Le chylomicron dans la circulation sanguine ....................................................................... 67 

2.6 Facteurs régulant la sécrétion des chylomicrons ................................................................. 68 

2.6.1 Les facteurs nutritionnels .............................................................................................. 68 

2.6.2 L’insuline, la résistance à l’insuline et les acides gras libres. ........................................ 69 

2.6.3 Les peptides gastro-intestinaux .................................................................................... 70 

2.6.4 Le sexe ........................................................................................................................... 72 

2.6.5 Le microbiote intestinal................................................................................................. 73 

2.7 Comparaison de la formation et la sécrétion des lipoprotéines riches en triglycérides par le 

foie et l’intestin .......................................................................................................................... 75 

2.8 Les lipoprotéines plasmatiques et leur importance dans la régulation des risques 

cardiovasculaires ........................................................................................................................ 77 

2.8.1 Le chylomicron et les maladies cardiovasculaires ........................................................ 77 

2.8.2 La lipoprotéine de très basse densité et de densité intermédiaire, avec les maladies 

cardiovasculaires .................................................................................................................... 79 

2.8.3 La lipoprotéine de basse densité et les maladies cardiovasculaires ............................. 80 

2.8.4 La lipoprotéine de haute densité et les maladies cardiovasculaires ............................ 81 



10 

2.8.5 La lipoprotéine (a) et les maladies cardiovasculaires ................................................... 82 

2.9 Catabolisme et biosynthèse des lipides du petit intestin .................................................... 82 

2.9.1 La lipogenèse de novo ................................................................................................... 83 

2.9.2 La β-oxydation des acides gras ...................................................................................... 84 

2.9.3 Formation de novo du cholestérol ................................................................................ 86 

2.10 Aspects cliniques des principales mutations causant des malabsorptions intestinales des 

lipides : causes, conséquences et traitements........................................................................... 89 

2.10.1 L’hypobetalipoprotéinémie familiale .......................................................................... 89 

2.10.2 L’abétalipoprotéinémie ............................................................................................... 91 

2.10.3 La maladie de rétention des chylomicrons ................................................................. 92 

2.11 La phospholipase D (PLD) ................................................................................................... 97 

2.11.1 Informations générales sur la phospholipase D .......................................................... 98 

2.10.1.1 Propriétés physicochimiques et biologiques de la phospholipase D ................... 98 

2.10.1.2 Régulation de l’activité des deux isoformes de PLD ............................................ 99 

2.10.1.3 Rôle de la phospholipase D dans le trafic vésiculaire ........................................ 102 

2.11.2 Rôles de la phospholipase D dans le développement des maladies cardiovasculaires

 .............................................................................................................................................. 105 

2.11.2.1 La résistance à l’insuline et le diabète de type II ............................................... 105 

2.11.2.2 Les dyslipidémies ................................................................................................ 106 

2.11.2.3 L’hypertension .................................................................................................... 107 

Chapitre 3 – Problématique, hypothèses et objectifs ................................................................. 110 

3.1 Problématique .................................................................................................................... 110 

3.1.1 L’enzyme Phospholipase D .......................................................................................... 110 

3.1.2 Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des chylomicrons .................................. 111 



11 
 

3.2 Hypothèses ......................................................................................................................... 111 

3.2.1 La phospholipase D est impliquée dans l’homéostasie lipidique du petit intestin. ... 112 

3.2.2 L’altération du gène SARA2 dans un modèle de souris récapitule les caractéristiques 

retrouvées chez les patients atteints de la maladie de rétention des chylomicrons .......... 113 

3.2.3 Une altération du gène SARA2 altère la composition des lipoprotéines ainsi que les 

mécanismes impliqués dans l’homéostasie lipidique du petit intestin ............................... 114 

3.3 Objectifs ............................................................................................................................. 114 

3.3.1 Objectifs 1 : La phospholipase D ................................................................................. 114 

3.3.2 Objectifs 2 : Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des chylomicrons .............. 115 

Chapitre 4 – Méthodologie générale ........................................................................................... 116 

4.1 La phospholipase D ............................................................................................................ 116 

4.1.1 Culture cellulaire ......................................................................................................... 116 

4.1.2 Études de transestérification et de sécrétion des CM ................................................ 117 

4.1.3 Études du métabolisme lipidique ................................................................................ 117 

4.2 Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des chylomicrons ......................................... 118 

4.2.1 Le développement embryonnaire des souris avec une altération de Sar1b .............. 119 

4.2.2 Caractérisation des animaux avec une altération de Sar1b et détermination de la 

relation cause-effet .............................................................................................................. 120 

4.2.3 Le métabolisme du cholestérol et la composition des lipoprotéines chez des souris avec 

une altération de Sar1b ........................................................................................................ 121 

Chapitre 5 – Résultats .................................................................................................................. 123 

5.1 Article 1 .............................................................................................................................. 123 

5.1.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE ........................................................................................ 124 

5.1.2 FIGURES ....................................................................................................................... 153 

5.2 Article 2 .............................................................................................................................. 161 



12 

5.2.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE ........................................................................................ 162 

5.2.2 TABLES ......................................................................................................................... 185 

5.2.3 FIGURES ....................................................................................................................... 186 

5.2.4 SUPPLEMENTARY DATA .............................................................................................. 193 

5.5 Article 3 .............................................................................................................................. 197 

5.3.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE ........................................................................................ 198 

5.3.2 TABLES ......................................................................................................................... 220 

5.3.3 FIGURES ....................................................................................................................... 223 

5.3.4 SUPPLEMENTARY DATA .............................................................................................. 232 

Chapitre 6 – Discussion ................................................................................................................ 239 

6.1 La phospholipase D1 .......................................................................................................... 240 

6.2 Le Sar1b GTPase ................................................................................................................. 244 

Chapitre 7 – Conclusion et perspectives ...................................................................................... 252 

Références bibliographiques ........................................................................................................ 255 

Annexes ........................................................................................................................................ 312 

Article 1 de l’annexe ................................................................................................................. 312 

5.1.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE ........................................................................................ 313 

5.1.2 TABLES ......................................................................................................................... 366 

5.1.3 FIGURES ....................................................................................................................... 395 

Article 2 de l’annexe ................................................................................................................. 401 

5.3.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE ........................................................................................ 402 

5.3.2 FIGURES ....................................................................................................................... 430 

5.3.3 SUPPLEMENTARY DATA .............................................................................................. 434 



Liste des tableaux 

Tableau 1. – Similarités et différences entre l’hypobétalipoprotéinémie, 

l’abétalipoprotéinémie et la maladie de rétention des chylomicrons ........................................ 94 

 



Liste des figures 

Figure 1. – Anatomie du tractus gastro-intestinal chez l’humain. ........................................... 28 

Figure 2. – Les différentes couches du tractus gastro-intestinal. ............................................ 29 

Figure 3. – Exemple de structures chimiques des différents groupes de lipides .................... 35 

Figure 4. – Taille et composition en protéines des différentes lipoprotéines retrouvées dans 

la circulation sanguine ................................................................................................................... 36 

Figure 5. – Destin des différentes lipoprotéines dans la circulation sanguine ........................ 41 

Figure 6. – Entrée des lipides dans l’entérocyte et transport vers le réticulum endoplasmique

 47 

Figure 7. – Estérification des lipides au niveau du réticulum endoplasmique ........................ 49 

Figure 8. – Cycle de vie de la gouttelette lipidique .................................................................. 52 

Figure 9. – Formation du pré-chylomicron dans le réticulum endoplasmique ....................... 55 

Figure 10. – Formation du pre-chylomicron transport vesicle ............................................... 59 

Figure 11. – Transport du chylomicron provenant réticulum endoplasmique vers les 

vaisseaux lymphatiques ................................................................................................................ 63 

Figure 12. – L’excrétion transintestinale du cholestérol et le processus de formation des HDL

 66 

Figure 13. – Facteurs externes pouvant réguler la formation et la sécrétion des chylomicrons

 74 

Figure 14. – Catabolisme et biosynthèse des lipides dans les entérocytes de l’intestin ...... 88 

Figure 15. – Rôles des domaines qui composent la structure de la phospholipase D1 et de la 

phospholipase D2 ........................................................................................................................ 100 

Figure 16. – Caractéristiques des partenaires de liaison des phospholipases D1 et D2, ainsi 

que de l’acide phosphatidique .................................................................................................... 102 

Figure 17. – Rôles de la phospholipase D1 dans la formation de vésicules du réticulum 

endoplasmique et du Golgi, ainsi que ces rôles possibles dans le transport des chylomicrons

 104 

Figure 18. – Rôle de PLD1 et PLD2 dans le développement de maladies cardiaques ......... 108 



15 
 

Figure 19. – Schéma du processus expérimental avec les Caco-2/15 pour étudier la 

phospholipase D 118 

Figure 20. – Schéma du processus expérimental pour étudier le développement 

embryonnaire 119 

Figure 21. – Schéma du processus expérimental permettant de caractériser les souris 

présentant une altération du gène Sar1b .................................................................................. 121 

Figure 22. – Schéma expérimentale permettant d’analyser la composition des lipoprotéines 

et le métabolisme du cholestérol chez les souris avec une altération de Sar1b ...................... 122 

 





Liste des sigles et abréviations 

ABCA1 : ATP-binding cassette transporter A1  

ABCG5/G8 : ATP-binding cassette subfamily member 5 and 8  

ABL : Abétalipoprotéinémie  

ACAD : acyl-CoA désydrogénases  

ACADL : acyl-CoA désydrogénases à longue chaîne 

ACADVL : acyl-CoA désydrogénases à très grande chaîne 

ACAT2 : Acyl-CoA cholestérol acyltransférase 2 

ACC : Acétyl-CoA carboxylase 

ACSL : Acyl-CoA synthétase à longue chaîne 

ACVLS : Acyl-CoA synthétase à très longue chaîne 

AG : Acides gras 

AMPK : AMP activated protein kinase 

ARFRP1 : GTPase ADP-ribosylation factor-related protein-1 

ATGL : Adipose triglyceride lipase 

Apo : Apolipoprotéine  

ARF : ADP-ribosylation factor 

ATF6 : Activating transcription factor 6 

CD36 : Cluster of differentiation 36 

CETP : Cholesterol ester transfer protein 

CGI-58 : Comparative gene identification-58 



18 

CHOL : Cholestérol 

COPII : Coat protein complex II 

DG : Diglycérides 

DGAT :Diacylglycérol acyltransférase 

CM : Chylomicron 

DENND5B : Protéine DENN domain containing 5B  

DPP4 : dipeptidyl peptidase IV  

FAS : Fatty acid synthase  

FATP4 : Fatty acid transport protein 4  

Flt1 : Vascular endothelial growth factor receptor 1  

GAP : GTPase-accelerating protein 

GEF : Guanine nucleotide exchange factors 

GDP : Guanine diphosphate 

GLP : Glucagon-like peptide 

GPR78 : G Protein-Coupled Receptor 78 

GTL : Gouttelette lipidique 

GTP : Guanine triphosphate 

HBLF : Hypobétalipoprotéinémie familiale  

HDL : Lipoprotéines de haute densité 

HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A 

HMG-CoAr : HMG-CoA réducatase 

HSL : Lipase hormonosensible 



19 
 

IDL : Lipoprotéines de densité intermédiaires 

IRE1 : Inositol-requiring enzyme 1 

I-FABP : Intestinal fatty acid-binding protein 

KD : Knockdown 

LCFA : Acides gras à chaînes longues 

LDL : Lipoprotéine de basse densité 

LDLr : Récepteur de la lipoprotéine de basse densité 

L-FABP : Liver fatty acid-binding protein 

LP(a) : Lipoprotéine (a) 

LPCAT : Lysophosphatidylcholine acyltransférase  

LPL : Lipoprotéine lipase 

LysoPC : Lysophosphatidylcholine 

MCFA : Acides gras à chaînes moyennes  

MG : Monoacylglycérol 

MGAT : Monoacylglycérol acyltransférase  

MGL : monoacylglycérol lipase 

MRC : Maladie de rétention des chylomicrons 

mTOR : Mechanistic target of rapamicin 

MTTP : Microsomal triglyceride transfer protein 

NPC1L1 : Niemann-Pick C1-like 1 

Nrp1 : Neuropiline 1  

OxS : Stress oxydatif 



20 

PA : Acide phosphatidique 

PC : Phosphatidylcholine 

PCSK9 : Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 

PERK : Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase 

PCTV : Pre-chylomicron transport vesicle 

PGC1α : Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1alpha 

PLIN : Périlipine 

PPARα : Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARα) 

RCT : Reverse cholesterol transport 

RE : Réticulum endoplasmique 

Sar1b : SAR1-ADP ribosylation factor, type 2 

SCD : Stéaroyl CoA désaturase 

SR-B1 : Scavenger receptor class B type 1 

PL : Phospholipides 

PLD : Phospholipase D 

RCT : Transport de cholestérol inverse 

TANGO1 : Transport and Golgi organization protein 1 

TG : Triglycérides 

TICE : Transintestinal cholesterol excretion 

SCFA : Acides gras à chaînes courtes 

SNARE : N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 
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SREBP : Sterol regulatory element binding protein 

VAMP7 : Vesicle-associated membrane protein 7 

VEGFR : Récepteur du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire 

VLCFA : Acides gras à chaînes très longues 

VLDL : Lipoprotéines de très basse densité 

VTV : Vésicule de transport du VLDL



 

 

 

 

 

 

 

 

Aux étoiles qui m’éclairent dans les moments sombres 



Remerciements 

Avant toute chose, je voudrais remercier l’ensemble des parties prenantes qui ont aidé à 

l'accomplissement de cette thèse.  

Premièrement, je voudrais évidemment remercier le Dr Émile Levy de m’avoir donné 

l’opportunité de faire mon doctorat dans son laboratoire. Grâce à lui, j’ai pu améliorer 

radicalement mon expertise en laboratoire, ma façon de faire des présentations scientifiques et 

mon raisonnement scientifique en général. 

De plus, je voudrais remercier l’associé de recherche de notre laboratoire, Alain Sané. C’est 

principalement grâce à lui que j’ai pu compléter cette thèse puisqu’il m’a énormément soutenu 

tout le long de ce doctorat en m’apportant de nombreux coups de main. Par exemple, le 

développement des cellules phospholipase D1 et des souris Sar1b, aide à la prise de décisions 

dans la gestion des colonies de souris, aide lors des sacrifices des souris, génotypage de la majorité 

des souris qu’on a eues, aide pour certaines expériences, etc. 

En outre, il ne faut pas oublier l’ensemble de mes collègues de laboratoire (Mathilde, Francis, 

Mireille et Léna) qui m’ont aussi grandement aidé à l’accomplissement de ce gros travail. Un gros 

merci de m’avoir aidé dans tous les sacrifices d’animaux que j’ai eu besoin de faire. Merci aussi à 

Nour d’avoir fait l’intégration de tous les tissus pour l’analyse des acides gras. J’espère que tu te 

plais à Québec ! 

Également merci à Natacha Patey et Catherine Fallet-Bianco d’avoir fait de nombreuses analyses 

microscopiques de mes tissus ainsi que Zola pour l’aide dans la publication des articles. 

Finalement, je voudrais évidemment remercier ma famille ainsi que mes amis, qui m’ont été d’un 

soutien énorme tout le long de ce doctorat. Il est vrai que pendant cette période, il y a eu des 

hauts et des bas, mais vous étiez toujours là pour me soutenir. Merci !  

 



Chapitre 1 – Introduction 

Le tractus gastro-intestinal est un organe dont le rôle, autrefois considéré comme limité à la 

digestion et à l'absorption des aliments, s'avère aujourd'hui doté d'une multitude de peptides 

gastro-intestinaux, d’une robuste défense immunitaire et de la flore intestinale, tous contribuant 

à l’homéostasie à la fois locale et systémique. À lui seul, le microbiote intestinal est l’écosystème 

qui assure une protection contre les maladies métaboliques, y compris l’obésité, 

l’insulinorésistance, la stéatose hépatique non alcoolique, le diabète et l’athérosclérose (1). 

L’objectif central de cette thèse consiste à traiter les mécanismes de formation et de sécrétion 

des chylomicrons (CM) par les cellules absorptives de l'intestin grêle, connues sous le nom 

d’entérocytes. Comme il est déjà établi, les CM assurent le transport des lipides alimentaires et 

les vitamines liposolubles à la circulation sanguine. On s’est vite rendu compte que les 

mécanismes gouvernant la biogenèse des CM sont très complexes, et que le défaut d’une seule 

de ses protéines clés conduit à des désordres graves avec des répercussions qui entravent la santé 

et la qualité de vie humaine. Comme exemple, mentionnons que les défauts génétiques de 

formation des CM conduisent à des syndromes de malabsorption, et leur production excessive 

aboutit à des maladies cardiovasculaires (2, 3). Les projets de recherche qui composent cette 

thèse sont principalement reliés aux mécanismes défectueux de formation et de sécrétion des 

CM en réponse à des défauts de facteurs critiques : le SAR1-ADP ribosylation factor, type 2 (Sar1b) 

GTPase et la phospholipase D (PLD) 1.  

La Sar1b GTPase est une protéine essentielle à la formation des vésicules du coat protein 

complexe II (COPII) pour le transport des lipides et des protéines du réticulum endoplasmique 

(RE) vers le Golgi (4). La mutation du gène Sar1b est associée à une maladie génétique 

extrêmement rare appelée maladie de rétention des chylomicrons (MRC) (5). Les patients atteints 

de cette maladie ne peuvent sécréter aucun CM dans la circulation sanguine, ce qui entraîne de 

nombreux problèmes tels que des carences en acides gras (AG) essentiels et en vitamines 

liposolubles. Nos connaissances scientifiques sur cette maladie doivent encore être approfondies 

et plusieurs aspects, tels que la relation de "cause à effet" entre la présence d'une malabsorption 

intestinale et la présence d’un dysfonctionnement du Sar1b GTPase, doivent encore être clarifiés. 
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C'est pourquoi, en utilisant des animaux et des cellules transgéniques, nous avons voulu 

confirmer cette relation "cause-effet" et élucider bon nombre de questions.  

La deuxième protéine d'intérêt est appelée phospholipase D (PLD). Cette enzyme, composée de 

deux isoformes principales, PLD1 et PLD2, joue un rôle important dans de nombreuses voies de 

signalisation (6). En effet, l'acide phosphatidique (PA) obtenu suite à l'hydrolyse de la 

phosphatidylcholine (PC) par la PLD est un lipide de signalisation qui peut se lier à de nombreux 

récepteurs et protéines pour leur activation. En particulier, il a été montré que ce lipide peut agir 

dans l'exocytose, l'endocytose et le trafic des vésicules, des étapes très importantes dans la 

formation des lipoprotéines (7-9). De plus, il a été publié que l'inhibition de l'activité enzymatique 

de la PLD diminue la sécrétion des lipoprotéines de très basse densité (VLDL) par le foie (10). 

Cependant, cet article n’a pas fait de distinction entre les 2 isoformes puisqu’il a utilisé du butanol 

comme inhibiteur. La PLD1 est fortement présente dans le Golgi et peut réguler la sortie des 

vésicules de cet organite, ce qui suggère qu'elle pourrait favoriser la sortie des lipoprotéines après 

maturation (7, 11-13). Pour ces différentes raisons, nous suggérons que la PLD, et plus 

particulièrement la PLD1, pourrait jouer un rôle dans la sécrétion et la formation de CM, ce qui 

n'est pas connu à ce jour. À cette fin, nous avons effectué des essais in vitro pour stimuler la 

sécrétion de CM par des cellules intestinales Caco-2/15 avec une altération de PLD1 ou en 

présence d’inhibiteurs de l’activité de ces 2 isoformes.  

Le contenu de cette thèse sera divisé comme suit :  

1. Une recension des écrits décrivant, entre autres, le tractus gastro-intestinal, les 
mécanismes de formation et de sécrétion des CM, le métabolisme lipidique intestinale, la 
composition des lipoprotéines, l’impact des CM et des autres lipoprotéines dans les 
maladies cardiovasculaires ainsi que les principales maladies engendrant des 
malabsorptions intestinales. 

2. Une description détaillée de la problématique, des hypothèses et des objectifs de cette 
thèse. 

3. Une méthodologie générale des expériences qui ont été faites 

4. L’ensemble des données qui ont été obtenus dans les projets composant cette thèse. Ces 
résultats sont présentés sous forme de plusieurs articles scientifiques. 

5. Une discussion générale de l’ensemble des résultats présentés.   
6. Finalement, une conclusion des résultats comportant des perspectives à cette thèse.  





Chapitre 2 – Recension des écrits 

2.1 Description générale du tractus gastro-intestinal 

Le tractus gastro-intestinal comprend les organes nécessaires à l’assimilation des aliments. C'est 

en fait ce système qui permet aux différents micro et macronutriments de passer dans la 

circulation sanguine. Ses principales activités sont : la mastication, la déglutition, la digestion, 

l'absorption, le péristaltisme et la défécation. L'absorption normale de ces différents composés 

représente évidemment une étape cruciale pour éviter toute déficience à notre organisme et 

assurer ainsi une qualité de vie optimale. Une bonne compréhension des mécanismes 

d'absorption ainsi que des facteurs qui les régissent est essentielle pour approcher les avenues 

thérapeutiques en cas de dysfonctions. Dans cette section, je vais tout d’abord présenter et 

décrire brièvement la structure du tractus gastro-intestinal tout en précisant le rôle de ses 

principaux composants, à savoir la bouche, le pharynx, l'œsophage, l'estomac, l'intestin grêle 

(petit intestin), le cæcum et le gros intestin (côlon). La distribution de ces derniers est illustrée 

dans la Figure 1.  
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Figure 1. –  Anatomie du tractus gastro-intestinal chez l’humain. 

Voici une illustration des différents organes qui se retrouvent dans le tractus gastro-intestinal, de la 

bouche jusqu’à l’anus. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 

2.1.1 Les différentes couches retrouvées dans le tractus gastro-intestinal 

L’intestin est composé de 4 couches différentes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse 

externe et l'adventice ou la séreuse. En outre, dans la muqueuse, on trouve trois autres couches: 

l'épithélium, la lamina propria et la lamina muscuralis mucosae. Ces couches sont illustrées à la 

Figure 2.  

La muqueuse est la couche la plus proche de la lumière intestinale, jouant différents rôles. Elle 

est formée de cellules de Goblet sécrétant du mucus, des cellules de Paneth libérant ses enzymes 

ou d’autres protéines pour combattre les infections et protéger l’épithélium, les cellules 

entéroendocrines qui forment les peptides gastro-intestinaux, et les entérocytes pour les besoins 

d’absorption des aliments. Juste après l'épithélium, on trouve la lamia propria, composée de tissu 

conjonctif, en plus de vaisseaux sanguins et chylifères qui transportent les produits de la digestion 
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vers la circulation. La couche la plus éloignée de la lumière intestinale est la lamina muscuralis 

mucosae, formée de muscles lisses (14).  

La sous-muqueuse est une couche de tissu conjonctif située à l'extérieur de la muqueuse qui la 

soutient et contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des glandes sous-muqueuses et le 

plexus sous-muqueux. La musculeuse externe, qui suit immédiatement, est constituée de muscles 

qui jouent des rôles différents selon la région du tractus (14).  

La région la plus éloignée de la lumière intestinale est le tissu conjonctif adventice ou séreuse. Si 

les tissus sont reliés aux autres tissus environnants, il s'agit de l'adventice, et si les tissus sont 

adjacents à la région péritonéale, il s'agit de la séreuse. Tous deux ont principalement un rôle de 

soutien (14). 

 

Figure 2. –  Les différentes couches du tractus gastro-intestinal. 

Les éléments du tractus gastro-intestinal sont composés de 4 couches distinctes. On y retrouve de la 

lumière intestinale vers l’extérieur : la muqueuse, la sous-muqueuse la musculeuse externe et l’adventice 

ou séreuse. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 
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2.1.2 De la bouche à l’estomac 

Le premier composant est la bouche qui permet l'ingestion des aliments tout en étant le principal 

responsable de la mastication. Les aliments sont mélangés à la salive produite par les glandes 

salivaires. La salive contient des enzymes qui permettent la dégradation des lipides et des glucides 

(15). Parmi ces enzymes se trouve l'amylase salivaire qui décompose les glucides, la mucine et 

d’autres protéines du mucus qui agit comme un lubrifiant, mais également comme une ligne de 

défense contre les agressions biologiques et chimiques. La langue, quant à elle, sécrète des 

enzymes appelées lipases linguales, qui fonctionnent à un pH très bas (3,5 à 6) et décomposent 

principalement les triglycérides (TG) (16). Une fois que les aliments ont une texture appropriée, 

leur déglutition se fait dans le pharynx. Le pharynx est simplement un conduit qui est relié à un 

muscle extensible appelé œsophage. Il est important de noter que le pharynx joue également un 

rôle dans le système respiratoire. En effet, sa partie supérieure est reliée à la bouche et au nez, 

tandis que sa partie inférieure est reliée au larynx et à l'œsophage. Le rôle du pharynx et de 

l'œsophage est de transférer les aliments de la bouche vers l'estomac. En fait, il n'y a pas de réelle 

absorption ou digestion qui a lieu dans ces deux compartiments (15). Afin de pouvoir déplacer les 

aliments dans l'estomac, les muscles de l'œsophage vont effectuer des contractions appelées 

péristaltisme (16). 

L'estomac est un organe composé de 3 couches musculaires qui permet de commencer la 

digestion des aliments, de les stocker et de les faire macérer. Lors du développement de 

médicaments, il est important de bien choisir le type d'animal car les enzymes et le temps 

d'exposition peuvent varier d'un animal à l'autre (17). Chez l'homme, l'estomac est composé d'un 

compartiment sécrétoire avec plusieurs types de cellules qui sécrètent de l'acide, du mucus et 

des enzymes. Il peut sécréter en une journée jusqu'à 1,5 à 2L de sécrétion gastrique, 

principalement composée d'acide chlorhydrique pour maintenir un pH entre 1,5 et 2. Ses 

sécrétions vont se mélanger pendant plusieurs heures avec les aliments, dégradant 

physiquement et chimiquement les aliments, et dénaturant ainsi les protéines. Le composé final 

de l'intestin est appelé chyme qui passe par le sphincter pylorique dans l'intestin grêle. Le 

sphincter contrôle l'entrée du chyme dans le petit intestin (15). 
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2.1.3 Le petit intestin 

Après la réception du chyme par l'estomac, l'intestin grêle composé de 3 segments (le duodénum, 

le jéjunum et l'iléon) poursuit la digestion des aliments. D’ailleurs, l’absorption des nutriments 

est maximale dans ces régions intestinales comparativement aux compartiments précédents. Il 

est important de mentionner que l’élément facilitateur de cette absorption intense au niveau de 

l’intestin grêle est la présence d’innombrables villosités, elles-mêmes munies de microvillosités, 

amplifiant ainsi la surface d'absorption (16). Chaque villosité possède une artère, une veine et un 

canal lymphatique qui favorisent l’absorption. Quant aux microvillosités, elles forment la bordure 

en brosse, composée d’une multitude d’enzymes qui aident dans la digestion des aliments (14). 

Il en résulte un impressionnant réseau de capillaires qui transportent les nutriments vers le 

système porte hépatique et un réseau de capillaires lymphatiques qui transportent les CM vers la 

circulation veineuse (16). Le duodénum est le segment qui reçoit le chyme de l'estomac. Il 

accueille également les sécrétions provenant du pancréas et du foie. Si les glandes exocrines du 

pancréas sécrètent divers types d'enzymes permettant de digérer les aliments, le foie de son côté 

produit la bile qui est stockée dans la vésicule biliaire. La présence de certains AG au niveau du 

pylore provoque la contraction de la vésicule biliaire qui relâche conséquemment la bile vers 

l'intestin. La fonction de la bile est d’émulsionner les lipides hydrophobes, incluant les AG libres 

et le cholestérol (CHOL) libre pour aboutir à la formation de micelles (16).  

Le 2e segment est le jéjunum qui est séparé du duodénum par le ligament de Trietz. Il poursuit la 

digestion, surtout des aliments lipidiques, grâce à sa haute capacité de formation des CM. L'iléon 

est le dernier segment favorisant le retour des acides biliaires. Il possède une valve qui régule 

l'entrée des aliments dans le cæcum qui est situé juste avant le gros intestin (16). 

Comme il est mentionné auparavant, l'intestin grêle est composé de plusieurs types de cellules. 

La présence des cellules souches permet la différenciation et le renouvellement de la population 

entérocytaire tous les 4 à 7 jours. Il y a également renouvellement des cellules de Paneth et des 

cellules de Goblet (18). 
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2.1.4 Le caecum et le gros intestin  

Le cæcum transporte les sels et autres produits liquides qui n'ont pas été absorbés suite à la 

digestion complète des aliments. Dans le cæcum ainsi que dans le reste du gros intestin, le chyme 

est mélangé à la flore bactérienne. Dans ces compartiments, c'est la flore bactérienne qui 

continue à décomposer les aliments digérés produisant plusieurs composés qui seront absorbés. 

De plus, le gros intestin absorbe de l'eau et des électrolytes, contribuant ainsi à la production de 

selles solides (15). Grâce à des mouvements péristaltiques, les fèces sont finalement dirigées vers 

le rectum pour être stockées avant la défécation (16). 

2.2 Importance des lipides au niveau physiologique 

Avant de commencer le cœur de cette revue de littérature, il est important de comprendre 

l'importance des lipides au niveau physiologique. En effet, outre leurs rôles physiologiques bien 

connus et néfastes dans les situations pathophysiologiques telles que le développement de 

l'athérosclérose, ils ont d’autres fonctions. Dans l'alimentation, plus de 90% des lipides 

alimentaires sont constitués de TG, suivis des autres classes minoritaires, les phospholipides (PL) 

et le CHOL. Dans cette thèse, je me concentrerai principalement sur les lipides qui proviennent 

du régime alimentaire, ce que l'on appelle la voie exogène (19). Cependant, certaines voies 

endogènes telles que la lipogenèse de novo et la formation de novo du CHOL seront légèrement 

discutées. 

Les TG et les PL sont formés du glycérol et des AG qui sont simplement des chaînes de carbone 

avec un groupe carboxyle (COOH) à leur extrémité. La taille des chaînes de carbone et le nombre 

de désaturations (double liaison entre les carbones) varient d'un AG à l'autre. Au niveau du 

nombre de saturation, on y retrouve des AG saturés (sans double liaison), des AG monoinsaturés 

(avec une double liaison) et des AG polyinsaturés (plusieurs doubles liaisons). Quant à la taille des 

chaînes de carbones, on y retrouve des AG à chaîne courte (SCFA) (2 à 4 carbones), à chaîne 

moyenne (MCFA) (5 à 11 carbones), à chaîne longue (LCFA) (12 à 21 carbones) et à chaîne très 

longue (VLCFA) (plus de 22 carbones). Les TG sont composés de trois AG qui se lient à une 

molécule de glycérol. Les AG qui composent les TG dépendent de leur source. En effet, les AG de 

source végétale souvent utilisés dans notre alimentation sont majoritairement composés de LCFA 
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monoinsaturés (20, 21). Par exemple, l’huile d’olive est composée à 70% d’acide oléique. Les AG 

des animaux sont plus variés et dépendent de leur régime alimentaire. Les AG des animaux 

terrestres sont principalement composés d'AG monoinsaturés et polyinsaturés d'une longueur de 

18 carbones (22-26). Quant aux PL, ils sont composés d'un groupe phosphate (extrémité polaire) 

et de deux AG (extrémité non polaire) liés entre eux par du glycérol. Le PL le plus courant est la 

phosphatidylcholine (PC) qui possède une choline à son extrémité polaire. Enfin, le CHOL est 

simplement une molécule d'atomes de carbone liés à 4 cycles carbonés, qui peut être sous forme 

libre ou estérifiée (ajout d'un groupe hydroxyle) (27). Des exemples de ces différents lipides sont 

retrouvés à la Figure 3.  

L'un des rôles les plus connus des lipides est leur utilisation comme haute source d'énergie. Au 

repos, environ 30-40% de l'énergie nécessaire au bon fonctionnement du corps humain provient 

des TG et ce pourcentage augmente drastiquement pendant l'effort lorsque les glucides stockés 

ont tous été utilisés. Cela est dû au fait que les AG ont de nombreuses liaisons C-H qui facilitent 

leur stockage dans les tissus adipeux (27). En plus d'être une source élevée d'énergie, le tissu 

adipeux viscéral et sous-cutané protège et sert d'isolation à plusieurs organes, contrôlant ainsi la 

température interne du corps (28). 

De plus, les lipides ont un rôle très important dans le transport des vitamines liposolubles (A, D, 

E et K) issues de l'alimentation. En effet, puisqu'elles sont liposolubles, elles doivent 

nécessairement se lier aux lipides pour être absorbées par les entérocytes de l'intestin grêle et 

ensuite être transportées sous forme de CM dans la circulation sanguine. Les CM seront décrits 

en profondeur dans les prochaines sections (29). De plus, les lipides peuvent augmenter la 

biodisponibilité de plusieurs molécules telles que le bêta-carotène (30). 

Les fonctions et les propriétés des membranes cellulaires sont en partie déterminées par leur 

composition lipidique, le niveau de désaturation des AG, l'orientation de ces lipides dans la 

membrane et leur association avec différentes protéines (31). De plus, les lipides ont un rôle 

important dans la formation de radeaux lipidiques, un assemblage complexe de lipides et de 

protéines ayant des fonctions importantes dans la signalisation membranaire et le trafic 

vésiculaire (32).  
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Les lipides et leurs dérivés constituent la majorité des molécules permettant les mécanismes de 

contrôle de la transduction des signaux régulant les fonctions cellulaires (31). Parmi eux, on 

retrouve par exemple le phosphatidylinositol qui agit sur plusieurs événements intracellulaires 

comme la signalisation de l'insuline (31). L'activation des phosphatidylinositols produit également 

des messagers secondaires comme le diacylglycérol (DG), qui se lie à plusieurs protéines pour les 

activer et joue des rôles importants dans plusieurs maladies comme l'hypertension (35). Il ne faut 

pas oublier l’acide phosphatidique (PA), un autre messager secondaire qui sera discuté en détail 

dans une section ultérieure. Le PA se lie également à plusieurs protéines pour les activer, 

s’impliquant ainsi dans différentes voies de signalisation comme le mechanistic target of 

rapamicin (mTOR), qui est très important dans la prolifération cellulaire et le développement du 

cancer (36). De plus, Il existe des médiateurs lipidiques qui favorisent la communication entre les 

cellules. Ils sont synthétisés localement par des stimuli et vont se lier à des récepteurs sur la cellule 

ciblée. Ils comprennent plusieurs dérivés de l'acide arachidonique, comme les prostaglandines et 

les leucotriènes, ainsi que d'autres composés comme les endocannabinoïdes (31). 

Les AG essentiels, plus précisément des classes des oméga-3 et des oméga-6 telles que l’acide 

linoléique, l’acide eicosapentaènoïque et l’acide docosahexaènoïque, proviennent de 

l'alimentation et sont peu ou pas synthétisés par notre organisme. En effet, ils forment des 

médiateurs lipidiques impliqués dans de nombreuses voies de signalisation. En particulier, des 

produits d’oméga-6 appelés acides arachidoniques sont bien connus pour leur rôle inflammatoire 

alors que les produits oméga-3 ont des propriétés anti-inflammatoires. Bien que cette relation 

soit plus complexe, elle met en évidence l'importance du rapport oméga-6/oméga-3 qui, lorsqu'il 

est très élevé, s'avère néfaste (37).  

Enfin, en ce qui concerne spécifiquement le CHOL, en plus d'être un composant majeur de la 

membrane plasmique et des lipoprotéines, il est également un précurseur de nombreux 

composés tels que les acides biliaires, les hormones adrénocorticales et sexuelles, la vitamine D 

et les glycosides cardiaques (38). 
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Figure 3. –  Exemple de structures chimiques des différents groupes de lipides 

On y retrouve 4 différents types de lipides. Les AG dont la grandeur de leur chaîne de carbone ainsi que le 

nombre d’insaturations peut varier, les triglycérides dans lesquels on y retrouve 3 AG, des phospholipides 

composés de deux AG de chaînes variables et d’une extrémité polaire qui peut varier (choline, inositol ou 

autre), et finalement du cholestérol qui peut se retrouver sous forme libre ou estérifiée. La figure a été 

crée par moi-même grâce au logiciel gratuit MarvinSketch.  

2.3 Les lipoprotéines et les apolipoprotéines 

Les lipides provenant de sources exogènes ou même endogènes peuvent être transportés dans 

la circulation sanguine d'un organe à l'autre par les lipoprotéines. Les lipoprotéines sont en fait 

des vésicules avec un noyau de TG et/ou d'ester de CHOL, entouré d'une monocouche de PL, de 

CHOL libre et d’apolipoprotéines (Apo) (39). Il existe plusieurs types de lipoprotéines dont le rôle, 

les principales caractéristiques et la composition diffèrent les uns des autres. La composition 

chimique ou protéique de ces vésicules est très importante, car sa variation altère le métabolisme 

de la lipoprotéine (40). La composition en protéines des différentes lipoprotéines, ainsi que leur 

taille, sont illustrées à la Figure 4, pendant que leur rôle dans la circulation est illustré à la Figure 

5.  
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Figure 4. –  Taille et composition en protéines des différentes lipoprotéines retrouvées 

dans la circulation sanguine 

Les lipoprotéines sanguines possèdent des diamètres différents ainsi que des compositions différentes en 

apolipoprotéines. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 

2.3.1 Le chylomicron 

Les mécanismes de formation et de sécrétion du CM vont être largement décrits ultérieurement. 

Très simplement, le rôle principal du CM est de transporter les lipides et les vitamines liposolubles 

dans la circulation sanguine. Une fois dans le sang, les lipides seront mobilisés vers les différents 

organes périphériques afin d'assurer la présence d'une quantité suffisante d'énergie pour leur 

bon fonctionnement. Les vitamines, quant à elles, vont également assurer le bon fonctionnement 

des différents organes. Si ce processus n'est pas bien régulé et qu'il y a un arrêt de la formation 

des CM, et donc une diminution drastique de l'apport en vitamines liposolubles et en AG 

essentiels, les patients peuvent développer de nombreux symptômes tels que la rétinite 

pigmentaire, la dégénérescence spinocérébelleuse et un retard de croissance (41-43). 
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Le CM humain est majoritairement composé de TG (≈ 80-90%),  de PL (≈10%), de CHOL libre (≈1%), 

d'ester de CHOL (≈2%) et de protéines (≈3%) (44). De toutes les lipoprotéines plasmatiques, c'est 

le CM qui présente le plus faible pourcentage de protéines. En ce qui concerne sa composition 

protéique, le CM circulant contient l'ApoB-48, l'ApoA-1, l'ApoA-4, l'ApoC2, l'ApoC3 et l'ApoE, (39).  

L'ApoB-48 est une protéine structurelle essentielle à la formation du CM. L'une des particularités 

de l’ApoB est qu'elle n'est pas nécessairement retrouvée sous la même forme dans différents 

organes. Si l'ApoB-48 est la forme dominante retrouvée dans l'intestin humain, l'ApoB-100 est 

exclusive au foie. La différence est due à la présence dans l'intestin de l’Apobec-1 qui introduit un 

codon stop dans le transcrit ARN du gène de l'ApoB lors de sa traduction, formant ainsi l’ApoB-48 

qui a 48% de la longueur de l'ApoB-100 (45). Plus exactement, il désamine la cytidine6666 dans le 

transcript humain de l’ApoB à de l’acide aminé uridine, ce qui forme un codon stop (UAA) à la 

place du codon CAA initialement présent (46). Dans le foie de l’humain, on ne trouve pas 

d'Apobec-1, donnant ainsi naissance à de l’ApoB-100. L'expression de l'Apobec-1 indique la 

distribution de l'ApoB dans les tissus et celle-ci peut varier d'une espèce à une autre. En effet, 

contrairement à l’humain, on trouve un peu d'Apobec-1, et donc de l’ApoB-48 et de l’ApoB-100 

dans le foie de rats et de souris (45, 47). 

L’ApoA-1 est une protéine structurelle de la lipoprotéine de haute densité (HDL) et est synthétisée 

par le foie et l’intestin (48). Dans l’intestin, elle est intégrée au CM dans le Golgi et lorsque le CM 

est sécrété dans la circulation, il le transfère au HDL. Cette apolipoprotéine active la lécithine : 

cholestérol acyltransférase qui estérifie le CHOL libre des HDL naissants en CHOL ester. Cette 

estérification facilite la formation du noyau des HDL (49) 

L’ApoA-4 favorise et régule le grossissement des pré-CM dans le RE (50). Cette apolipoprotéine 

sera décrite plus en détail dans une section ultérieure. 

L'ApoC2 est un cofacteur qui active la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme qui hydrolyse les CM 

et les VLDL dans la circulation sanguine. Les patients ayant une mutation empêchant la fonction 

de cette Apo développent une hypertriglycéridémie élevée (taux de TG plasmatique augmenté ) 

et ont plus de chance de développer une pancréatite aiguë (51). L'ApoC3 a un rôle exactement 

opposé à celui de l'ApoC2 et inhbibe plutôt l'activité de la LPL. Les personnes présentant une 
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mutation qui rend l'ApoC3 inactive auront très peu de TG dans leur circulation sanguine et sont 

fortement protégées contre les maladies cardiovasculaires telles que l'athérosclérose (52).  

L'ApoE, quant à elle, a un rôle bien différent des deux dernières Apo, et permet, après hydrolyse, 

aux résidus de CM de pénétrer dans le foie (53).  

Le CM contient également de l'ApoA-2, de l'ApoA-3 et de l'ApoA-5, dont les rôles ne sont pas bien 

compris à ce jour, à l'exception de l'ApoA-5 qui pourrait activer la LPL (54). Plusieurs de ces 

apolipoprotéines sont transférées au CM par les HDL dans la circulation sanguine.  

2.3.2 La lipoprotéine de très basse densité et de densité intermédiaire  

Les VLDL sont des lipoprotéines sécrétées par le foie qui ont des rôles très similaires aux CM. 

Comme les CM, ils transportent les AG dans la circulation sanguine vers le tissu adipeux pour 

l'accumulation ou vers les muscles pour l'oxydation. Une fois les TG hydrolysés dans la circulation, 

le VLDL devient une lipoprotéine appelée lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL) (55). 

L'altération de la sécrétion des VLDL empêche les lipides de quitter le foie, ce qui entraîne une 

accumulation importante de lipides dans cet organe, favorisant le développement de la stéatose 

hépatique (56). Les IDL sont beaucoup moins étudiées que les autres types de lipoprotéines 

plasmatiques. Une partie des IDL pénètre dans le foie ou d'autres tissus périphériques grâce à 

l’ApoE et au LDLr, tandis que l'autre partie perd son ApoE et la quasi-totalité de ses TG pour 

former des LDL. Les IDL auront donc un rôle dans la livraison des lipides et des vitamines 

liposolubles aux tissus périphériques (55). 

Les VLDL sont de taille beaucoup plus petite que les CM (30-80nm vs 75-1200nm de diamètre) et 

ont une composition lipidique quelque peu différente de ces derniers (39). Les VLDL vont avoir 

moins de TG que les CM (≈50%) et plus d'autres composantes à savoir : PL (≈20%), ester de CHOL 

(≈10%), CHOL libre (≈4%), et protéines (≈16%) (57). Concernant la composition en Apo, les VLDL 

contiennent l'ApoB-100 ainsi que l'ApoC2, l'ApoC3 et l'ApoE (39). Les VLDL renferment également 

l'ApoC1 qui n'est pas présente dans le CM. L'ApoC1 inhibe l'activité des LPL et empêcher la 

recapture des VLDL par le foie (58, 59). Une forte expression de cette protéine conduit au 

développement d'une hypertriglycéridémie. 
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Les IDL, comme résidus des VLDL, ont une taille plus petite (25 à 35 nm de diamètre) et une 

composition en TG plus faible étant donné leur forte hydrolyse par la LPL (39). On trouve environ 

25% de TG, 7% de CHOL libre, 15% d'ester de CHOL, 30% de PL et 22% de protéines (40). Quant 

aux protéines, on voit que la composition est similaire à celle des VLDL puisque les particules d’IDL 

contiennent l'ApoB-100, l'ApoE et les ApoCs (39). 

2.3.3 La lipoprotéine de basse densité  

Comme nous l'avons mentionné, l'hydrolyse des IDL donne naissance aux LDL. Ces lipoprotéines 

riches en CHOL vont transporter la majorité du CHOL de tout l'organisme pour réparer certains 

dommages cellulaires, et pour déposer le CHOL au foie pour la formation des acides biliaires (60). 

En raison de leur forte concentration en CHOL, les LDL sont très athérogènes. Elles pénètrent dans 

différents organes par endocytose grâce au LDLr qui reconnaît l'ApoB-100. La recapture des LDL 

par le LDLr est extrêmement critique. C'est principalement le LDLr qui dicte la quantité de CHOL 

se retrouvant dans la circulation sanguine puisqu'une quantité élevée de LDLr à la surface du foie 

est associée à une faible concentration sanguine de CHOL, alors qu'une faible concentration de 

LDLr est plutôt associée à une augmentation des risques de maladies cardiovasculaires (61).  

La composition des LDL est différente des autres lipoprotéines avec une taille plus petite qui varie 

entre 18-25nm de diamètre (39). Les LDL sont composées de 22% d'ApoB-100, 22% de PL, 8% de 

CHOL libre, 42% d'ester de CHOL, et 6% de TG. Comme indiqué, elle est composée uniquement 

d'ApoB-100, qui servira de structure (62). 

2.3.4 La lipoprotéine de haute densité 

Par rapport aux autres lipoprotéines, le HDL a pour rôle de transporter le CHOL des tissus 

périphériques vers le foie, un processus appelé transport inverse du CHOL (RCT) (63). Le HDL est 

formé par l'intestin et le foie, ainsi que par l’hydrolyse des CM et VLDL par la lipoprotéine lipase 

(LPL). Comme la majorité des cellules ne peuvent pas cataboliser le CHOL, le HDL devient une 

nécessité absolue pour empêcher l'accumulation de CHOL dans les cellules (64). Dans les organes 

périphériques, le CHOL est transféré au HDL circulant par l'intermédiaire de l'ABCG1, et sera 

transmis au foie de trois manières différentes. Premièrement, en échange des TG, le CHOL du HDL 

peut être transféré à une lipoprotéine circulante contenant de l'ApoB-100 (VLDL, LDL, IDL) par 
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l'intermédiaire de la cholesterol ester transfer protein (CETP). Une fois transféré, le CHOL de ces 

lipoprotéines peut être capté par le foie par le biais du LDLr (65). De même, comme les HDL 

possèdent l'ApoE, elles peuvent elles-mêmes pénétrer dans le foie par le LDLr (64). Enfin, il est 

également possible de transférer la CHOL des HDL sans internalisation par SR-B1. SR-B1 prend 

donc le CHOL du HDL, et le HDL décharge substantiellement son CHOL avant de retourner dans la 

circulation (66). 

Le HDL est la plus petite lipoprotéine ayant 7-12 nm de diamètre (39). Par rapport aux autres 

lipoprotéines, elle est subdivisée en 2 sous-classes : HDL2 et HDL3, qui ont des compositions 

différentes de lipides et d’Apo. La HDL3 aura moins de lipides avec environ 2% de TG, 2% de CHOL 

libre, 15% d'ester de CHOL, 31% de PL et 50% de protéines. Quant au HDL2, il a plutôt environ 3% 

de TG, 5% de CHOL libre, 20% d'ester de CHOL, 35% de PL et 36% de protéines (40). Il est considéré 

comme préférable d'avoir plus de HDL2 dans la circulation car il est plus fonctionnel que le HDL3 

du fait qu'il extrait plus de CHOL des tissus périphériques (67). Les HDL possèdent une bonne 

variété d’Apo telles que l'ApoA-1, l'ApoA-2, l'ApoA-4, l'ApoA-5, les différentes ApoC et l'ApoE. 

L’ApoA-2, agit comme une protéine structurelle pour le HDL et peut également inhiber la lipase 

hépatique (68). 

2.3.5 La lipoprotéine (a) 

La lipoprotéine (a) (LP(a)) est une petite lipoprotéine beaucoup moins connue que les autres 

mentionnées ci-dessus et de nombreuses recherches sont actuellement menées pour mieux la 

comprendre. Son rôle physiologique n'est pas bien connu, mais on pense qu'elle joue un rôle dans 

la cicatrisation des plaies, la réparation des tissus et la formation des vaisseaux (69-71). 

Cependant, cette petite lipoprotéine est plutôt connue pour sa forte association avec le 

développement des maladies cardiovasculaires, un sujet qui sera légèrement abordé dans une 

section ultérieure. Il est proposé que sa synthèse se fasse dans les hépatocytes et qu'elle soit 

potentiellement éliminée de la circulation par le foie et, dans une faible mesure, par les reins, par 

l'intermédiaire de récepteurs qui doivent encore être clarifiés. (72-74).  

La LP(a) est une lipoprotéine de 25 nm qui a une structure similaire à celle de la LDL, tant pour sa 

composition lipidique que protéique. En effet, elle possède également une ApoB-100, mais celle-
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ci est liée de manière non covalente par un pont dissulfure à une seconde protéine nommée 

apolipoprotéine (a) (75, 76). La présence de cette glycoprotéine seule permet la séparation 

électrophorétique des LDL et des LP(a) puisque l'Apo(a) a un poids moléculaire assez élevé entre 

400 et 700 kDa (77). Une autre particularité de cette lipoprotéine est la présence de PL oxidés qui 

sont transportés par l’ApoB-100 ou par l’Apo(a) (78, 79).  

 

Figure 5. –  Destin des différentes lipoprotéines dans la circulation sanguine 

Le CM dans la circulation est hydrolysé par la LPL pour devenir des résidus de CM et des AG libres. Les AG 

sont dirigés vers les tissus périphériques pendant que les résidus sont dirigés vers le foie ou les artères. 

Quant au VLDL, il est lui aussi hydrolysé par la LPL pour former un IDL et des AG libres. Les AG vont aussi 

aller aux tissus périphériques pendant que le IDL peut retourner dans le foie ou aller s’accumuler dans les 

artères. Le IDL peut pareillement être hydrolysé par la LPL pour former un LDL avec des AG. Quant au LDL 

qui est composé majoritairement de CE, il porte ce CE dans les tissus périphériques ainsi que dans le foie, 

l’intestin et les artères. Finalement, le HDL qui est formé par l’intestin et le foie prend le CE des tissus 
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périphériques et des artères pour les rediriger dans le foie. Cette illustration a été créé avec 

BioRender.com. 

2.4 Transport du cholestérol et des acides gras dans les entérocytes du 

petit intestin 

Le mécanisme de digestion des aliments dans le tractus gastro-intestinal a été décrit 

précédemment. Plus spécifiquement pour les lipides, la digestion commence par les enzymes 

salivaires puis par la lipase gastrique dans l'estomac. Cependant, la grande majorité des lipides 

sera digérée dans le duodénum avec l’aide d’enzymes pancréatiques (80). L'hydrolyse d'une 

molécule de TG par la lipase pancréatique donnera 2 AG non estérifiés et 1 molécule de 2-

monoacylgycérol (MG). Quant aux PL, elles donnent des AG et de la lysophosphatidylcholine 

(LysoPC) grâce à la phospholipase A2, tandis que le cholestérol ester (CE) forment des AG libres et 

du CHOL libre (81) par le biais de de la cholestérol estérase. Cette hydrolyse rend ces lipides moins 

hydrophobes, favorisant leur assemblage avec les acides biliaires pour former des micelles (82). 

Une fois sous forme de micelles, les lipides peuvent alors pénétrer sans les acides biliaires dans 

la cellule intestinale. Il est important de considérer que ce processus est spécifique LCFA, 2-MG 

et CHOL. En effet, les MCFA et SCFA sont solubles dans l'eau et ne nécessitent pas de micelles 

pour être absorbés par les entérocytes (83). De plus, les aliments d'origine végétale et animale 

contiennent très peu de MCFA et de SCFA par rapport aux LCFA (84).  

Dans la section suivante, l’incorporation des produits lipidiques dans l'entérocyte sera traitée. 

2.4.1 Entrée des lipides par diffusion ou par transport actif  

Si le CHOL en petite quantité peut diffuser dans la cellule entérocytaire, les autres produits 

lipolytiques tels que les LCFA, 2-MG et lysophospholipides font appel à des transporteurs actifs 

comme le Cluster of differentiation 36 (CD36) et le Fatty acid transport protein 4 (FATP4). Durant 

les deux dernières décades, des transporteurs de CHOL ont été découverts tels que le Niemann-

Pick C1-like 1 (NPC1L1) et le Scavenger receptor class B type 1 (SR-B1). De façon intéressante, 

d’autres transporteurs localisés dans la membrane plasmique de l’entérocyte peuvent relarguer 

le CHOL entérocytaires dans la lumière de l’intestin, et c’est le cas de l'ATP-binding cassette 
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subfamily member 5 and 8 (ABCG5/G8). Ces différentes protéines sont illustrées dans un 

entérocyte à la Figure 6. 

2.4.1.1 Transport par diffusion 

Même si le transport des LCFA, du 2-MG et du LysoPC peut s’effectuer en petite concentration 

par diffusion simple ou facilitée (36, 37), leur incorporation cellulaire fait majoritairement appel 

à des transporteurs protéiques. Ce processus ne peut malheureusement pas permettre l'entrée 

de suffisamment d'AG pour les besoins de la cellule, ce qui démontre l'importance du rôle des 

transporteurs actifs (85). Par rapport à la diffusion, l'utilisation des protéines pour le transport est 

saturable, indiquant qu’elle ne peut transporter qu’une quantité limité de ligands à la fois et se 

produit lorsque la concentration d'AG dans la cellule est plus élevée que dans la lumière (43). 

Comparativement aux LCFA, les MCFA ainsi que les SCFA ne pénètrent dans la cellule que par 

diffusion passive (86). Comme ils sont hydrosolubles, ils n'ont pas besoin de protéines de liaison 

pour passer dans la cellule et pourront passer directement de la lumière de l'intestin à la 

circulation sanguine (87, 88). 

2.4.1.2 Cluster of differentiation 36  

CD36 est un des transporteurs très importants pour la captation des AG dans l'entérocyte. Il s'agit 

d'une protéine transmembranaire glycosylée qui se lie à plusieurs ligands, dont les LCFA (89). Le 

CD36 est exprimé dans de nombreux types cellulaires, mais en particulier dans l’entérocyte, les 

adipocytes, les cardiomyocytes et le muscle squelettique (90). Dans l'intestin, il est 

particulièrement bien exprimé dans le premier tiers de l'intestin grêle, spécialement dans les 

villosités du jéjunum et du duodénum (91). Plusieurs études utilisant des animaux avec une 

délétion totale de CD36 ainsi que des études chez l’humain ont observé un défaut d'absorption 

et du métabolisme des AG (92, 93). Les patients présentant une déficience en CD36 montraient 

principalement des altérations des concentrations en lipides plasmatiques (94, 95). De plus, non 

seulement ils éprouvaient une diminution de l'absorption des AG, mais les souris avec une 

déficience totale en CD36 soumises à un régime riche en graisses présentaient des défauts dans 

la formation et la sécrétion de CM (96, 97). Les mécanismes par lesquels les AG sont véhiculés par 

le CD36 ne sont pas encore bien compris. Cependant, dans des cultures primaires d'entérocytes 
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de souris, on a observé une entrée accrue de lipides lorsqu'il y a déphosphorylation de CD36 par 

la phosphatase alcaline intestinale qui se colocalise avec le CD36. De plus, lorsque ces souris sont 

soumises à un régime riche en graisses, l'expression de ces deux facteurs est augmentée de façon 

marquée (98). Cependant, étant donné la présence du CD36 dans de nombreux types de cellules, 

il pourrait jouer différents rôles et pourrait être régulé différemment.  

2.4.1.3 Fatty acid transport protein 4 

La protéine FATP4 stimule l'absorption intestinale des AG. En effet, en plus d'être fortement 

exprimée dans les villosités intestinales, sa délétion dans les entérocytes primaires de souris 

diminue l'absorption des AG (99). Par rapport au CD36, il semble que le FATP4 possède plutôt une 

activité enzymatique qui favorise l'estérification des AG avec le coenzyme A pour former les PL et 

les TG intestinaux. En vue des discordances notées dans les études, des études plus approfondies 

sont nécessaires, surtout que des souris avec une expression protéique diminuée de FATP4 

n’affichaient pas de changements dans l'absorption des lipides. Même des souris avec une 

délétion totale de FATP4 dans l'intestin semblaient absorber les lipides normalement, alors 

qu’elles ne présentaient aucun phénotype d'obésité en présence d’un régime riche en graisses 

(100, 101). Ces résultats pourraient s'expliquer par des mécanismes de compensation, mais cette 

hypothèse reste à confirmer. 

2.4.1.4 Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) 

Il est maintenant bien établi que NPC1L1 permet la captation du CHOL dans la cellule intestinale. 

En effet, le médicament ézétimide inhibe la NPC1L1 pour réduire la capture du CHOL alimentaire 

et réduire ainsi l'hypercholestérolémie familiale. La NPC1L1 est une protéine glycosylée présente 

dans la membrane des entérocytes qui contribue significativement à l'entrée du CHOL (70%) selon 

les observations faites chez les souris avec délétion totale de la NPC1L1 ou traitées avec de 

l'ézétimide comme inhibiteur (102). Chez l'homme, l'expression génique de NPC1L1 est élevée 

aussi bien dans l'intestin que dans le foie (102). La glycosylation de cette protéine est très 

importante puisqu'elle empêche la dégradation rapide de NPC1L1, ce que confirment les 

observations de patients présentant des modifications du profil de glycosylation de cette protéine 

En effet, NPC1L1 possède différents sites de glycosylation et lorsque la protéine est fortement 

glycolysée, elle est plus difficile à être dégradée par les endoglysidases H (103). Les mécanismes 
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d'entrée du CHOL par NPC1L1 sont beaucoup mieux connus comparativement au CD36. Des 

études rapportent que le CHOL se lie au domaine N-terminal de NPC1L1, libérant un peptide de 

signalisation qui contribue à l'interaction de NPC1L1 avec une protéine nommée Numb, et enfin 

son internalisation dans la cellule pour internaliser le CHOL dans la cellule (104). Numb est un 

adapteur de clathrines et lorsqu’elle est liée à NPC1L1, elle recruite des clathrines pour permettre 

l’internalisation de NPC1L1 dans la cellule. Autre que Numb, l’entrée du CHOL dans la cellule par 

NPC1L1 est aussi supporté par des radeaux lipidiques et des gangliosides (105, 106). 

Les mécanismes qui favorisent le transport du CHOL par NPC1L1 vers différents compartiments 

intracellulaires, comme le RE, ne sont pas encore bien compris. Il est proposé qu'après 

internalisation, la NPC1L1 et les protéines/lipides associés sont dirigés vers un compartiment de 

recyclage endocytique qui délivrera le CHOL à la membrane du RE (107, 108). 

2.4.1.5 Scavenger receptor class B type I 

SR-B1 est plutôt connu pour faire entrer le CHOL de la circulation sanguine au niveau du foie. 

Néanmoins, bien que l’expression de SR-BI soit très élevée dans la membrane des entérocytes 

(du côté apical), son rôle dans l'entrée du CHOL depuis la lumière intestinale est plutôt 

controversé. Par exemple, un article a observé qu'une expression protéique accrue de SR-B1 chez 

les souris augmente l'absorption intestinale de CHOL (109). Cependant, lorsque l’expression de 

SR-BI est abolie totalement, il n'y a pas de changement dans l’absorption du CHOL, soulignant la 

controverse (110, 111). La fonction de SR-BI dans l’absorption du CHOL reste à être mieux définie. 

Par ailleurs, le SR-BI a été suggéré comme un médiateur dans le trafic intracellulaire du CHOL. 

Dans ce contexte, le contact direct du domaine C-terminal de SR-BI avec des micelles de CHOL 

active le trafic de ApoB-48, influençant la formation et la sécrétion de CM, ainsi que 

l'accumulation de CHOL dans des gouttelettes lipidiques (112-114).  

2.4.1.6 ATP-binding cassette subfamily member 5 and 8 

Par rapport aux autres protéines qui ont été mentionnées dans cette dernière section, l’ATP 

cassette ABCG5/G8 influence considérablement le métabolisme du CHOL en limitant l’entrée de 

ce dernier dans la cellule. L’ABCG5/G8 est un complexe hétéromérique (1 :1) dont la 

conformation est régulée par un promoteur que l’ABCG5 et l’ABCG8 partagent. Le complexe est 
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fortement exprimé dans la bordure en brosse des entérocytes (115). Il est clair aujourd’hui que 

cette ATP cassette évacue le CHOL de l'entérocyte en direction de la lumière intestinale et 

empêche l'absorption des stérols végétaux (phytostérols) (116). Les personnes présentant une 

mutation de l'un ou l'autre de ces hétérodimères développent une hypercholestérolémie, ce qui 

entraîne des maladies cardiaques dès l'âge adulte (117, 118). Les souris présentant une délétion 

totale de l'ABCG5/G8 absorbent 3 fois plus de phytostérols, exhibent 30 fois plus de sitostérols 

sanguins et présentent une diminution significative de la sécrétion biliaire de la vésicule biliaire 

vers l’intestin (119). De plus, les souris avec une expression accrue de la protéine absorbent moins 

de CHOL (120). Néanmoins, d’autres études rapportent que les animaux avec une délétion totale 

d'ABCG5/G8 montrent une absorption normale de CHOL, suggérant que ce n'est qu'après l'entrée 

du CHOL dans l'entérocyte par l’intermédiaire de NPC1L1 que l’ABCG5/G8 exporte le CHOL vers 

la lumière intestinale (121). 

2.4.2 Transport des acides gras vers les compartiments cellulaires 

Il a été dit précédemment que le CHOL est transporté à l’intérieur de la cellule par NPC1L1 vers 

le RE. Cependant, selon certaines études, les AG ne sont pas transportés par le CD36, mais plutôt 

par d’autres protéines du nom d'intestinal et liver fatty acid-binding protein (I-FABP et L-FABP). 

Comme les précédents transporteurs, ces deux protéines peuvent même directement favoriser 

l’entrée des AG dans la cellule. Elles sont toutes les deux illustrées à la Figure 6.  

2.4.2.1 Intestinal et liver fatty acid binding proteins 

En raison de leur hydrophobie, les LCFA et le 2-MG doivent nécessairement être liés à des 

protéines pour pouvoir être transportés dans la cellule. C'est ce que font les I-FABP et L-FABP, des 

protéines représentant 4 à 6 % des protéines cytosoliques de l’entérocyte, dirigeant rapidement 

les AG vers les sites intracellulaires appropriés, empêchant ainsi le développement de la toxicité 

causée par l'accumulation d'AG non estérifiés dans l'entérocyte (43, 122). Leur rôle physiologique 

n'est pas encore bien connu et il est proposé que ces deux types de protéines ont des rôles 

distincts dans la détermination du sort des AG. En effet, il a été suggéré que la L-FABP dans 

l'intestin dirige les AG vers les voies oxydatives telles que les mitochondries, alors que la I-FABP 

les dirige vers le RE pour une conversion rapide en acyl-CoA, et finalement en TG (123).  
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De plus, des résultats ont proposé que les AG de la membrane plasmique soient dirigés 

différemment vers les deux FABP. Pour la L-FABP, les AG diffuseraient de la membrane plasmique 

vers la phase aqueuse du cytoplasme avant d'être captés par cette protéine. Pour la I-FABP, elle 

interagirait directement avec la membrane cellulaire pour obtenir ses AG (124, 125). 

 

Figure 6. –  Entrée des lipides dans l’entérocyte et transport vers le réticulum 

endoplasmique 

Les lipides pénètrent de différentes façons dans les entérocytes. Les LypoPC, AG et 2-MG pénètrent dans 

la cellule en partie par diffusion et sont ensuite dirigés par les FABP vers le réticulum endoplasmique (RE). 

Certains AG comme ceux à chaînes courtes et moyennes passent directement dans la circulation sans aller 

au RE. Sinon, les AGs et 2-MG rentrent majoritairement par les transporteurs CD36 et FATP4. Quant au 

CHOL, il rentre grâce à NPC1L1 et SR-B1, et est transporté grâce au NPC1L1 vers le RE. Il est aussi possible 

que le CHOL soit plutôt dirigé vers ABCG5/8 pour retourner dans la lumière intestinale. Cette illustration 

a été créé avec BioRender.com. 
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2.4.3 Re-estérification des acides gras, du cholestérol et des phospholipides 

Pour la formation des CM, les lipides non estérifiés ont besoin en premier lieu d’être dirigés vers 

la membrane du RE pour être re-estérifiés. Les enzymes qui estérifient les AG, le CHOL libre et les 

lysophospholipides sont toutes différentes et sont illustrées à la Figure 7.  

2.4.3.1 Estérification des acides gras  

Les premières enzymes qui initient l'estérification des AG sont les acyl-CoA synthétases à longue 

chaîne (ACSL) ou à très longue chaîne (ACSVL) (126). Dans l'intestin, les ACSL3 et ACSL5 sont les 

plus présentes (127). Leur activité génère des dérivés de CoA (AG-CoA) à partir d’AG. Certaines 

études dans le foie proposent que l'ACSL3 produit des dérivés pour la formation des PL alors que 

l'ACSL5 les produit pour la formation des TG (126, 128). 

Ce dérivé d'AG-CoA sera utilisé avec des 2-MG pour former le DG par la MG acyltransférase 

(MGAT). Dans l'intestin, on trouve principalement la MGAT2 qui est fortement exprimée. Chez la 

souris, la délétion totale de la MGAT2 diminue le taux de sécrétion des CM sans affecter 

l'absorption des AG par la cellule. Évidemment, cette délétion diminue également l'estérification 

des MG, ce qui montre bien la fonction de cette enzyme (129, 130).  

Enfin, les TG sont formés à partir des DG par des diacylglycérol acyltransférases 1 et 2 (DGAT 1 et 

2), toutes deux fortement exprimées dans l'intestin (131). Il est démontré que l'élimination totale 

de DGAT1 diminue la sécrétion de CM et prévient le développement de l'obésité (132). Par contre, 

pour DGAT2, il est plus difficile de l'étudier, car les animaux meurent dès la naissance à cause de 

problèmes de peau et de malnutrition, ce qui met en relief son essentialité (133). 

2.4.3.2 Estérification du CHOL libre 

Quant au CHOL libre, il est estérifié par l'enzyme acyl-CoA cholestérol acyltransférase 2 (ACAT2). 

Les souris présentant une délétion totale de l'ACAT2 ont un grand défaut d'absorption du CHOL 

et sont résistantes au développement de l'hypercholestérolémie (134, 135). Tous les sitostérols 

et phytostérols sont de mauvais ligands pour cette enzyme et sont dirigés vers ABCG5/G8 pour 

retourner dans la lumière intestinale (136). En plus de l'ACAT2, qui est bien exprimée dans 

l'intestin de l'homme et de la souris, l'ACAT1 est présente dans l'intestin, mais est beaucoup 

moins exprimée que l’ACAT2 (137, 138). Par rapport à l'ACAT2, la délétion totale de l'ACAT1 
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n'affecte pas l'absorption du CHOL et les niveaux plasmatiques de CHOL, ce qui indique que son 

rôle n'est pas aussi important que celui de l'ACAT2 (134). 

2.4.3.3 Estérification des lysophospholipides 

La dernière enzyme d'estérification est la lysophosphatidylcholine acyltransférase 3 (LPCAT3) qui 

estérifie la LysoPC en PC. Les souris présentant une ablation totale de cette enzyme accumulent 

les lipides dans les entérocytes en raison d'une mauvaise fluidité membranaire générée par une 

diminution de sa composition en PC et une mauvaise absorption des lipides par l'ApoB-48. De 

plus, ils démontrent une diminution de leur concentration en lipides plasmatiques (environ 50%), 

générée par une réduction significative de la sécrétion du CM (139-141). 

 

Figure 7. –  Estérification des lipides au niveau du réticulum endoplasmique 

On retrouve 3 principales estérifications des lipides au niveau du réticulum endoplasmique. Dans un 

premier temps, il y a estérification de l’AG pour qu’il devienne du TG grâce à plusieurs enzymes. Ensuite, 

il y a estérification du CHOL libre en CHOL ester. Finalement, on y retrouve l’estérification de la LysoPC en 

PC. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 
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2.4.4 Formation et hydrolyse des gouttelettes lipidiques intestinales 

Les lipides estérifiés qui se retrouvent au niveau de la membrane plasmique du RE vont 

principalement avoir deux destins métaboliques : être dirigés vers le cytosol sous forme de 

gouttelettes lipidiques (GTL) pour entreposage et utilisation ultérieure, ou être dirigés vers la 

lumière du RE pour la formation du pré-CM. Dans cette section, la formation et l’utilisation de ces 

GTL intestinales seront traitées, à l’instar de plusieurs études synthétisées dans une de nos revues 

publiée il y a quelques années (142). Ces processus sont illustrés à la Figure 8.  

2.4.4.1 Informations générales sur les gouttelettes lipidiques 

Les GTL sont des vésicules composées d'un noyau de TG et d'ester de CHOL, entouré d'une 

monocouche de PL, dans laquelle on trouve peu de protéines et de CHOL libre (143). Dans 

l'intestin, on les trouve principalement dans le jéjunum et leur composition en AG est presque 

identique à celle du régime alimentaire de l'hôte (144, 145). Des analyses protéomiques ont 

permis d'identifier 180 types de protéines différentes qui peuvent être trouvées dans ces GTL 

(146). Parmi celles-ci, les protéines appelées périlipines (PLIN), fortement impliquées dans la 

régulation de la synthèse et de l'hydrolyse des GTL, sont les plus abondantes (147). Dans l'intestin, 

la PLIN-2 est plus exprimée lorsqu'il y a un apport important de lipides et la PLIN-3 est plus 

exprimée lorsque les entérocytes sont en présence de peu de lipides alimentaires (144). 

Les lipides neutres synthétisés par les différentes enzymes mentionnées ci-dessus (DGAT, ACAT, 

LPCAT) s’agrègent dans la région hydrophobe entre les deux feuillets de la membrane du RE (148). 

Lorsque l'accumulation atteint un certain stade, les lipides bourgeonnent dans le cytosol pour 

former des GTL naissantes (149). Les GTL peuvent également se déplacer dans la lumière du RE 

pour stabiliser la formation des pré-CM (150). 

2.4.4.2 Grossissement des gouttelettes lipidiques 

Les GTL peuvent s'agrandir dans le cytosol de l'entérocyte par hypertrophie. Cette hypertrophie, 

ou plutôt élargissement des GTL, se produit lorsqu'il y a une augmentation de la concentration 

d'AG dans la cellule pour la protéger contre une lipotoxicité, et plus cette augmentation est 

importante, plus les gouttelettes grossissent jusqu'à une taille maximale qui peut varier d'une 

cellule à l'autre (151). La régulation de sa taille, de sa capacité à accumuler des lipides et de sa 
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capacité à être hydrolysée est très importante et une mauvaise régulation de ces mécanismes 

peut entraîner plusieurs problèmes métaboliques tels que l'obésité, le diabète et la stéatose 

hépatique (152-154). Cette hypertrophie peut être réalisée par la synthèse directe de TG à la 

surface de ces vésicules. En effet, les enzymes qui synthétisent les dérivés d'AG tels que MGAT2, 

ACSL3 et ACSL5 se trouvent sur cette surface. Une fois les DG formés, ils deviennent des TG grâce 

à DGAT2 et sont ensuite dirigés vers la GTL (155). Bien que la DGAT2 se trouve principalement à 

la surface du RE, elle peut s'associer aux GTL en raison de l'interaction importante entre les GTL 

et le RE, assurant ainsi la synthèse des lipides à leur surface. De plus, en dehors de DGAT2, la 

protéine I-FABP joue également un rôle important. En effet, il a été montré qu'une mauvaise 

relocalisation de DGAT2 et de I-FABP dans la GTL empêche l'élargissement de la GTL, conduisant 

à la production de petites GTL seulement (155). Le même phénomène est constaté en l'absence 

totale d'une protéine appelée Seipin, nécessaire au transport des lipides et des protéines du RE 

vers la GTL (156). 

Les goutelettes subissent aussi une un processus de fusion. Ce processus est contrôlé par des 

protéines Cell death-inducing DNA fragmentation factor 45-like effector qui vont former des pores 

là où il y a une interaction entre deux GTL, favorisant le transport des lipides d'un GTL à l'autre 

pour en former une plus grosse (155). 

2.4.4.3 Hydrolyse des gouttelettes lipidiques 

L'hydrolyse des GTL sera effectuée par l’Adipose triglyceride lipase (ATGL) lorsqu'elle est activée 

par la Comparative gene identification-58 (CGI-58). L'hydrolyse de la GTL par l'ATGL contribuera 

principalement à la formation de DG et d'AG non estérifiés (157). Ensuite, les DG sont hydrolysés 

par la lipase hormonosensible (HSL) en monoacylglycérols et en AG. Enfin, les monoacylglycérols 

sont hydrolysés en glycérol et en AG par la monoacylglycérol lipase (MGL) (158). La mutation de 

CGI-58 provoque le syndrome de Chanarin-Dorfman, amenant les patients à accumuler 

d'énormes GTL dans leur intestin grêle proximal (159). Ces différentes espèces de lipides 

provenant des GTL peuvent être dirigées vers différents compartiments pour être utilisées. En 

particulier, ils peuvent être redirigés vers le RE pour la formation de pré-CM, vers la mitochondrie 
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pour la production d'énergie par β-oxydation, vers les autophagosomes pour la lipophagie, ou 

simplement être exploités pour la synthèse d'autres lipides tels que les PL (160-162).  

 

Figure 8. –  Cycle de vie de la gouttelette lipidique  

La gouttelette lipidique est dans un premier temps formée suite à un bourgeonnement de lipides hors du 

RE dans le cytosol. Par la suite, elle grossit de deux façons : par un apport direct de lipides à la gouttelette 

ou par fusion de deux vésicules grâce à Cideb qui permet de transférer les lipides d’une goutelette à l’autre. 

Enfin, la gouttelette lipidique sera hydrolysée dans le cytosol par l'ATGL après son activation par le CGI-58, 

pour libérer des AG et des DG. Les DG sont hydrolysés par la HSL en MG et AG, et les MG sont ensuite 

hydrolysés en AG plus glycérol. Les différents composants vont aller vers différentes structures comme la 

mitochondrie, le RE ou même des autophagosomes pour autophagie. Cette illustration a été créé avec 

BioRender.com. 

2.4.5 Formation du pré-chylomicron 

Les lipides postprandiaux (85-90%) qui ne sont pas utilisés pour faire des GTL sont principalement 

dirigés au RE pour favoriser la formation du pré-CM (163). On y retrouve deux protéines 
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essentielles pour que ce processus puisse se faire : la microsomal triglyceride transfer protein 

(MTTP) ainsi que l’ApoB-48. La mutation de ces deux protéines cause respectivement 

l’abétalipoprotéinémie (ABL) et l’hypobétalipoprotéinémie familiale (HBLF), deux des trois 

principales maladies congénitales qui causent une malabsorption intestinale très sévère à la fois 

des lipides et vitamines liposolubles. Vu l’importance de ces deux maladies, elles seront décrites 

en détail dans une section distincte traitant des principales maladies héréditaires causant des 

malabsorptions intestinales. On y retrouve aussi l’ApoA-4 qui favorise le grossissement du pré-

CM. Ce mécanisme de formation est démontré à la Figure 9. 

2.4.5.1 Microsomal triglyceride transfer protein  

La MTTP est une protéine hétérodimère de 97 KDa se trouvant dans le RE et qui est largement 

exprimée dans le foie et l'intestin (164, 165). Comme son nom l'indique, son rôle principal est de 

transférer les lipides (CHOL, PL et TG) de la membrane du RE au CM naissant (165). Non seulement 

la MTTP est indispensable dans ce transfert, mais elle régule indirectement la synthèse de l'ApoB-

48. En effet, l'ApoB-48 possède une région à son extrémité N-terminale qui peut se lier 

directement au MTTP (167). Par cette liaison et donc par son rôle de chaperon, MTTP facilite la 

formation et empêche la dégradation de l'ApoB-48 (168). Son expression, ainsi que celle de 

l'ApoB-48 dans des cellules de E.coli BL21 qui ne sécrètent techniquement pas de lipides, est 

suffisante pour leur permettre de former et de sécréter des lipoprotéines riches en TG (168). De 

plus, l'inhibition pharmacologique ou génétique de la MTTP bloque complètement la biogenèse 

des VLDL dans les hépatocytes et des CM dans les entérocytes (169-171). Aussi, comme 

mentionné précédemment, la mutation de son gène cause l’ABL, ce qui empêche complètement 

le transport et la sécrétion des CM et des VLDL (172). 

2.4.5.2 Apolipoprotéine B-48  

L'ApoB-48 est une protéine structurelle essentielle à la formation du CM. L'assemblage du pré-

CM s’initie par la translocation de l'ApoB-48 naissante dans la lumière du RE (173). Par la suite, 

l'ApoB-48 subit une lipidation partielle, conduisant à la formation d'une petite vésicule qui croît 

grâce à l'apport de lipides par la MTTP pour composer une lipoprotéine (174). Si l'apport en lipides 

est insuffisant ou si la MTTP est simplement tronquée, l'ApoB-48 naissante sera rapidement 
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ubiquitinée pour être dégradée (175). La dégradation peut se faire par autophagie ou par le 

protéasome. La délétion de MTTP ainsi que l’inhibition de son activité enzymatique contribuent 

à la dégradation de l’ApoB-48 (176). À noter que ce taux de dégradation dépend de la forme de 

l'ApoB. Une étude a démontré que l'ApoB-48 nécessite moins d'apports lipidiques que l'ApoB-

100 pour être sécrétée comme composante des lipoprotéines (177). 

Ainsi, on peut dire que l'ApoB-48 a un rôle important dans la formation de la structure initiale de 

la lipoprotéine, dans le maintien de sa structure et dans la régulation de son métabolisme (178). 

En effet, le niveau d'expression de l'ApoB-48, son taux de synthèse et son efficacité à être 

sécrétée contrôlent le nombre de lipoprotéines formées (136). Comme pour la MTTP, les 

altérations du gène de l'ApoB dans l'intestin de la souris empêchent la sécrétion des lipoprotéines 

(179). De plus, la mutation de son gène provoque une HBLF, entraînant une malabsorption 

intestinale importante des lipides (180). 

2.4.5.3 Apolipoprotéine A-4 

ApoB-48 et MTTP sont deux protéines dont les rôles dans la formation des pré-CM ont été 

largement étudiés. Néanmoins, il existe une protéine beaucoup moins connue appelée ApoA-4 

qui favorise et régule le grossissement des pré-CM dans le RE. L’ApoA-4 est ajoutée au début de 

la formation du pré-CM et se retrouve à sa surface (50). En utilisant des cellules épithéliales 

porcines et des souris présentant une délétion génétique totale de l'ApoA-4, il a été possible de 

constater que l'ApoA-4 facilite le stockage des lipides dans le pré-CM, augmentant ainsi sa taille 

(181). Ce rôle serait généré par le fait que cette protéine stabilise la croissance de la vésicule en 

maintenant une élasticité constante, favorisant l'expansion de sa surface qui peut alors stocker 

plus de lipides (166, 181). Cependant, l'ApoA-4 n'affecte pas le nombre de CM sécrétés, mais 

uniquement leur taille. La majoration de son expression augmente l'expression de MTTP sans 

nécessairement affecter la sécrétion de CM (182). Inversement, la délétion totale de son 

expression affecte l’expression de la MTTP, entrainant une sécrétion moindre de CM (183, 184). 

Toutefois, d'autres études sont nécessaires pour mieux élucider le rôle de cette protéine dans 

l'intestin, son interaction avec la MTTP et pour déterminer si elle peut affecter l'entrée des lipides 

dans la cellule. 
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Figure 9. –  Formation du pré-chylomicron dans le réticulum endoplasmique 

Une ApoB-48 est dirigée dans la lumière du réticulum endoplasmique pour former une petite vésicule qui 

est rapidement ajoutée d’ApoA-4. Par la suite, le MTTP dirige les lipides estérifiés vers la vésicule formée. 

Suite à la liaison du MTTP à l’ApoB-48, les lipides sont dirigés dans la vésicule et le MTTP se dégage de 

l’ApoB-48. L’ApoA-4 favorise aussi l’entrée des lipides dans la vésicule en permettant le grossissement de 

celle-ci. Cette vésicule, une fois assez grosse (environ 100 à 500nm), forme le pré-CM. Cette illustration a 

été créé avec BioRender.com. 

2.4.6 Mobilité du pré-chylomicron à partir du RE vers le Golgi  

Une fois que le pré-CM a reçu un apport nécessaire de lipides, il quitte le RE grâce au pre-

chylomicron transport vesicle (PCTV) et est dirigé vers le Golgi. Puisque la grosseur d’un CM est 

entre 100 à 500nm (dépendamment de l’ampleur du repas gras), il ne peut donc pas utiliser les 

vésicules qui sont normalement utilisées pour le transport intracellulaire des protéines (60-70nm) 

pour aller au Golgi. Il doit donc recourir au PCTV qui est d’une grosseur entre 350-500nm (185). 

Ce complexe est composé des protéines du COPII ainsi que d’autres protéines qui vont faciliter le 

bourgeonnement du pré-CM hors du RE, comme le CD36, le L-FABP et la vesicle-associated 

membrane protein 7 (VAMP7). Ce processus est illustré à la Figure 10.  
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2.4.6.1 Le Coat protein complexe II et le Sar1b GTPase 

Généralement, la formation de vésicules par les protéines COPII favorise le bourgeonnement de 

vésicules d'un diamètre compris entre 60 et 90 nm (186). Cependant, il a été découvert par 

microscopie électronique et par des essais in vitro que le complexe COPII est également requis 

pour la formation de grandes vésicules telles que ceux qui permettent le transport du pré-CM et 

du collagène (187-189). Ce mécanisme et les protéines qui sont nécessaires au bourgeonnement 

des grandes vésicules sont encore mal compris. Plusieurs de ces protéines de COPII sont 

expliquées dans cette section.  

La première protéine de COPII impliquée dans la formation des vésicules est l’enzyme Sar1 

GTPase. Il est clair que cette dernière est étroitement impliquée dans la formation des vésicules, 

mais son rôle exact est encore débattu. Sar1b joue clairement un rôle en tant que GTPase. Les 

GTPases se lient à la guanine triphosphate (GTP), une molécule importante pour le transfert 

d'énergie. Cette liaison entraîne l'activation de la GTPase et pour Sar1b, cela permet le 

recrutement des complexes Sec23 et Sec13 à la membrane du RE pour former le COPII, dont les 

étapes seront discutées dans les paragraphes suivants. Après la liaison du GTP, Sar1b commence 

également à hydrolyser le GTP en guanine diphosphate (GDP). L'hydrolyse du GTP en GDP inactive 

Sar1b et entraîne son détachement de la membrane du RE, ce qui provoque l'instabilité du 

complexe COPII qui, en raison de cette instabilité, se détache de la membrane (190, 191). Vu ce 

rôle de GTPase, plusieurs articles proposent ainsi que l'activité GTPase de Sar1, et donc 

l'accumulation de guanine triphosphate (GDP), permet à la vésicule COPII qui transporte le pré-

CM d'être détachée du RE et dirigée dans le cytosol cellulaire suite au recrutement des protéines 

Secs (190, 191). Cependant, d'autres recherches proposent aussi que le Sar1b, une fois activité 

par le GTP, forme directement une courbature de la membrane du RE en déformant la bicouche 

lipidique. (192, 193). En effet, l'hélice N-terminale de Sar1b est très amphipatique et il a été 

observé qu'elle peut s'enfouir dans l'un des deux côtés de la bicouche lipidique de la membrane 

du RE. Cette entrée déplacerait la bicouche lipidique, en particulier les têtes de phopsholipides, 

ce qui entraînerait une expansion asymétrique et donc une flexion de la membrane pour favoriser 

la formation de COPII. Il a été observé que la présence d'une courbure de la membrane 

augmenterait l'affinité de Sar1 envers cette membrane. Ceci favoriserait l'hydrolyse du GTP, ce 
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qui contribuerait à la déstabilisation de la bicouche lipidique afin de faciliter la fission de la 

membrane pour libérer le COPII (194). 

La Sar1 GTPase a deux isoformes : la Sar1a GTPase et la Sar1b GTPase (146). La mutation du gène 

Sar1b a été associée au développement d'une maladie appelée maladie de rétention des CM 

(MRC), la troisième maladie héréditaire qui provoque une malabsorption intestinale importante 

des lipides (qui sera décrite dans une prochaine section) (5). Cette association démontre 

l'importance de Sar1b dans la formation des CM puisque les patients sont incapables de les 

sécréter dans la circulation sanguine. Dans les cellules entérocytaires Caco-2/15, il a été démontré 

dans notre laboratoire que l'absence de Sar1b GTPase diminue la sécrétion de CM (195). 

Néanmoins, cette sécrétion n'était abolie que lorsque la Sar1b GTPase ainsi que son isoforme, la 

Sar1a GTPase, étaient supprimées en même temps. Cet article a pu mettre en évidence le rôle de 

la Sar1b GTPase dans la formation du CM, mais aussi celui de Sar1a. Bien qu'aucune évidence 

n'ait encore bien confirmé chez un mammifère vivant les effets d'une délétion totale ou d'une 

mutation de Sar1b, l'augmentation de son expression génique chez la souris augmente la 

sécrétion de CM telle que décrite par notre laboratoire, démontrant une fois de plus sa fonction 

obligatoire dans le processus sécrétoire (196). 

La deuxième protéine du complexe COPII est Sec12. Cette protéine se trouve à la sortie du RE et 

sa présence est requise pour la localisation de la Sar1 GTPase à la membrane (197). Son rôle 

principal dans la formation des vésicules est d'agir comme un guanine nucleotide exchange 

factors (GEF) pour la Sar1 GTPase. Par conséquent, elle se lie à la Sar1 GTPase pour favoriser la 

dissociation de la guanine diphosphate (GDP), laissant la possibilité à cette protéine de se lier au 

GTP. La liaison du GTP au Sar1 GTPase déclenche son activation (198). 

L'activation de la Sar1 GTPase provoque le recrutement de plusieurs protéines qui vont entourer 

la vésicule comme un manteau. Tout d'abord, un hétérodimère composé de deux sous-unités 

Sec23 et Sec24 et formant un complexe stable, est recruté. Cet hétérodimère forme le complexe 

de pré-bourgeonnement de la vésicule et joue un rôle de complexe de revêtement interne. Par la 

suite, un autre hétérodimère comprenant Sec13 et Sec31 se fixe au-dessus de Sec23/24 pour 

former un complexe de revêtement externe. Sec23 est également une GTPase-accelerating 
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protein (GAP) qui stimule l'activité GTPase de Sar1. Cette activité GAP est encore augmentée 

lorsque Sec23 interagit avec Sec13/Sec31 (198). 

Enfin, il existe également la Sec16 qui est attirée à la sortie du RE. Cette Sec16, par rapport aux 

autres, régule plutôt l'activité GTPase de Sar1 en interagissant avec Sec24 ou en empêchant le 

recrutement de Sec31 (199, 200).  

Lorsque toutes les protéines sont présentes, le complexe COPII est complet et la vésicule 

bourgeonne hors du RE. 

2.4.6.2 Autres protéines nécessaires à la sortie du pré-chylomicron hors du réticulum 

endoplasmique 

Le bourgeonnement des CM hors du RE nécessite des protéines autres que celles du complexe 

COPII. Parmi ces protéines, il en existe plusieurs qui sont toutes associées au COPII, formant ainsi 

le PCTV. L'une d'entre elles est la L-FABP qui favorise le bourgeonnement du pré-CM. En effet, sa 

délétion totale chez la souris diminue ce bourgeonnement de 79% (185). CD36 et VAMP7 sont 

également présents et leur délétion totale ou inhibition empêche complètement la sortie du PCTV 

du RE. Comparé aux vésicules COPII normales, il est proposé pour les CM que CD36 et VAMP7 

initient le bourgeonnement et pas les protéines COPII (185, 201). De plus, il est suggéré que la 

formation du PCTV est initiée par la présence d'une partie de l'ApoB-48 dans le cytosol, ce qui 

amènerait les protéines responsables du transport des lipides à entourer le pré-CM pour 

empêcher sa dégradation (185). 

À l’exception des protéines du PCTV, il a été découvert d'autres protéines qui seraient impliquées 

dans la formation du pré-CM. Ce serait le cas de la transport and Golgi organization protein 1 

Golgi (TANGO1) et de Mia2/cTAGE5 (TALI). TANGO1 se trouve dans la membrane du RE et est 

nécessaire à la sécrétion du collagène (202). Comme les CM, le collagène nécessite également de 

très grandes vésicules pour sortir du RE. TANGO1 interagit directement avec le collagène et se lie 

aux protéines COPII telles que Sec16 pour faciliter la sortie des vésicules vers le cytosol (203). De 

plus, TANGO1 se lie à cTAGE5, qui à son tour collabore avec TANGO1 pour aider à la sortie du 

collagène, mais aussi aider au recrutement de Sec12 à la membrane du RE (204). Dans les cellules 

entérocytaires Caco-2, une variante de cTAGE5 a été trouvée qui est nommée TALI (205). Dans 
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ces mêmes cellules, il a pu être observé que la délétion totale de TANGO1 réduisait la sécrétion 

de CM de 44% alors que la délétion de TALI réduisait cette sécrétion de 82% (206). Ces résultats 

suggèrent que ces deux protéines sont nécessaires au bourgeonnement des pré-CM hors du RE, 

comme elles le sont pour le collagène. 

 

Figure 10. –  Formation du pre-chylomicron transport vesicle 

Le processus de formation du PCTV est complexe. Suite au recrutement du Sar1b GTPase par la Sec12, il 

favorise, lorsque lié au GTP, le bourgeonnement et la formation de la vésicule COPII. Cette vésicule entoure 

le pré-chylomicron suite au recrutement des Sec23/24 et 12/31 qui eux vont entourer cette vésicule 

comme un manteau. Le bourgeonnement du COPII dans le cytosol est favorisé par les protéines Sec12, 

Tango1 et cTAGE5. Sur ce COPII, il y a aussi recrutement de diverses protéines comme CD36, VAMP7 et I-

FABP qui, tous ensemble, vont former le PCTV, permettant ainsi de transporter le pré-chylomicron vers le 

Golgi. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 

2.4.7 Entrée du pré-chylomicron dans le Golgi et sa maturation en 

chylomicron 

Une fois le pré-CM hors du RE, il est dirigé vers le cis-Golgi grâce au complexe N-ethylmaleimide-

sensitive factor attachment protein receptor (SNARE). À l’intérieur du Golgi, il y a modification du 
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pré-CM, le rendant ainsi mature et prêt pour être sécrété dans le réseau lymphatique. Ce 

processus est démontré à la Figure 11. 

2.4.7.1 Le complexe N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

Le complexe SNARE est un complexe de plusieurs protéines qui permettent la liaison ainsi que la 

fusion du pré-CM au Golgi, un processus nécessaire pour faire entrer le CM dans cet organite. 

Chaque SNARE possède un motif SNARE d'environ 70 acides aminés qui permet la formation du 

complexe (207). Sur une vésicule, il existe un v-SNARE appelé aussi R-SNARE étant donné la 

présence d'une arginine (R). Au niveau de la membrane cible, ici au Golgi, il existe un t-SNARE 

aussi appelé Q-SNARE du fait de la présence de glutamate (Q), composé de 3 sous-types : Qa, Qb 

et Qc (208). Un R-SNARE présent sur la vésicule se lie à chacun des trois sous-types Q-SNARE de 

la membrane cible pour former un complexe appelé SNARE-pin (209). C'est ce complexe qui 

entraîne la fusion du CM au cis-Golgi. Plus spécifiquement pour le CM, une étude a pu démontrer 

que le R-SNARE du PCTV se trouve être la protéine VAMP7 dont la fonction au niveau du PCTV a 

été mentionné précédemment (201). Les trois sous-types de Q-SNARE présents à la membrane 

du Golgi sont la syntaxine 5, la rbet1 et la vti1a (201). 

2.4.7.2 Maturation du chylomicron dans le Golgi 

La maturation du CM et son transport dans le Golgi sont des mécanismes qui ne sont pas 

entièrement compris. Cependant, deux modifications majeures du CM se produisent dans le Golgi 

et sont assez bien connues. Premièrement, il y a l'ajout d'ApoA-1 au pré-CM. Certaines études 

ont pu démontrer que l'ApoA-1 n'est présente dans le CM qu'après la fusion et l'entrée dans le 

Golgi (201, 210). La deuxième modification est la glycosylation de l'Apo-48 par des 

endoglycosidases, principalement par l’ajout de N- et O-glycans (211). Il a été proposé pour 

l'ApoB-48 que les glycanes soient essentiels dans la sécrétion post-Golgi du CM. Par conséquent, 

cette glycosylation pourrait être un marqueur pour déterminer un défaut d'assemblage des 

lipoprotéines et de leur sécrétion dans la circulation (211). 

Une autre protéine qui est proposée de jouer un rôle essentiel dans la maturation du CM et le 

trafic de cette vésicule dans le Golgi est appelée GTPase ADP-ribosylation factor-related protein-

1 (ARFRP1). L'ARFRP1 fait partie de la cascade ARFRP1-ARL1-Golgin-Rab, qui est nécessaire au 
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transport des cargaisons vers le trans-Golgi (212). Il a été observé il y a quelques années que la 

délétion de chacune des protéines de cette cascade dans les cellules entérocytaires Caco-2 

diminue la sécrétion de lipides (213). Ce résultat a été confirmé in vivo pour ARFRP1 chez la souris. 

En effet, une délétion totale de l'ARFRP1 chez ce mammifère a réduit de façon drastique la 

quantité de lipides dans les CM (213). Comme l'activité de MTTP, la sortie de l'ApoB-48 dans le 

cytosol et la localisation de la PCTV dans le Golgi étaient toutes normales, les auteurs ont émis 

l'hypothèse que l'ARFRP1 régule la lipidation des CM dans le Golgi. Ils ont également indiqué qu'il 

y a un dernier transfert de TG vers le CM pour une maturation finale dans le Golgi. De plus, ils ont 

également observé une accumulation d'ApoA-1 dans le Golgi, soutenant l'importance de l'ARFRP1 

(213). 

2.4.8 Exocytose des chylomicrons du Golgi pour être dirigés vers la 

circulation sanguine 

Dans un premier temps, les CM du Golgi vont être dirigés vers la membrane cellulaire basolatérale 

de l’entérocyte pour sortir dans la lamina propria. Cependant, les mécanismes qui permettent au 

CM de se fusionner à cette membrane et de sortir par exocytose ne sont pas très bien connus. Il 

a été suggéré que la sortie du CM à travers la membrane basolatérale serait causée par une 

rupture de cette membrane lors de l'absorption des lipides, permettant ainsi au CM de passer 

dans la circulation sanguine (43, 214). Cette hypothèse proposerait également que cette rupture 

soit responsable de l'augmentation de la perméabilité de la muqueuse lors de l'absorption des 

lipides (215). De même, il a été proposé très récemment qu'un membre de la famille DENN, la 

protéine DENN domain containing 5B (DENND5B), joue un rôle dans la sécrétion post-Golgi de 

CM. Cette protéine de 145 kDa n'avait initialement aucune fonction caractérisée. Compte tenu 

de la présence d'un domaine GEF dans sa structure pour activer la GTPase RAB, il a été proposé 

qu'elle ait un rôle potentiel dans le trafic vésiculaire (216). De façon intéressante, la délétion 

totale de DENND5B chez la souris a fortement diminué la sécrétion de lipides intestinaux et a 

entraîné une stéatose intestinale. De plus, par microscopie électronique, il a été observé que par 

rapport aux souris normales, les CM des souris avec un KO total se liaient très peu à la membrane 

basolatérale de l'entérocyte, diminuant fortement la quantité de CM quittant la cellule (217). 
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Par la suite, une fois dans la lamina propria, les CM sont dirigés vers les chylifères, qui sont des 

vaisseaux lymphatiques. Les chylifères sont des structures très importantes dans le transport des 

lipides alimentaires et il est connu que le flux de la lymphe augmente dans l'état postprandial 

pour diriger les AG des CM vers les différents tissus (218). La formation dans l'intestin de vaisseaux 

lymphatiques, appelée lymphangiogenèse, est également primordiale et il a été montré que le 

dysfonctionnement du récepteur du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGFR) 3, 

un récepteur qui active la lymphangiogenèse, entraîne une rétention des lipides dans l'intestin 

grêle (219). 

La couche endothéliale des chylifères est composée de jonctions entre les cellules qui peut être 

ouvertes ou fermées (220, 221). Il est maintenant proposé que les CM sont transportés dans les 

chylifères par les jonctions ouvertes entre les cellules endothéliales (222). En effet, la délétion 

spécifique dans l'endothélium de la neuropiline 1 (Nrp1) et vascular endothelial growth factor 

receptor 1 (Flt1) suite à une induction de tamoxifen, a généré une fermeture des jonctions des 

chylifères, ce qui a entraîné une malabsorption des CM dans le chylifère. Cette malabsorption a 

protégé les souris contre le développement de l'obésité. Restaurer l’ouverture de ces jonctions 

par l'inhibition de la signalisation du VEGFR2 et des cadhérines de l'endothélium vasculaire a 

permis l’ouverture de ces jonctions et ainsi, le transport des CM dans le chylifère (222).  

En outre, d'autres protéines semblent importantes dans ce processus. Par exemple, la délétion 

totale chez des souris du transcription factor pleomorphic adenoma gene like-2 ont empêché les 

CM d'entrer dans le chylifère alors qu'elles étaient capables de sortir de l'entérocyte, ce qui a 

entraîné une accumulation de CM dans la lamina propria (170). La délétion spécifique dans 

l’endothélium du Notch ligand delta-like 4 par la technologie Cre-Lox dans des souris a aussi 

diminuer la prise de lipides alimentaires (221).  

Une fois dans le chyle, les CM lymphatiques sont pompés vers les canaux lymphatiques 

mésentériques par des mouvements de contraction (223). Le chyle, constitué de la lymphe riche 

en CM, sera dirigé vers la citerne du chyle grâce également à des mouvements de contraction 

puis vers le canal thoracique. Enfin, le canal thoracique conduit le chyle à travers le hiatus arotique 

dans le diaphragme ainsi que dans l'aorte pour atteindre la jonction de la veine jugulaire interne 
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et de la veine sous-clavière. C'est à ce moment que le chyle est rejeté dans le système veineux 

(224, 225). 

Le processus de transport vers la lymphe est décrit à la Figure 11.  

 

 

Figure 11. –  Transport du chylomicron provenant réticulum endoplasmique vers les 

vaisseaux lymphatiques 

Le pré-chylomicron sort du réticulum endoplasmique grâce au PCTV pour être dirigé vers le Golgi. La liaison 

de VAMP7, retrouvé sur le PCTV, avec les protéines Syntaxine 5, Rbet1 et VTi1a, retrouvés sur le Golgi, 

font rentrer le pré-chylomicron dans le Golgi. Une fois dans cette organelle, il y a glycosylation de l’Apo48 

et ajout de l’ApoA1 sur le pré-chylomicron pour former un CM mature. Une fois mature, cette vésicule 

sort du Golgi pour aller dans la Lamina Propria , et ceci serait permis grâce à DENNDB5. Par la suite, le CM 
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est dirigé dans le chylifère et rentrerait par des jonctions ouvertes entre les cellules endothéliales. Cette 

illustration a été créé avec BioRender.com. 

2.4.9 Autres entrées et sorties du CHOL dans la cellule intestinale 

La plupart des AG qui entrent dans la cellule proviennent de l'alimentation. De plus, ils sont 

majoritairement sécrétés dans la circulation sanguine sous forme de CM pour les LCFA. 

Cependant, le CHOL peut être transporté dans la circulation sanguine et peut entrer dans l'intestin 

par d'autres stratégies qui ne sont pas empruntées par les AG. En effet, comme pour le foie, le 

CHOL peut être transporté et sécrété dans la circulation sanguine sous la forme d'une petite 

lipoprotéine appelée lipoprotéine de haute densité (HDL). En fait, chez les souris, 30 % des HDL 

et 50 % de l'ApoA-1 dans le sang proviendraient de l'intestin (230). De plus, des études proposent 

que le CHOL de la circulation sanguine puisse être absorbé dans l'intestin et sortir de l'entérocyte 

vers la lumière intestinale par l’excrétion transintestinale du CHOL (TICE). Ces deux processus sont 

représentés à la Figure 12.  

2.4.9.1 Formation du HDL  

Comme le foie, l'intestin peut également former des vésicules de HDL, permettant ainsi au CHOL 

intestinal d'être transporté dans la circulation sanguine d'une autre manière. Comparativement 

aux CM, les HDL nouvellement formées sont plutôt associées à l'ApoA-1 et sont composées 

principalement de CHOL libre (230). Le CHOL libre de ces HDL naissants devient du CHOL ester 

dans la circulation sanguine grâce à la lécithine : cholestérol acyltransférase dont la fonction est 

d'estérifier le CHOL libre. Elle est activée par l'ApoA-1 et facilite la formation du noyau des HDL 

par le CHOL ester (49). La protéine la plus importante dans la formation intestinale des HDL est la 

pompe d'efflux nommée ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1). Cette ATP cassette est 

essentielle à la formation des HDL en facilitant le transfert de CHOL et de PL de la membrane vers 

la particule d'ApoA-1 (231). Il est bien démontré que la délétion intestinale spécifique d'ABCA1 

obtenue grâce au système Cre-LoxP, réduit significativement la sécrétion de HDL sans affecter 

l'absorption de CHOL (230). De plus, la mutation d'ABCA1 provoque la maladie de Tangier et 

empêche complètement la sécrétion de HDL chez ces patients (232). Ces patients, vont donc avoir 

aucun HDL dans la circulation sanguine, ce qui peut apporter au développement 
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d’hépatosplénomégalie et de lymphadénopathie, ainsi qu’une accumulation importante de 

cellules spumeuses dans les amygdales et les ganglions lymphatiques (232).  

2.4.9.2 Excrétion transintestinale du cholestérol  

Il existe un paradigme dans lequel on pense que le CHOL de tous les tissus périphériques pris en 

charge par les HDL (pour un but d’excrétion) est dirigé vers le foie (233). Ce dernier forme ensuite 

des acides biliaires à partir du CHOL qui sera dirigé vers la lumière de l'intestin pour être sécrété 

dans les fèces, favorisant ainsi l'élimination de l'excès de CHOL de l'organisme. Cependant, des 

études suggèrent de plus en plus que le CHOL n'est pas seulement excrété du corps sous forme 

d’acides biliaires. En fait, une partie du CHOL du plasma peut être excrétée dans les fèces 

directement par les cellules intestinales par le processus TICE. Le processus moléculaire qui 

permet ce transport n'est pas encore bien compris, mais il est proposé que chez la souris, 33 % 

du CHOL excrété dans les fèces proviendrait du TICE alors que seulement 25 % du CHOL 

proviendrait de la bile (234). De plus, chez les humains, il est proposé que seulement 44 % du 

CHOL excrété provienne de la bile. Cette hypothèse est étayée par le fait que les patients qui ne 

peuvent pas sécréter de bile ont quand même beaucoup de CHOL dans leurs fèces (235, 236). 

Par conséquent, quelle lipoprotéine serait responsable de l'acheminement du CHOL vers l'intestin 

dans le processus du TICE ? Il a été observé que ce ne serait pas les HDL puisqu'une délétion totale 

d'ABCA1 ou de SR-B1 empêche significativement la clairance du CHOL par les HDL, tout en n'ayant 

aucun impact sur le TICE (237, 238). Il pourrait alors s'agir des lipoprotéines de basse densité (LDL) 

ou des VLDL. L'entrée de ces lipoprotéines dans une cellule se fait par le récepteur des LDL (LDLr) 

qui est bien exprimé dans l'intestin (239). Ce LDLr est principalement régulé par la proprotein 

convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) dont l'expression contribue à la dégradation du LDLr, 

empêchant ainsi l'entrée du CHOL de la lipoprotéine dans la cellule (240). Des recherches ont 

montré que la délétion totale de LDLr n'affecte pas le TICE, alors qu'une expression accrue 

l'augmente (239, 241). De plus, la délétion totale de PCSK9 augmente le TICE (241). Ainsi, on peut 

faire l’hypothèse ici qu'il peut y avoir une compensation par d'autres voies lorsqu'il y a une 

délétion de LDLr (242). Cependant, il a été récemment démontré en 2019 que la présence de la 

CETP humaine chez la souris favorisait la sécrétion de CHOL dans la bile au détriment du TICE 



66 

(243). En outre, ils ont observé que le CHOL provenant des HDL favorisait habituellement la voie 

biliaire, mais qu'en présence de CETP, il était plutôt dirigé vers l'intestin. Au contraire, la présence 

de CETP augmente le transport du CHOL des LDL vers la bile et ce CHOL est très peu présent dans 

l'intestin. Ces résultats favoriseraient donc le rôle des HDL dans le TICE et mettent en évidence le 

rôle du CETP (243). 

Quoi qu'il en soit, il est bien connu que l'ABCG5/G8, dont le rôle a été décrit précédemment, joue 

un rôle dans le TICE puisque l’altération de son activité affecte directement le transport de CHOL 

de l'entérocyte vers la lumière intestinale (234, 244). 

 

 

Figure 12. –  L’excrétion transintestinale du cholestérol et le processus de formation des HDL 

Pour le TICE, le CE des VLDL et LDL dans la circulation sanguine serait pris par le LDLr retrouvé à la surface 

de l’entérocyte à son côté basolatéral. Le LDLr fait rentrer le CE dans la cellule et celui-ci sera dirigé par un 

mécanisme inconnu vers ABCG5/G8. Cet hétérodimaire transporte simplement ce CE vers la lumière 
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intestinale pour son excrétion dans les fèces.  Quant à la formation des HDL, l’entérocyte forme de l’ApoA-

1 qui lui reçoit grâce à l’ABCA1 du CL et des PL provenant de l’intérieur de l’entérocyte. Ceci forme une 

vésicule dans la circulation enrichie en CL et entourée de PL. Par la suite, LCAT estérifie le CL en en CE, 

permettant ainsi de former un HDL naissant. Cet HDL acquière dans la circulation d’autres protéines ainsi 

que du CE provenant de tissus périphériques, lui permettant de devenir un HDL mature. Cette illustration 

a été créé avec BioRender.com. 

2.5 Le chylomicron dans la circulation sanguine 

Une fois dans la circulation sanguine, le CM subit plusieurs modifications avant d'être hydrolysé 

par la LPL pour libérer les AG libres dans la circulation sanguine. Dans cette circulation, 3 Apo se 

rajoutent sur le CM : ApoC2, ApoC3 et ApoE (245). Les rôles de ces différentes lipoprotéines ont 

été mentionnés dans une section précédente.  

Après l'addition de ces différentes Apo, la LPL, une enzyme extracellulaire, entre en jeu. Cette 

protéine, synthétisée par le tissu adipeux et les myocytes des muscles cardiaques et 

squelettiques, est transportée à travers la barrière endothéliale pour se nicher à la surface de 

l'endothélium vasculaire, enchâssée dans les parois capillaires. Son rôle consiste à hydrolyser les 

TG présentes dans la circulation sanguine pour produire des AG et du glycérol (246). Les TG dans 

la circulation proviennent des CM et aussi des lipoprotéines sécrétées par le foie, c'est-à-dire les 

VLDL. Sa régulation est extrêmement importante et, comme mentionné précédemment, la 

mutation des protéines qui régulent son activité peut augmenter considérablement les chances 

de développer des maladies cardiovasculaires (246). 

Outre les trois Apo mentionnées ci-dessus, il existe 3 autres protéines dont les mutations chez les 

patients nous ont permis de savoir qu'elles jouent un rôle important dans la régulation de la LPL. 

Il s'agit de la lipase maturation factor 1, qui active la LPL après traduction, de la 

glycophosphatidylinositol HDL-binding protein-1, qui permet de diriger la LPL dans la circulation 

et de la fixer à la surface endothéliale, et de l'ApoA5, qui intérargit également avec la LPL pour 

favoriser l'hydrolyse du CM (247, 248). 

L'hydrolyse du CM libère des AG dans la circulation sanguine. Ces AG vont se lier à l'albumine 

pour être dirigés vers différents tissus périphériques comme le tissu adipeux pour le stockage ou 
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le muscle squelettique pour être une source d'énergie. Dans les tissus périphériques, les AG vont 

pouvoir entrer dans la cellule grâce à plusieurs protéines telles que les protéines de liaison à 

l'albumine, les FATP et les FABP (249). Le résidu de CM, qui contient des lipides, des protéines et 

des vitamines liposolubles, sera principalement dirigé vers le foie. Comme mentionné, l'ApoE aide 

à l'entrée du résidu de CM dans le foie en favorisant la liaison du résidu aux protéoglycanes de 

sulfate d'héparane à la surface des hépatocytes. Après la liaison, le résidu pénètre dans 

l’hépatocyte par l'intermédiaire de LDLr (53). 

2.6 Facteurs régulant la sécrétion des chylomicrons 

Les modifications génétiques sont évidemment des facteurs qui ont un très grand impact sur la 

sécrétion du CM. En effet, la délétion ou la mutation de plusieurs protéines peut moduler de 

manière drastique la sécrétion des CM, affectant ainsi positivement ou négativement l'individu. 

Cependant, en dehors des facteurs génétiques, d'autres éléments externes peuvent réguler la 

formation et la sécrétion du CM. Il s'agit des nutriments, de l'insuline, des AG libres, des peptides 

gastro-intestinaux, du genre et du microbiote. L’effet de ces facteurs sur la sécrétion des CM est 

illustré de façon simplifiée à la Figure 13. 

2.6.1 Les facteurs nutritionnels 

Les nutriments provenant du régime alimentaire peuvent en partie réguler la quantité de CM qui 

sera sécrétée. Il est évident qu'une augmentation de la quantité de graisses ingérées augmente 

également la quantité de CM, mais il existe des preuves que la composition en AG peut également 

affecter cette sécrétion. En effet, des études ont pu observer que les individus ayant pris un repas 

riche en AG polyinsaturés tels que les oméga-6 et les oméga-3 avaient des concentrations de CM 

plus faibles que ceux ayant pris des AG saturés (250, 251). De plus, leurs CM étaient plus sensibles 

à la lipolyse in vitro, ce qui pourrait expliquer ces résultats (251). De même, les patients obèses 

qui ont pris des oméga-3 en supplémentation pendant 12 semaines avaient des concentrations 

postprandiales de TG et d'ApoB-48 plus faibles (252). 

Les glucides constituent un autre facteur qui peut moduler cette sécrétion. Certaines associations 

ont été faites entre la consommation de glucides tels que le fructose et la concentration de TG 

dans le plasma (253). Cependant, peu de personnes ont cherché à savoir si l'apport en glucides 
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augmentait la sécrétion lipidique postprandiale et pour ceux qui l'ont fait, les résultats ne sont 

pas convaincants. Au niveau chronique, un régime riche en glucides aura un effet sur la résistance 

à l'insuline, ce qui module la sécrétion de CM (254). Pour une consommation aiguë, de nombreux 

résultats obtenus sont dichotomiques en raison de différents facteurs tels que le type de glucides 

(255-257). Plus récemment, une étude a examiné l'effet aigu du glucose et du fructose sur la 

production de CM en utilisant de la radioactivité et un environnement hautement contrôlé qui 

empêche l'insuline d'avoir un impact sur les résultats obtenus. Ils ont effectivement constaté une 

augmentation de la sécrétion de CM et ont émis l'hypothèse que cela pourrait être dû à une 

augmentation de la lipogenèse de novo dans l’entérocyte, comme c’est le cas dans le foie, un 

processus qui sera expliqué en détail dans une section ultérieure (258). 

Certaines études ont examiné l'effet des protéines sur la sécrétion postprandiale de lipides. On a 

observé que les personnes ayant un régime riche en protéines (viande rouge) présentaient des 

concentrations d'ApoB-48 beaucoup plus faibles après l'administration de lipides que les 

personnes ayant un régime pauvre en protéines. Cependant, les personnes suivant un régime 

pauvre en protéines consommaient plus d'hydrates de carbone, ce qui peut avoir affecté les 

résultats (259). De façon aiguë, la prise de caséine, une protéine du lait, avec l'alimentation 

lipidique réduit la sécrétion lipidique postprandiale, probablement par une augmentation de la 

sécrétion d'insuline et une diminution des AG libres circulants (260). En outre, il semble que la 

composition des protéines ait également un impact puisque les individus atteints de diabète de 

type II sécrètent moins de CM après l'ingestion de protéines de lait par rapport à la caséine, la 

morue ou le gluten (261).  

Enfin, une seule étude a examiné l'effet des fibres dans un régime mixte. Elle a constaté une 

diminution de la sécrétion de TG sans effet sur la quantité d'ApoB-48 (262). 

2.6.2 L’insuline, la résistance à l’insuline et les acides gras libres.  

L'insuline et les AG libres sont deux facteurs interdépendants qui affectent fortement la sécrétion 

de CM. Les AG libres sanguins vont augmenter la sécrétion de VLDL et de CM tandis que l'insuline 

inhibe la libération des AG dans la circulation. En effet, il a été observé que l'injection 

intraveineuse d’AG avec de l’héparine, qui inhibe la liaison de l’insuline avec son récepteur, 



70 

augmente la sécrétion de CM de 69% par rapport au placebo (sans lipides), et ces résultats ont 

été soutenus par des expériences in vivo sur des hamsters et ex vivo sur leurs entérocytes 

primaires isolés (263, 264). Ainsi, il a été émis l'hypothèse que l'efflux plus important d'AG libres 

trouvé chez les individus avec un diabète de type II ou une résistance à l'insuline est la cause de 

leur plus grande sécrétion de CM par rapport aux individus sains (50). Effectivement, les gens en 

surpoids ont un flux plus élevé d’AG libres dans leur circulation sanguine à cause d’une 

augmentation de la lipolyse des GTL provenant des tissus adipeux. Ceci engendre une résistance 

à l’insuline des tissus périphériques, en particulier les muscles, en inhibant l’entrée du glucose par 

l’insuline, ainsi que la synthèse de glycogène (265).  

Il a été démontré que l'insuline diminue la sécrétion de VLDL et de CM chez les individus sains 

(266, 267). Une étude a montré que l'hyperinsulinémie diminue la libération d'AG libres dans la 

circulation sanguine et que lorsque cette diminution des AG est empêchée par une injection 

intraveineuse d’AG, la sécrétion de CM revient un peu plus à la normale (267). Cependant, comme 

la sécrétion ne revient pas tout à fait à la normale, on pense qu'il existe également un mécanisme 

indépendant des AG. Cela pourrait être dû au fait que l'insuline peut diminuer la traduction de 

l'ApoB par le biais de la signalisation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et le mechanistic 

target of rapamicin (mTOR), comme cela a été observé chez les HepG2. En effet, l'ARNm de l'ApoB 

possède un élément cis-actif dans une région 5' non traduite qui est nécessaire à la traduction, et 

il a été démontré que l'insuline empêche cet élément cis-actif de se lier au facteur protéique 

trans-actif de 110 kDa pour permettre sa traduction. Lors d’une insulinorésistance, l’insuline 

aurait moins d’effets, entraînant une augmentation de la traduction de l’ApoB, expliquant en 

partie l’augmentation de la sécrétion postprandiale de CM (268).  

2.6.3 Les peptides gastro-intestinaux 

Les cellules entéroendocrines de l'intestin permettent la sécrétion de plus de 100 types de 

peptides actifs qui peuvent réguler la prise alimentaire et l'équilibre énergétique grâce à leur large 

éventail de fonctions (269). La plupart des peptides sont sécrétés par ces cellules pendant la prise 

alimentaire ou à l'état de jeûne vers le cerveau et/ou les tissus périphériques. Quelques études 

ont regardé le rôle de certains de ces peptides sur la sécrétion lipidique postprandiale (270). 
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Il existe deux peptides gastro-intestinaux participant à la sécrétion lipidique postprandiale. Ces 

deux peptides sont appelés glucagon-like peptide (GLP) 1 et 2. Ils sont sécrétés par les cellules 

entéroendocrines L présentes dans l'intestin grêle après l'ingestion de nutriments, et dégradés 

très rapidement dans le sang par la dipeptidyl peptidase IV (DPP4) (272). Dans un premier temps, 

le GLP-1 a de nombreux effets métaboliques, notamment sur la sécrétion d'insuline et l'appétit. 

Au niveau des lipides postprandiaux, l'utilisation d'un inhibiteur de DPP4 chez le hamster diminue 

la quantité de TG postprandiaux alors qu'un analogue du GLP-1 réduit cette sécrétion dans des 

cellules entérocytaires primaires. Cet effet a été également retrouvé chez les souris présentant 

une délétion totale pour le récepteur du GLP-1 (273). Chez les patients, il est difficile de savoir si 

l'utilisation chronique de médicaments ciblant le GLP-1 et son récepteur peut avoir des effets 

directs sur la sécrétion de CM puisque l'utilisation de ces médicaments améliore la résistance à 

l'insuline et le diabète de type II, deux conditions qui influencent la sécrétion de CM (50). 

Néanmoins, l'injection d'une dose d'un agoniste du récepteur du GLP-1 a réduit la production de 

lipoprotéines riches en ApoB-48 de 38% alors que l'injection d'un inhibiteur de la DPP4 a réduit 

cette sécrétion de 50%. Pour s'assurer que ces résultats ne sont pas influencés par d'autres effets 

du GLP-1, l'auteur s'est assuré de l'absence à la fois de fluctuations de la sécrétion d'insuline par 

un clampage pancréatique et d'effet sur la vidange gastrique par une alimentation 

nasoduodénale (274).  

Le GLP-2 n'a pas les effets bénéfiques du GLP-1 sur la résistance à l'insuline, mais a tout de même 

un impact sur l'absorption des nutriments et la vidange gastrique (275). Chez les hamsters, la 

prise d'un analogue du GLP-2 augmente l'absorption des lipides par le CD36 et élève également 

la sécrétion des CM (276). Chez l'homme, il a également été observé que l'administration de GLP-

2 par voie intraveineuse augmente la sécrétion postprandiale de TG (277). De plus, pour s'assurer 

qu'aucun facteur n'affecte les résultats du GLP-2, on a procédé de la même façon que pour le 

GLP-1 (clamp et tube nasoduodénal). Il a également été noté que le GLP-2 augmente les taux 

sanguins d'Apo-48 (278). Les résultats ont pu démontrer que le GLP-2 fait sécréter les lipides déjà 

accumulés dans l'intestin ainsi que l'ApoB-48 présynthétisée par des mécanismes encore mal 

compris (278). Chez l'homme, il a été observé très récemment que l'administration sous-cutanée 

de GLP-2 augmente la concentration de TG après un bolus de graisse. Cependant, contrairement 
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à ce que l'on pensait, cette injection n’a pas réduit le nombre et la taille des GTL duodénaux. Ils 

ont proposé que le GLP-2 mobiliserait les CM qui se trouveraient dans la lamina propria et le 

réseau lymphatique, mais les protéines qui joueraient un rôle dans ce mécanisme restent à être 

identifiées (279). Compte tenu de la dichotomie entre le GLP1 et le GLP-2, d'autres études 

seraient nécessaires pour déterminer les actions et la concentration idéale de chaque peptide. 

2.6.4 Le sexe  

Ces dernières années, il est de plus en plus recommandé de scruter à la fois les mâles et les 

femelles dans les différentes expériences, car leur métabolisme est différent et ils ne réagissent 

pas nécessairement de la même manière. C'est également le cas pour l'homéostasie des lipides, 

tant chez l'homme que chez la souris (280). En effet, chez la souris, la délétion totale de DENND5B 

mentionnée précédemment entraîne un changement beaucoup plus important de la 

concentration plasmatique de CHOL chez les souris femelles par rapport aux mâles (217). Cette 

diminution de CHOL serait potentiellement expliquée par une diminution de la sécrétion de CM 

dans la circulation sanguine, mais d’autres études restent à être faites pour déterminer son rôle 

dans le métabolisme du CHOL. De plus, les rats femelles ont une activité de la LPL beaucoup plus 

élevée que les mâles, ce qui augmente la vitesse à laquelle les CM sont métabolisés dans la 

circulation sanguine. Il a été observé que ceci est dû à la testostérone qui diminue l'activité de 

cette enzyme (281). 

Chez l'humain, il est bien connu que les femmes développent des maladies coronariennes 10 à 20 

ans plus tard que les hommes (282, 283). En effet, jusqu'à la ménopause, les femmes auront des 

niveaux plus faibles de LDL-CHOL et des LDL de plus grande taille que les hommes (284, 285). Au 

niveau de la sécrétion lipidique postprandiale, quelques articles confirment les résultats trouvés 

chez le rat. Il a été observé que les TG alimentaires passent plus lentement dans la circulation 

sanguine et sont éliminés plus lentement chez les hommes que chez les femmes (286, 287), que 

l'intensité du pic postprandial était plus élevée chez les hommes et qu'ils avaient un plus grand 

taux de TG plasmatique suite au gavage (288-290). Malheureusement, nos connaissances à ce 

niveau sont assez limitées chez l'humain et d'autres recherches seraient nécessaires pour mieux 

comprendre ce qui génère les différences. 
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2.6.5 Le microbiote intestinal 

Le microbiote intestinal est un ensemble de bactéries et d'autres micro-organismes présents dans 

l'intestin. Il a été proposé qu'il existe environ 500 à 1000 espèces différentes de bactéries (291). 

La diversité et l'abondance microbiennes sont beaucoup plus faibles dans l'intestin grêle (103-107 

cellules bactériennes par gramme de tissu) que dans le gros intestin (1012 cellules bactériennes 

par gramme de tissu), mais il a tout de même été démontré que les bactéries peuvent modifier 

le métabolisme des lipides de l'hôte, bien que les mécanismes ne soient pas encore bien compris 

(292, 293). On a découvert assez récemment que les souris exemptes de germes étaient 

résistantes à l'obésité, mangeaient moins de calories, sécrétaient plus de lipides dans leurs fèces 

et utilisaient davantage leurs lipides intestinaux via l’oxydation des AG (294, 295). De plus, les rats 

prenant des antibiotiques avaient une diminution de la sécrétion de CM, soutenue par une 

diminution plasmatique de l'ApoB, de l'ApoA-1 et de l'ApoA-4 après un gavage de lipides (296). 

Aussi, ces rats avaient des mastocytes moins actifs, qui, lorsqu'ils sont actifs, augmentent le flux 

lymphatique et la perméabilité intestinale, deux facteurs qui peuvent affecter la sécrétion de CM 

(296-298). Enfin, les souris sans germes recevant le microbiote provenant d'animaux soumis à un 

régime riche en graisses absorbent davantage d'AG par l'intestin que les souris recevant le 

microbiote provenant de souris soumises à un régime pauvre en graisses (295).  

À l'heure actuelle, le mécanisme connu du microbiote qui pourrait affecter la sécrétion de CM 

serait la formation de SCFA. En effet, les glucides non digérés par l'intestin sont fermentés par 

des enzymes du microbiote qui décomposent les glucides pour produire des SCFA (299). On 

trouve notamment de l'acétate, du propionate et du butyrate, qui forment 95% de ces SCFA (300). 

Ces AG sont absorbés par l'intestin, entrent dans la circulation par la veine porte et se dirigent 

vers différents tissus. Comme revu par Yu et al (2019), ces SCFA peuvent réguler de nombreux 

mécanismes tels que l'apport énergétique, le métabolisme du glucose, le métabolisme des 

lipides, l'adipogenèse, les réponses immunitaires ainsi que l'obésité (301). En particulier, il est 

démontré que les SCFA peuvent réguler la sécrétion de peptides gastro-intestinaux tels que le 

GLP-1, dont il a été bien démontré précédemment qu'il affecte la sécrétion de CM. Les SCFA se 

lient aux récepteurs couplés aux protéines G tels que GPR41, GPR43 et le récepteur 2 des AG 

libres, puis les activent, ce qui augmente la libération de GLP-1 dans la circulation (302-305). 
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Comme indiqué précédemment, les PC jouent un rôle important dans la synthèse du CM. Ces PC 

peuvent également être dégradés par la flore microbienne pour donner de la choline ainsi que de 

la bétaïne. Ces deux métabolites peuvent ensuite être métabolisés par les bactéries en 

triméthylamine qui sera convertie en triméthylamine N-oxyde par une monooxygénase (306). Un 

lien étroit a été établi entre une augmentation de la consommation de PC, qui augmente la 

formation de TMAO, et une augmentation du développement de maladies cardiovasculaires chez 

les patients souffrant de maladies rénales. Par conséquent, si les PC sont trop métabolisés en 

TMAO, cela affectera probablement aussi la sécrétion de CMs puisqu'il aura accès à moins de PC 

pour sa formation (307). 

L'importance du microbiote ne doit donc pas être sous-estimée et des recherches 

supplémentaires doivent être menées pour mieux comprendre les mécanismes déployés par la 

flore intestinale et susceptibles d’altérer le métabolisme lipidique intestinal. 

 

Figure 13. –  Facteurs externes pouvant réguler la formation et la sécrétion des chylomicrons 
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Plusieurs facteurs peuvent faire augmenter ou diminuer la sécrétion de CM dans la circulation sanguine. 

On y retrouve des facteurs nutritionnels, des facteurs circulants, des peptides gastro-intestinaux, le genre 

de l’individu ainsi que la composition en bactéries du microbiote intestinal. Cette illustration a été créé 

avec BioRender.com. 

2.7 Comparaison de la formation et la sécrétion des lipoprotéines riches 

en triglycérides par le foie et l’intestin 

Le foie et l'intestin sont deux organes majeurs qui régulent le métabolisme des lipides de 

l'organisme grâce à leur capacité à élaborer les lipoprotéines. Après avoir reçu les lipides des CM, 

le foie les accumule, les utilise comme source d'énergie, les excrète sous forme de bile (CHOL 

uniquement) ou les libère directement dans la circulation sanguine en formant les VLDL. Les 

protéines qui ont été largement énumérées ci-dessus et qui jouent un rôle dans le transport, 

l'estérification et l'accumulation des lipides dans l’intestin sont aussi présentes dans le foie et ont 

des rôles extrêmement similaires. De même, les mécanismes de transfert, de formation et de 

sécrétion des lipoprotéines dans ces deux organes sont considérés comme semblables. 

Néanmoins, de plus en plus de recherches mettent en évidence les différences entre ces deux 

organes et nous réalisons de plus en plus qu'il existe des divergences importantes. Certaines de 

ces différences sont décrites dans les paragraphes suivants. 

Tout d'abord, les entérocytes produisent des CM qui sont dirigés vers le réseau lymphatique, 

tandis que les hépatocytes du foie produisent des VLDL qui sont relarguées directement dans la 

circulation sanguine (308). Les CM seront généralement formés et sécrétés après l'ingestion d'un 

repas gras, alors que les VLDL peuvent être formés dans plusieurs conditions physiologiques. Les 

lipides utilisés pour synthétiser les CM proviendront donc de l'alimentation tandis que ceux des 

VLDL proviendront des résidus de CM, des AG libres du tissu adipeux et des lipides formés par 

synthèse de novo (309). 

Comme pour le CM, la synthèse des VLDL nécessite une molécule d'ApoB. Cependant, comme 

indiqué précédemment, chez l'homme la molécule d'ApoB dans l'intestin est l'ApoB-48 alors que 

celle du foie est l'ApoB-100 (308). L'une des principales différences entre ces deux lipoprotéines 

est la stabilité intracellulaire de cette Apo. La dégradation de l'ApoB-48 dans l'intestin est un 
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mécanisme beaucoup moins important que dans le foie. Les entérocytes sont capables de 

sécréter de petites lipoprotéines avec ApoB-48 même en présence de très peu de lipides, et 

peuvent sécréter de grands CM en présence d'énormes quantités de lipides (310). On a constaté 

dans les entérocytes Caco-2 que l'ApoB-48 s'accumule dans le milieu apical jusqu'à ce que le SR-

B1 détecte des micelles lipidiques, ce qui les fait passer dans la voie sécrétoire (311). Dans le foie, 

ce n'est pas le cas et les mécanismes de dégradation régulent fortement l'ApoB-100. Lorsque 

l'hépatocyte est en présence de peu de lipides, l'ApoB-100 sera ubiquitinée puis dégradée (312, 

313). Lorsque l’abondance des lipides est marquée, le stress du RE se développe, entraînant la 

dégradation de l'ApoB-100 par le protéasome ou l'autophagie (149, 314). En présence de stress 

du RE, des protéines de la voie de signalisation de l’UPR (unfolded protein response) vont 

augmenter la dégradation de protéines tels que l’ApoB-100 (315). 

La régulation de la taille des lipoprotéines est également différente dans le foie et dans l'intestin. 

Dans l'intestin, c'est l'ApoA-4 qui contribue à faire grossir le CM alors que l'ApoC3 entraîne le 

recrutement des TG à l'ApoB-100 dans le foie (181, 316). La sortie de la vésicule du RE et son 

transport vers le Golgi sont également différents. Dans l'intestin, cela se fait par le PCTV, mais le 

processus est différent pour les VLDL puisqu'il se fait plutôt par une vésicule de transport des 

VLDL (VTV) (317). Les protéines qui composent cette VTV semblent être différentes de celles du 

PCTV et sont un peu moins bien connues. Pour l'instant, il est proposé que les protéines qui 

permettent la formation du COPII sont bien présentes comme la Sar1, même si étrangement le 

foie semble être capable de sécréter des VLDLs chez les patients avec une mutation du Sar1b 

(318). Les autres protéines seraient CideB, qui interagit avec la Sar1 GTPase et Sec24, et Sec22b, 

qui jouerait un rôle de v-SNARE (319, 320).  

Enfin, une fois dans la circulation, le devenir des CM et des VLDL est similaire. Ces lipoprotéines 

vont acquérir les mêmes protéines et seront hydrolysées par la LPL. Cependant, alors que le CM 

forme un résidu de CM une fois hydrolysé, les VLDL vont plutôt former des IDL et des LDL (308). 
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2.8 Les lipoprotéines plasmatiques et leur importance dans la 

régulation des risques cardiovasculaires 

Les lipoprotéines ont un rôle primordial dans le développement des risques cardiovasculaires, en 

particulier l’athérosclérose. L'athérosclérose est causée par une accumulation de CHOL et de 

macrophages dans l'intima, la couche inférieure des artères (321). En particulier, une 

concentration élevée de LDL dans le sang et une faible concentration de HDL sont fortement 

associées à un risque accru de développer une maladie coronarienne (322).  

2.8.1 Le chylomicron et les maladies cardiovasculaires 

Lors de l'analyse de la quantité de TG sanguin chez les patients, il est toujours important de savoir 

si un individu a consommé un repas gras. Dans ce cas, les TG dans la circulation proviennent 

principalement des CM, un état appelé postprandial. En revanche, 90 % des TG présentes dans le 

sang lorsqu'un individu est à jeun (pendant plus de 12 heures) proviennent des VLDL du foie (323). 

Au niveau clinique, pour faire des analyses de l'association entre VLDL ou CM et maladies 

cardiovasculaires, on mentionnera s'il s'agit d'une hypertriglycéridémie postprandiale ou d'une 

hypertriglycéridémie à jeun. Comme on s'intéresse ici au CM, on se réfère à l'hypertriglycéridémie 

postprandiale. 

Une augmentation de la production de CM et une diminution de son élimination du sang 

conduisent au développement d'une hypertriglycéridémie postprandiale, qui est un facteur de 

risque important d'athérosclérose (324, 325). Par exemple, une étude portant sur 26 330 femmes 

a révélé que ces dernières présentant des taux de CM très élevés entre deux et quatre heures 

après l'ingestion de graisses, par rapport aux autres membres de la cohorte, développaient quatre 

fois plus de risques de maladies cardiovasculaires (326). Une autre étude norvégienne avec un 

suivi de 27 ans sur environ 40 000 hommes et femmes âgés de 20 à 50 ans a également trouvé 

une association significative dans les deux sexes, mais principalement chez les femmes, entre les 

niveaux de TG postprandiaux et le risque de développer une maladie cardiovasculaire (327). De 

plus, une étude de Copenhague avec un suivi de 31 ans à partir de 1971 sur 7591 femmes et 6391 

hommes a pu observer une augmentation des incidences de maladies cardiaques en association 
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avec les taux de TG postprandiaux. De plus, les taux élevés de TG postprandiaux étaient un 

meilleur prédicteur de maladies coronariennes chez les femmes que les taux sanguins de CHOL, 

alors que chez les hommes, les taux de CHOL provenant des LDL étaient toujours un meilleur 

prédicteur (328). Enfin, une étude japonaise portant sur 4988 participants diabétiques sous 

statines a trouvé une forte association entre les taux de TG postprandiaux et à jeun, et les 

maladies cardiovasculaires. Cependant, les taux de TG postprandiaux étaient un meilleur 

prédicteur (329). 

Comment le CM pourrait-il augmenter les chances de développer les maladies cardiovasculaires 

? Il a initialement été proposé que des vésicules de plus de 75 nm étaient trop grandes pour 

pénétrer les vaisseaux sanguins et affecter leurs fonctions (330)(331, 332). Plusieurs études ont 

proposé que les résidus de CM, avec une composition plus riche en ester de CHOL et de plus petite 

taille que les CM normaux, en soient la cause (39). Ces résidus de CM, obtenus après hydrolyse 

par la LPL, peuvent augmenter la formation de cellules spumeuses constituées par les 

macrophages, une étape cruciale dans le développement de l'athérosclérose (333). Ces résidus 

peuvent également augmenter l'inflammation et le stress oxydatif (OxS) des cellules 

endothéliales, altérant les  fonctions de l’endothélium et favorisant ainsi l'apoptose et la 

sénescence cellulaire (334, 335). De plus, les lapins hyperlipidémiques dont le sang est riche en 

résidus de CM ont plus de CHOL dans leur intima, la couche interne des artères, en raison d'une 

accumulation de lipoprotéines composées d'ApoB-48 (336). 

Il est proposé que ce n'est pas directement l'augmentation des TG dans la circulation qui causerait 

une plus grande chance de développer une maladie cardiaque, mais plutôt le fait que ces TG 

seraient des marqueurs d'une augmentation des résidus de CM. Une élévation des TG indiquerait 

donc un accroissement des résidus de CM et de ce fait, une plus grande chance que ces derniers 

s’agglomèrent dans l'intima et affectent ainsi les fonctions endothéliales (330). 

Enfin, il ne faut pas oublier le rôle de la lymphe dans le transport des CM. En effet, les 

changements dans le flux lymphatique sont importants pour déterminer le transport des AG vers 

les tissus périhépatiques (337). En outre, il est proposé que les plaques d'athérosclérose 

nécessitent un flux continu de lipoprotéines contenant de l'ApoB pour progresser (338). Par 
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conséquent, si l'ApoB dans l'artère devait être réduite en augmentant plus rapidement la 

clairance des lipoprotéines avec ApoB riche en CHOL à travers les vaisseaux lymphatiques, cela 

pourrait potentiellement réduire la présence de plaques d'athérosclérose (339). Cependant, ceci 

n'est qu'hypothétique pour la CM et reste à être prouvé. 

2.8.2 La lipoprotéine de très basse densité et de densité intermédiaire, avec les 

maladies cardiovasculaires 

De nombreuses analyses épidémiologiques et génétiques soulignent les relations entre 

l'hypertriglycéridémie à jeun et un risque accru de développer une maladie cardiovasculaire 

(340). Au niveau épidémiologique, il existe, entre autres, une méta-analyse qui a observé que les 

niveaux de risque de développer des maladies cardiovasculaires augmentent de 1,32 pour les 

hommes et de 1,76 pour les femmes par 1 mmol/L de TG dans le sang (341). Cette association a 

été faite indépendamment des niveaux de CHOL des HDL. Une autre méta-analyse qui a analysé 

les données de 26 études dans la population asiatique et pacifique a également constaté une 

augmentation de ce taux de risque de 1,8 (342). Ce type de résultats a été retrouvé dans de 

nombreuses autres méta-analyses (343, 344). Au niveau génétique, plusieurs mutations qui 

augmentent le taux de TG dans le sang augmentent également les chances de développer une 

maladie cardiovasculaire. C’est le cas des aberrations génétiques des gènes de la LPL, de l'ApoC3, 

du LDLr et de l'angiopoïétine-like 3 (52, 345-347). 

Comme pour le CM, les VLDL et les IDL, avec leur teneur en TG, peuvent augmenter le risque 

cardiovasculaire par la formation de résidus après lipolyse par le LPL, qui ne sont pas des LDL. 

Puisque les TG sont en corrélation directe et très significative avec la quantité de restes de VLDL, 

on considère que la concentration de TG serait davantage un biomarqueur de la quantité de 

résidus (348, 349). Cependant, les VLDL plus petites ainsi que les IDL peuvent aussi traverser la 

barrière artérielle, favorisant l'accumulation de CHOL et donc le développement de plaques 

d'athérome (350). De plus, ces résidus de VLDL peuvent grandement affecter les fonctions 

endothéliales. Par exemple, ils peuvent augmenter les réponses inflammatoires (351), accroitre 

la formation de thrombus (352), intensifier la sécrétion de facteurs tissulaires (353), etc. Sur le 

plan clinique, ces résidus de VLDL ont récemment fait l'objet d'une grande attention et ils sont 
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désormais considérés comme un facteur individuel important dans la prédiction des maladies 

cardiovasculaires (354-356). 

2.8.3 La lipoprotéine de basse densité et les maladies cardiovasculaires 

Il est bien documenté qu'une augmentation de la concentration plasmatique de LDL augmente le 

risque de développer une maladie cardiovasculaire (357-359). En particulier, les LDL petites et 

denses qui ont une concentration plus élevée de CHOL sont très dommageables. En outre, les 

mutations dans les gènes du LDLr qui augmentent la quantité de CHOL dans le sang sont 

également très bien associées à un risque accru de développer les maladies cardiovasculaires 

(360, 361). 

Comment les LDL causent-elles les dommages artériels ? En fait, c'est principalement par la 

formation de plaques d'athérome. En général, l'apparition de l'athérosclérose est associée à un 

dysfonctionnement endothélial. Ce dysfonctionnement peut être généré par un changement 

dans la morphologie vasculaire, mais aussi par d'autres altérations dans les jonctions 

intracellulaires et le transport des lipoprotéines (362, 363) (364). Ce dysfonctionnement sera 

aggravé par l'accumulation de LDL dans l'intima vasculaire suite à l'endocytose. Cette 

accumulation entraîne l'oxydation de ces LDL, modifiant ainsi les lipides et l'ApoB-100 des LDL 

pour produire des aldéhydes et des cétones. L'accumulation de LDL oxydées active les cellules 

endothéliales entraînant la sécrétion de cytokines qui vont recruter dans l'intima des monocytes 

et des lymphocytes T. Une fois dans l'intima, les monocytes et les lymphocytes T vont se déplacer 

vers l'intérieur de l'intima. Une fois dans l'intima, les monocytes vont se différencier en 

macrophages qui vont internaliser les LDL oxydées grâce à plusieurs transporteurs tels que SR-B1 

et CD36. La capture de ces LDL transforme les macrophages en cellules spumeuses. Cette 

accumulation de cellules spumeuses favorise le recrutement de cellules musculaires lisses et la 

sécrétion d'une matrice riche en collagène. Ce processus se poursuit et conduit à l'athérome, qui 

est l'accumulation de tous ces composants. L'accumulation provoque une plaque d'athérome qui 

peut s’étendre au canal sanguin, diminuant ainsi le débit sanguin et augmentant les risques 

d'infarctus (321). Des caillots de cette plaque d’athérome peuvent aussi se détacher pour aller 

bloquer des vaisseaux plus petits, ce qui augmenterait les chances de faire un infarctus (365).  
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2.8.4 La lipoprotéine de haute densité et les maladies cardiovasculaires 

Les HDL jouent un rôle très important dans la diminution du développement de maladies 

cardiovasculaires grâce à de nombreux rôles tels que des rôles d’antioxydants, anti-

inflammatoires, antithrombotiques et anti-apoptotiques (39). Cependant, c’est son rôle dans le 

RCT qui est le plus prédominant et est particulièrement important dans la réduction du risque 

cardiovasculaire (366). Succintement, le HDL extrait le CHOL des cellules spumeuses des plaques 

d'athérome grâce aux transporteurs ABCA1, SR-B1 et ABCG1. Cette extraction de CHOL permet 

de réduire la taille de la plaque ainsi que de diminuer son inflammation (367). Après l'absorption 

tissulaire du CHOL, le HDL, une fois rempli de CHOL, passe par le système lymphatique avant de 

retourner dans la circulation sanguine pour le RCT (368-370). Il a été proposé que les HDL puissent 

passer dans la lymphe par transcytose générée par des récepteurs ou par diffusion passive à 

travers des pores intracellulaires (371, 372). C'est en 2013 que l'on a commencé à mieux 

comprendre l'importance de la lymphe dans le retour du CHOL vers le compartiment sanguin ainsi 

que son rôle dans le RCT. En effet, il a été montré que l'arrêt du système lymphatique d’une queue 

de souris diminue le RCT sans affecter l'efflux des macrophages et le profil lipoprotéique (373, 

374). Ces résultats ont été confirmés chez des souris présentant une déficience du récepteur du 

facteur de croissance de l'endothélium vasculaire C et dans un modèle chirurgical de 

transplantation d'aorte (374). La lymphe est donc un aussi grand joueur clé dans le système de 

RCT que les HDL.  

Compte tenu de ce rôle, de nombreuses études cliniques ont établi des associations entre des 

taux élevés de HDL et une diminution du risque cardiovasculaire, devenant ainsi un facteur 

indépendant dans le développement de ces maladies (375). Des études ont également montré 

que chaque augmentation de 1 mg/dL de HDL-CHOL dans la circulation diminue les risques de 

développer les maladies cardiovasculaires de 2 à 3 % (376). Par ailleurs, la mutation des gènes 

codant pour des protéines importantes dans la formation des HDL, principalement ABCA1 et 

ApoA-1, augmente aussi considérablement les risques de développement prématuré de maladies 

cardiovasculaires (377).  
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2.8.5 La lipoprotéine (a) et les maladies cardiovasculaires 

Bien que les mécanismes restent à être mieux compris, la Lp(a) est désormais considérée comme 

un facteur génétique important associé au développement des maladies cardiovasculaires (378). 

Entre autre, elle a été associée aux maladies coronariennes (379), à la valvulopathie aortique 

calcifiante (380), aux accidents vasculaires cérébraux ischémiques (381), à l’insuffisance 

cardiaque (382), à une fibrillation auriculaire (383) et aux maladies artérielles périphériques (384). 

En effet, une très large méta-analyse de 36 cohortes pour un total de 126 634 participants a 

rapporté des associations significatives entre les concentrations de LP(a) (supérieures à 30-50 

mg/dL) dans le sang et le risque d'avoir un accident vasculaire cérébral ou de développer une 

maladie coronarienne. (378). Une autre étude a également établi des liens entre des taux de Lp(a) 

supérieurs à 20 mg/dL et les risques d'événements coronariens (385). La concentration d'apo(a) 

dans la circulation peut varier jusqu'à 1000 fois entre les individus d'une même population et il 

est proposé que le gène de la LP(a) soit responsable de 91% de la variation de la concentration 

sanguin de la Lp(a) (386, 387). 

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les effets néfastes de la Lp(a). En particulier, étant donné 

sa structure similaire à celle des LDL, elle pourrait jouer un rôle similaire à celui des LDL lorsqu'elle 

est retenue dans la paroi artérielle. En outre, elle a une plus grande tendance à l'oxydation que 

les LDL, ce qui faciliterait le recrutement des macrophages (388). Cependant, c'est plutôt la 

présence de PL oxydés liés à l’ApoB-100 qui serait la cause principale du développement de 

l'athérosclérose et de la maladie calcifiante de la valve aortique. En effet, ces PL oxydés 

augmentent l'adhésion endothéliale des molécules, l'expression des cytokines, l'activation des 

macrophages et facilitent la migration des monocytes dans les cultures cellulaires. (389-391). Au 

niveau de la calcification, les PL oxydés liés à l'ApoB-100 se colocalisent sur les sites de 

calcification vasculaire et augmentent l'activité et la progression de la calcification (392-394). Les 

PLs oxydés ont des rôles importants dans le développement de l’inflammation et la calcification.  

2.9 Catabolisme et biosynthèse des lipides du petit intestin 

Dans les sections précédentes, nous nous sommes concentrés sur le transfert des lipides dans 

l'organisme, mais très peu sur leur synthèse et leur dégradation cellulaire. Dans l'intestin, il existe 
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3 processus principaux. Il y a la lipogenèse qui est la formation d'AG de novo par la cellule, la β-

oxydation qui est la combustion des AG par les mitochondries pour générer l'ATP, et la synthèse 

de novo de CHOL. La régulation adéquate de ces processus dans l'intestin est très importante, car 

elle peut affecter l'entrée des lipides dans l'entérocyte et leur sécrétion dans les vaisseaux 

lymphatiques. Ces processus sont synthétisés dans la Figure 14 avec les flèches jaunes 

représentants la lipogenèse, les flèches vertes la β-oxydation et les flèches mauves la formation 

de CHOL de novo. 

2.9.1 La lipogenèse de novo 

Le processus de la lipogenèse permet la formation d'AG, principalement du palmitate, à partir 

d'un excès de glucides, favorisant ainsi la formation d’AG pour subvenir aux besoins de la cellule. 

Il s'agit d'un processus qui se produit principalement dans le foie ainsi que dans le tissu adipeux, 

mais qui s’effectue également dans d'autres organes périphériques tels que l'intestin (395). Le 

glucose présent dans la cellule subit une glycolyse formant le pyruvate qui est converti en acétyl-

CoA. Ce dernier est utilisé principalement par le cycle de Krebs, produisant du citrate, qui sortira 

de la mitochondrie. Le citrate sera alors transformé en acétyl-CoA grâce à l'ATP-citrate lyase. 

L'acétyl-CoA obtenu est carboxylé en malonyl-CoA grâce à l'acétyl-CoA carboxylase (ACC). Enfin, 

l'enzyme fatty acid syntase (FAS) convertit le malonyl-CoA en AG, principalement en palmitate, 

mais éventuellement en d'autres AG saturés tels que l’acide stéarate. Dans cette réaction, la FAS 

est très importante et est considérée comme l'enzyme clé qui limite la réaction (396). Par la suite, 

les AG saturés peuvent devenir des AG monoinsaturés tels que l'acide oléique et le palmitoléate, 

grâce à la stéaroyl CoA désaturase (SCD) (397). La SCD, en particulier la SCD1 qui est la plus 

exprimée dans les tissus métaboliques tels que le foie, introduit une double chaîne entre les 

carbones 9 et 10 de l'AG saturé. La réaction de cette enzyme nécessite plusieurs éléments tels 

que la NA(D)PH, l'enzyme cytochrome b5 réductase et évidemment le cytochrome b5 dans lequel 

les électrons se rendent à la SCD pour la formation subséquente de H2O (397). 

La lipogenèse hépatique est considérée comme étant beaucoup plus efficace que dans les autres 

tissus (398). Lorsqu'un individu consomme des glucides en excès, la lipogenèse hépatique est 

activée et favorise la sécrétion et la formation de VLDL en raison de l'augmentation des TG dans 
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la cellule (399). Les TG sanguins provenant de la lipogenèse peuvent contribuer de manière 

significative à la quantité totale de TG circulants (399). La lipogenèse est régulée par deux facteurs 

de transcription importants : la carbohydrate responsive element binding protein (chREBP) et la 

sterol regulatory element binding protein (SREBP) -1. La chREBP, lorsqu'elle est activée, se lie aux 

carbohydrate sterol elements tandis que la SREBP-1 se lie aux sterol regulatory elements, tous 

deux se trouvant dans le promoteur de plusieurs gènes qui codent pour les enzymes impliquées 

dans la lipogenèse (400, 401). Ces facteurs de transcription sont modulés par plusieurs éléments 

tels que la présence de glucose ou d'insuline (396). Un autre facteur important qui régule la 

balance énergétique est l’AMP activated protein kinase (AMPK), une enzyme qui inhibe la 

phosphorylation de l'ACC, diminuant ainsi la quantité de malonyl-CoA formé (402).  

Qu'en est-il de la lipogenèse intestinale ? En fait, plusieurs études ont souligné l'importance de 

ce processus dans la formation et la sécrétion des CM. De nombreuses observations ont été faites 

dans la section précédente qui traitait des facteurs externes qui modulent la sécrétion des CM. 

Effectivement, de multiples associations ont été faites entre une consommation élevée de 

glucides et une augmentation de la sécrétion postprandiale de TG (403, 404). Ces associations ont 

été confirmées par l'utilisation de fructose radioactif puisque ces personnes consommant ce 

fructose ont une quantité accrue de palmitate radioactif dans leur CM (405). De plus, les cellules 

entérocytes Caco-2 ont également montré un potentiel lipogénique intéressant lorsqu'elles ont 

été placées en présence de fructose et/ou de glucose radioactif pendant 96 heures (406). Enfin, 

l'augmentation de la sécrétion d'ApoB-48 et de TG induite par le fructose chez le hamster était 

associée à un niveau élevé de lipogenèse (407). 

2.9.2 La β-oxydation des acides gras  

La β-oxydation des AG est un mécanisme qui a lieu dans les mitochondries et qui est 

particulièrement important pour la formation d'énergie à partir d’AG. Une grande partie de 

l'énergie nécessaire au fonctionnement du cœur et des muscles squelettiques provient de la β-

oxydation et lors d'un jeûne prolongé, ce processus semble être essentiel à la survie des cellules. 

Pour l'intestin, les AG de l'alimentation vont surtout être dirigés vers la formation de CM, mais 

peuvent aussi être utilisés pour la β-oxydation. Il a été proposé que l’acheminement des AG est 

dicté par les protéines de transport I-FABP et L-FABP. En effet, en utilisant des souris avec une 
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délétion totale de I ou L-FABP, il a été observé que L-FABP dirige plutôt les AG vers la β-oxydation 

alors que I-FABP les achemine vers la formation de TG au niveau du RE (123). 

Le processus d'oxydation des AG est complexe et nécessite plusieurs étapes et l'implication de 

plusieurs protéines. Dans une première étape, les AG sont transformés en acyl-CoA ester sur la 

partie externe de la mitochondrie grâce à l'acyl-CoA synthétase. Cette dernière a différentes 

spécificités dépendamment de la longueur de la chaîne carbonée de l'AG (LCFA, MCFA ou SCFA). 

Sous une alimentation normale, les LCFA entrent dans le cycle des carnitines. Comme l'acyl-CoA 

ne peut pas entrer dans la mitochondrie, il se transforme en acylcarnitine à longue chaîne grâce 

à l'enzyme carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1). Il existe plusieurs isoformes de cette enzyme, 

mais celle présente dans l'intestin est la CPT1a (408). Cette enzyme est extrêmement importante 

car elle est le régulateur clé de la β-oxydation intramitochondriale. En particulier, son activité est 

modifiée en fonction de la quantité de malonyl-CoA dans la cellule. Après un repas, le malonyl-

CoA est produit suite à l'apport de glucose, ce qui inhibe l'activité de CPT1a. En revanche, lors 

d'un jeûne, il y a peu de malonyl-CoA, ce qui augmente l'activité de CPT1a, élevant ainsi l'apport 

d'AG aux mitochondries pour la β-oxydation. Il y a donc ici un lien très important entre la 

lipogenèse et la β-oxydation, puisque la présence de malonyl-CoA favorise la lipogenèse et inhibe 

la β-oxydation (409). L'AMPK joue alors un rôle critique dans cet équilibre étant donné son rôle 

dans l'inhibition de l'activité de l’ACC (402).  

Les acylcarnitines à longue chaîne peuvent maintenant passer la membrane mitochondriale 

interne par la carnitine-acylcarnitine translocase pour atteindre la matrice mitochondriale. À 

l'intérieur de la matrice mitochondriale, près de la membrane interne, la CPT2 transforme la 

carnitine en ester d'acyl-CoA. Revenu à sa forme initiale, l'acyl-CoA peut entrer dans le cycle de 

β-oxydation pour s’intégrer dans la chaîne de transport d'électrons qui vont finalement culminer 

en la production des molécules d'ATP suite à la phosphorylation oxydative (409). 

L’AMPK est fortement régulé par le niveau d’ATP dans la cellule et lorsque le niveau d’ATP est 

élevé et le niveau d’ADP est bas, AMPK est inhibé. Effectivement, l’ATP se lie à la sous-unité γ 

d’AMPK, ce qui apporte à la fermeture du trimère (puisqu’AMPK est composé des 3 sous-unités 

α, β et γ) et ainsi à inhiber son activité (410).  
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Dans la β-oxydation, chaque étape impliquant des enzymes amène au clivage de deux carbones 

de la LCFA, produisant des électrons pour la chaîne respiratoire ainsi que de l'acétyl-CoA qui sera 

dirigée vers la synthèse de cétones. Il y a 4 enzymes impliquées et spécifiques pour les AG de 4 à 

24 carbones. Le métabolisme des AG de plus de 24 carbones commence plutôt dans les 

peroxysomes avant d'aller dans les mitochondries. L'enzyme limitante dans le processus de β-

oxydation est un membre de la famille des acyl-CoA déshydrogénases (ACAD). Pour le clivage des 

LCFA, on y retrouve l’'ACAD à très longue chaîne (ACADVL) et l'ACAD à longue chaîne (ACADL). 

Toutes deux sont liées à la membrane interne de la mitochondrie et ont les mêmes substrats, 

c'est-à-dire les AG entre 12 et 24 carbones. Les trois autres réactions de coupure par β-oxydation 

sont réalisées par la protéine trifonctionnelle qui contient les 3 autres enzymes, l'énoyl-CoA 

hydratase, la 3-hydroxy-CoA déshydrogénase à longue chaîne et la 3-cétoacyl-CoA thiolase à 

longue chaîne (409). 

Au niveau intestinal, la β-oxydation est fortement augmentée lorsqu'une souris est soumise de 

façon constante à un régime riche en graisses. L'augmentation de l'expression génique de 

plusieurs gènes importants dans ce processus, comme la CPT1a, peut contribuer à diminuer la 

quantité de lipides circulant dans le sang (411-413). Effectivement, l’augmentation du gène CPT1a 

peut être provoquée par l'activation du facteur de transcription peroxisome proliferator-activated 

receptor alpha (PPARα). Cette dernière augmente la transcription de plusieurs gènes qui codent 

pour des protéines participant dans la β-oxydation (414, 415). Aussi, cette élévation de 

l'oxydation des AG contribue également à diminuer la quantité de GTL dans l'intestin (416). Enfin, 

le coactivateur peroxisome proliferator-activated receptor-gamma-1alpha (PGC1α) interagit avec 

PPARα pour augmenter la transcription des gènes de la β-oxydation (417). 

2.9.3 Formation de novo du cholestérol  

Le CHOL dans l'organisme provient de l'alimentation (≈30% du CHOL total) ou soit de sa synthèse 

de novo dans le cytosol à partir de l'acétyl-CoA présent dans la cellule (≈70% du CHOL total). Les 

deux sites où cette synthèse a lieu sont le foie et l'intestin, le foie en étant de loin l'organe majeur 

(418). Quant à l'acétyl-CoA, il peut provenir de la β-oxydation, ce qui a été expliqué 

précédemment, mais aussi de la cétogenèse et d’une réaction impliquant la pyruvate 

déshydrogénase (419). La cétogenèse est en fait la production de corps cétoniques résultant de 



 

 

87 

la dégradation des AG, tels que l'acétone, l'acétoacétate et le β-hydroxybutyrate. Ces corps 

cétoniques peuvent constituer une source d'énergie alternative en cas de jeûne. Lorsque la cellule 

contient peu d'hydrates de carbone et beaucoup d'AG, les enzymes convertissent les corps 

cétoniques en acétyl-CoA pour la production d'énergie (420). 

Le processus de formation du CHOL est divisé en deux parties : la première est hautement régulée 

alors que la seconde ne l'est pas. Dans la première, deux molécules d'acétyl-CoA vont se 

condenser pour former de l'acétoacétyl-CoA, puis se recondenser à nouveau pour former du 3-

hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA). Cette réaction s'effectue à l'aide de l'acétyl-

CoA acétyltransférase et de l'HMG-CoA synthase. Ensuite, il y a l'étape primordiale qui correspond 

à la synthèse de l'HMG-CoA en mévalonate par l'HMG-CoA réductase (HMG-CoAr) (419). L'HMG-

CoAr est l'enzyme clé du processus, car elle est fortement régulée par rétroaction inverse, en plus 

d'avoir un contrôle sur le taux de formation de novo de CHOL. En effet, l'accumulation de CHOL 

dans le RE favorise l'ubiquitination et la dégradation de HMG-CoAr (421). De plus, de faibles 

niveaux de CHOL dans la cellule vont activer la synthèse du facteur de transcription SREBP-2 qui 

conduit à l'activation de la transcription du gène codant pour HMG-CoAr (422). De surcroît, 

l'AMPK peut également phosphoryler et donc inactiver le HMG-CoAr, réduisant ainsi la synthèse 

de CHOL (423). 

Après la formation du mévalonate, il existe plusieurs réactions biochimiques qui ne sont pas 

régulées et qui se produisent simplement en présence du mévalonate. Sans entrer dans les 

détails, le mévalonate favorise la synthèse des unités isoprénoïques qui génèrent le squalène. Ce 

dernier subit une réaction de cyclisation pour former du lanostérol qui produit finalement le CHOL 

libre (419). 

De toute évidence, étant donné que la majeure partie du CHOL présent dans l'organisme est 

synthétisée de novo et qu'il est principalement éliminé par le foie, la régulation de ce processus 

est extrêmement importante pour une bonne homéostasie lipidique. Par conséquent, les 

personnes qui présentent une concentration très élevée de CHOL dans le sang en raison d'une 

maladie génétique (par exemple, une mutation du LDLr) ou d'une mauvaise alimentation sont 

soumises à des médicaments qui ciblent la synthèse de novo du CHOL. En particulier, on leur 
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prescrit très souvent des statines qui sont des inhibiteurs de l'HMG-CoAr. L'utilisation de cet 

inhibiteur diminue drastiquement la quantité de CHOL provenant des LDL dans la circulation, mais 

aussi la quantité de VLDL-CHOL, d'ApoB-100 et même de TG (424). Il a été démontré que 

l'utilisation des statines diminue la sécrétion des VLDL ainsi que leur élimination par le foie (425). 

Quant à l'intestin, bien qu'il ait beaucoup moins d'impact que le foie sur la synthèse du CHOL, il a 

été démontré que l'inhibition de l'HMG-CoAr peut réduire la sécrétion postprandiale de TG (426). 

Cependant, il y a une certaine dichotomie ici puisque l'inhibition de HMG-CoAr augmente 

également la réintroduction de CHOL provenant de la lumière de l'intestin (427). 

 

Figure 14. –  Catabolisme et biosynthèse des lipides dans les entérocytes de l’intestin 

Les processus qui composent le métabolisme lipidique sont tous interreliés. Le glucose qui rentre dans la 

cellule finit par former de l’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA peut être utilisé par le cycle TCA ou pour la formation 

de novo de cholestérol libre (flèches mauves). Le cycle TCA produit aussi du citrate qui sert suite à plusieurs 

processus à faire de l’AG, particulièrement de l’AG monoinsaturé (Flèches jaunes). Les AG dans la cellule, 

une fois devenu de l’acyl-CoA, peuvent servir à former de l’ATP suite au processus de β-oxydation (flèches 



 

 

89 

vertes). Finalement, l’AMPK peut venir inhiber l’activité d’ACC pendant que la malonyl-CoA formé lors de 

la lipogenèse inhibe l’activité de CPT1a (flèches rouges). Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 

2.10 Aspects cliniques des principales mutations causant des 

malabsorptions intestinales des lipides : causes, conséquences et 

traitements 

Suite à la découverte de mutations chez des patients et grâce à des modèles de souris présentant 

des délétions totales ou spécifiques, nous saisissons mieux le rôle de l'ApoB-48/100 et du MTTP, 

qui sont respectivement à l'origine de l'hypobétalipoprotéinémie (HBLF) et de 

l'abétalipoprotéinémie (ABL) familiales, deux maladies qui entraînent une malabsorption 

intestinale importante. Comme troisième maladie, la maladie de rétention du CM provoque 

également une malabsorption qui est associée à la mutation du gène SAR1B. Cependant, nous 

avons moins de connaissances du rôle de l'enzyme Sar1b GTPase par rapport aux deux 

précédentes protéines. La relation de cause à effet demeure de plus amples investigations. Dans 

cette section, ces trois grandes maladies seront décrites. Les trois maladies sont comparées dans 

le Tableau 1.  

2.10.1 L’hypobetalipoprotéinémie familiale 

L'HBLF est une maladie héréditaire monogénique causée par une mutation autosomique co-

dominante du gène ApoB sur le chromosome 2. Dans sa forme homozygote (deux allèles affectés 

du chromosome), cette maladie est extrêmement rare et a une incidence dans la population de 

1 pour 1 000 000 (428, 429). Les différentes études menées sur le sujet ont montré que les 

femmes et les hommes semblent être touchés de manière égale et que la maladie est très souvent 

diagnostiquée au cours des 24 premiers mois de l'enfance, bien qu'à quelques occasions, elle ait 

été diagnostiquée à l'âge adulte (428, 430). Il existe plus de soixante mutations à l'origine de cette 

maladie, dans lesquelles il y a une troncature du gène de l'ApoB à différents endroits, formant de 

l'ApoB-2 à de l'ApoB-89 (428). Ces protéines tronquées sont plus petites que l'ApoB normale et 

sont dépourvues de la partie terminale carboxyle, ce qui interfère avec la translation de l'ApoB 

de taille normale (431). 
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Les patients homozygotes pour cette maladie ne peuvent pas sécréter les CM à partir de l'intestin 

et les VLDL à partir du foie. En absence de sécrétion de ces lipoprotéines, les patients auront des 

concentrations plasmatiques très basses de TG, et des concentrations plasmatiques presque 

nulles de LDL-CHOL, d’ApoB-100 et d’ApoB-48 (432). En raison de l'incapacité à transporter les 

lipides dans la circulation, les enfants vont développer de nombreux symptômes tels que 

l'intolérance aux graisses, la stéatorrhée, la diarrhée, l'acanthocytose, les malabsorptions 

intestinales, l'accumulation importante de lipides dans les entérocytes sous forme de " gelée 

blanche ", l'incapacité à grandir et à se développer, et des carences importantes en vitamines 

liposolubles, notamment en vitamines A et E. La carence de ces deux vitamines est très néfaste 

pour l'enfant, surtout la vitamine E, qui provoque de graves problèmes cliniques tels que 

d'importants troubles neurologiques pouvant conduire à la mort suite à une dégénérescence du 

système nerveux central, une rétine pigmentaire atypique causée par une dégénérescence 

maculaire, une dégénérescence spinocérébelleuse avec ataxie et une diathèse hémorragique 

secondaire (41). En raison de l'incapacité à sécréter des VLDL, les patients ont le potentiel de 

développer une stéatose hépatique importante avec l'âge, ce qui peut conduire au 

développement d'une cirrhose et/ou d'un carcinome hépatique (432-434). 

Comme cette maladie est codominante, les patients peuvent également être hétérozygotes (un 

seul allèle du chromosome affecté). Ces patients hétérozygotes sont le plus souvent 

asymptomatiques et ne sont généralement diagnostiqués que par une analyse fortuite des lipides 

sanguins. Ils présentent des concentrations sanguines de LDL-CHOL beaucoup plus faibles et des 

concentrations d'ApoB-100 qui peuvent ne représenter que 24 % de la concentration normale 

(435). Bien qu'asymptomatiques, de nombreux patients développent une cirrhose et un 

carcinome hépatique, de sorte qu'une surveillance fréquente de l'état du foie est conseillée (436, 

437). 

Compte tenu de l'impact de cette maladie sur les jeunes patients, différents traitements et 

conseils doivent être livrés rapidement. Tout d'abord, il est recommandé que l'apport en graisses 

soit inférieur à 30% des calories et que l'apport en LCFA soit réduit ou arrêté. (438). La 

supplémentation en MCFA peut aider à corriger plus rapidement la malnutrition, mais elle n'est 

pas nécessaire et de nombreux patients sont revenus à la normale sans supplémentation (428). 
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En outre, étant donné la carence en AG essentiels, il est recommandé aux patients de prendre 

quotidiennement 1 à 2 cuillères à café d'huiles riches en AG polyinsaturés (438). Bien entendu, le 

plus important est de corriger les carences en vitamines liposolubles. Les vitamines A et E sont 

presque toutes deux transportées dans le sang par les CM, et il est donc important de prescrire 

des doses très élevées de ces deux vitamines chaque jour (100-300 UI/kg/jour de vitamine E et 

100-400 UI/kg/jour de vitamine A) (439-441). Bien que moins fréquents, des défauts du 

développement osseux causés par une carence en vitamine D et des anomalies de la coagulation 

causées par une carence en vitamine K ont été observés (442). Il est donc conseillé de prendre 

également des suppléments de vitamines D et K (800-1200 UI/jour pour la vitamine D et 5-

35mg/semaine pour la vitamine K) (438). Il est recommandé de donner ces suppléments 

simplement par voie orale, car une dose élevée de vitamines permettra à une petite partie d'entre 

elles d'être transférées dans la circulation sanguine de la même manière que les MCFA ou par 

incorporation dans les HDL (443). Les vitamines ou les AG essentiels administrés par voie 

intraveineuse ne sont pas du tout recommandés, car ce type de supplémentation peut augmenter 

les risques de développer des stéatose hépatiques (444, 445). 

Finalement, si les suppléments ne sont pas pris, il peut y avoir une dégradation neurologique très 

importante qui raccourcira considérablement la durée de vie du patient (446). Cependant, 

lorsque les patients changent leur mode de vie et prennent les traitements recommandés, ils ont 

une durée de vie qui semble normale, ont une fonction sexuelle normale, et de nombreuses 

personnes ont réussi à avoir des enfants (447-449). Cependant, même en respectant la prise des 

vitamines, certains patients développent une dégénérescence rétinienne et, dans certains cas, 

continuent à avoir une fonction neuronale diminuée (441, 450). 

2.10.2 L’abétalipoprotéinémie 

L'ABL est une maladie génétique héréditaire causée par une mutation autosomique récessive du 

gène qui code pour le MTTP sur le chromosome 4. Comme la HBLF homozygote, il s'agit d'une 

maladie extrêmement rare dont l'incidence est de 1:1 000 000, qui est généralement 

diagnostiquée à un stade précoce de la vie et qui touche autant les hommes que les femmes 

(451). À l'heure actuelle, il existe 74 mutations différentes du MTTP qui peuvent se trouver à 
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différents endroits du gène et qui peuvent être une mutation faux-sens, une mutation non-sens, 

une mutation avec petite insertion, une mutation avec grosse insertion ou une mutation de 

variation d'épissage (451-453). 

Comme pour la maladie précédente, les patients atteints d'ABL ne sécrètent pas du tout de VLDL 

et de CM dans le sang, ce qui entraîne le développement d'importantes carences en vitamines 

liposolubles et en AG essentiels. En fait, l'ABL et l’HBLF sont deux maladies très similaires et, par 

conséquent, les symptômes, les traitements et le suivi sont similaires. En fait, ce qui a été dit 

précédemment pour l’HBLF peut s'appliquer à l'ABL (2, 454). Cependant, il semble que la stéatose 

hépatique est plus fréquente dans l’HBLF que dans la ABL (428, 451). De plus, la principale 

différence entre les deux est le type de mutation. En effet, l'ABL est caractérisée par une mutation 

récessive, ce qui indique que les deux allèles doivent être affectés pour avoir un impact sur la 

sécrétion des lipoprotéines, alors qu'un seul allèle affecté suffit à diminuer fortement la sécrétion 

dans l’HBLF. Ainsi, les individus hétérozygotes pour ABL ont généralement des concentrations 

normales de lipides dans le sang (438). 

2.10.3 La maladie de rétention des chylomicrons 

La MRC ou maladie d'Anderson, comme les 2 autres maladies, est une maladie héréditaire 

congénitale extrêmement rare avec une centaine de cas recensés. Cette maladie est causée par 

une mutation autosomique récessive du gène SARA2 sur le chromosome 5, appelé aussi Sar1b, 

qui code pour la protéine Sar1b GTPase (2). Cette protéine, comme mentionné précédemment, 

est importante dans la formation des vésicules COPII. Il y a quelques années, on a identifié environ 

20 types de mutations qui pouvaient être de type faux sens ou non-sens (454). Cependant, ce 

nombre continue d'augmenter, car de nouvelles mutations sont fréquemment publiées (42, 455-

457). À l'heure actuelle, nous ne savons pas vraiment s'il existe des différences entre les hommes 

et les femmes, mais il semble y avoir autant de cas répertoriés pour les deux sexes. 

Cette maladie est beaucoup moins bien comprise que les deux précédentes. En effet, il a été 

observé à plusieurs reprises qu'il n'existe pas de relation génotype-phénotype entre la mutation 

et les phénotypes cliniques. Certains patients présentant des mutations considérées comme plus 

sévères puisqu’elles touches directement le site catalytique, ne sont pas nécessairement plus 
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atteints que d'autres présentant des mutations moins austères (458). On a rapporté qu'un patient 

présentant une mutation homozygote pour le gène SARA2 ne présentait aucun phénotype 

caractéristique de la maladie (459). En outre, bien que la majorité des parents hétérozygotes 

soient asymptomatiques, il existe quelques cas d'hétérozygotes qui présentent des 

concentrations plus faibles de lipides dans le sang (460). 

La mutation homozygote de ce gène empêche complètement la sécrétion de CM, mais elle ne 

semble pas empêcher complètement la sécrétion de VLDL. En effet, dans l'ABL et le HBLF, les 

concentrations de TG dans le sang à jeun sont très basses, alors que dans la MRC, les patients ont 

des concentrations de TG normales. De plus, les concentrations de LDL-CHOL et d'ApoB-100 sont 

à 50% des valeurs normales alors que ces concentrations sont nulles dans les ABL et HBLF (461). 

Ceci est corroboré par une étude humaine dans laquelle seule une diminution de la sécrétion 

hépatique de VLDL chez les individus atteints de MRC après injection de 13C-leucine a été 

observée (462). Néanmoins, la Sar1b GTPase a été montrée à plusieurs reprises chez la souris 

comme étant essentielle à la sécrétion de VLDL, ce qui est dichotomique avec ce qui est observé 

chez l'homme (318, 463). De plus, pour les lipides sanguins, il y a toujours une bonne diminution 

de la concentration sanguine en HDL-CHOL, ce qui la différencie des deux autres maladies qui ont 

des concentrations en HDL-CHOL un peu moins affectées (461). 

En raison de l'incapacité de ces patients à sécréter les CM comme les autres maladies, les jeunes 

enfants exhibent une diarrhée, une stéatorrhée, des vomissements, une grande accumulation de 

lipides dans les entérocytes, une incapacité à grandir et des carences importantes en vitamines 

liposolubles. Si les enfants ne sont pas traités rapidement, les carences en vitamines entraînent 

également l'apparition de problèmes neurologiques, rétiniens, cardiaques et musculaires. Ces 

complications sont toutefois moins graves que pour l'ABL et la HBLF. Comme mentionné, le foie 

semble être affecté différemment de l'intestin, et seuls quelques cas ont été détectés avec une 

stéatose hépatique. Aucun patient présentant une cirrhose ou un carcinome hépatique, ce qui 

est plutôt fréquent dans l'ABL et le HLF, n'a été observé jusqu'à présent (461). 

Les traitements administrés aux patients sont plus ou moins similaires à ceux de l'ABL et de l'HBLF. 

Une supplémentation orale en vitamines liposolubles sera recommandée : 50 UI/kg/jour de 
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vitamine E (α-tocophérol), 15 000 UI/jour de vitamine A, 800-1000 UI/kg/jour de vitamine D et 15 

mg/semaine de vitamine K. Il sera également recommandé d'avoir un régime pauvre en graisses 

avec des concentrations adéquates d'oméga 3 et 6. En outre, la prise de MCFA peut contribuer à 

réduire la diarrhée et la malnutrition, mais n'est pas nécessaire. Les personnes traitées 

tardivement ont très souvent des problèmes neurologiques qui ne peuvent être guéris par la prise 

de suppléments vitaminiques. À l'heure actuelle, il ne semble pas y avoir d'études rapportées 

ayant suivi des patients pendant de très longues périodes, on ne sait donc pas si des complications 

peuvent survenir même lorsque les directives sont correctement suivies et lorsque le patient a 

été pris en charge rapidement (461). 

Tableau 1. –  Similarités et différences entre l’hypobétalipoprotéinémie, l’abétalipoprotéinémie et 

la maladie de rétention des chylomicrons 

 Hypobétalipoprotéinémie 

familiale (homozygote) 

Hypobétalipoprotéinémie 

familiale (hétérozygote) 

Abétalipoprotéinémie Maladie de rétention 

des chylomicrons 

Type de 

transmission 

Autosomal dominant Autosomal dominant Autosomal 

récessif 

Autosomal 

récessif 

Types de 

mutations 

Tronquage de l’ApoB Tronquage de l’ApoB Mutation faux-

sens 

 

Mutation non-

sens 

 

Mutation avec 

petite insertion 

 

Mutation avec 

grosse insertion 

 

Mutation faux 

sens 

 

Mutation non-

sens 
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Mutation de 

variation 

d'épissage 

Nombre de 

mutations 

recensées 

Plus de 60 Plus de 60 Plus de 70 Plus de 20 

Chromosome 2 2 4 5 

Défauts sous-

jacents 

ApoB tronquée ApoB tronquée Aucun ApoB Aucun transport 

Gène touché ApoB ApoB MTTP Sar1b 

Incidence dans 

la société 

Très rare Fréquent Très rare Très rare 

Symptômes 

cliniques 

Diarrhées 

 

Vomissements 

 

Incapacité à se 

développer 

 

Acanthocytose 

 

Stéatose intestinale 

et hépatique 

Peu de symptômes 

cliniques 

Possibilité de 

stéatose hépatique 

avec l’âge 

Diarrhées 

 

Vomissements 

 

Incapacité à se 

développer 

 

Acanthocytose 

 

Stéatose 

intestinale et 

hépatique 

Diarrhées 

 

Vomissements 

 

Incapacité à se 

développer 

 

Acanthocytose 

 

Stéatose 

intestinale 

Concentrations 

des lipides 

sanguins 

CT =  

 

LDL = Aucun 

 

HDL =  

CT =  

 

LDL =  

 

HDL = Normal 

CT =  

 

LDL = Aucun 

 

HDL =  

CT =  

 

LDL =  
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TG =  

 

ApoB = Aucun 

 

ApoA1 =  

 

TG =  

 

ApoB =  

 

ApoA1 =  

 

TG =  

 

ApoB = Aucun 

 

ApoA1 =  

HDL =  

 

TG =Normal 

 

ApoB =  

 

ApoA1 =  

Conséquences 

de la 

déficience en 

vitamines 

Dégénérescence du 

système nerveux 

central 

 

Dégénérescence 

maculaire 

 

Dégénérescence 

spinocérébelleuse 

avec ataxi 

 

Diathèse 

hémorragique 

secondaire 

Pas de conséquences Dégénérescence 

du système 

nerveux central 

 

Dégénérescence 

maculaire 

 

Dégénérescence 

spinocérébelleuse 

avec ataxi 

 

Diathèse 

hémorragique 

secondaire 

Dégénérescence 

du système 

nerveux central 

 

Dégénérescence 

maculaire 

 

Dégénérescence 

spinocérébelleuse 

avec ataxi 

 

Diathèse 

hémorragique 

secondaire 

Traitements Diminution apport en 

LCFA 

 

Supplémentation en 

MCFA 

 

Aucun traitement 

nécessaire. 

 

Possibilité de donner 

des suppléments en 

vitamines E si 

nécessaire 

Diminution apport 

en LCFA 

 

Supplémentation 

en MCFA 

 

Diminution 

apport en LCFA 

 

Supplémentation 

en MCFA 
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Supplémentation en 

AG polyinsaturés =1-2 

cuillères à café 

 

Vitamines A= 100-400 

UI/kg/jour 

 

Vitamines E= 100-300 

UI/kg/jour 

 

Vitamines K = 5-

35mg/semaine 

 

Vitamines D =800-

1200 UI/jour 

 

Supplémentation 

en AG 

polyinsaturés =1-2 

cuillère à café 

 

Vitamines A= 100-

400 UI/kg/jour 

 

Vitamines E= 100-

300 UI/kg/jour 

 

Vitamines K = 5-

35mg/semaine 

 

Vitamines D =800-

1200 UI/jour 

 

Supplémentation 

en AG 

polyinsaturés 

 

Vitamines A= 15 

000 UI/jour 

 

Vitamines E= 50 

UI/kg/jour 

 

Vitamines K = 15 

mg/semaine 

 

Vitamines D 

=800-1000 

UI/kg/jour 

 

Abréviations : Apo = apolipoprotéine; CT = cholestérol total ; HDL = lipoprotéine de haute densité ; LCFA = AG à chaîne 

longue ; LDL = lipoprotéine de basse densité ; MCFA = AG à chaîne moyenne ; TG = triglycérides.  = diminution. 

Tableau inspiré de Perreti, N et al. (461). 

2.11 La phospholipase D (PLD) 

Pour conclure cette revue de la littérature, il est essentiel de parler d'une de mes protéines 

d'intérêt, la PLD, qui possède deux isoformes : la PLD1 et la PLD2. Ces enzymes n'ont pas été 

mentionnées précédemment car trop peu d'études ont démontré leur implication dans les sujets 

qui ont été abordés tels que la formation et la sécrétion des lipoprotéines, la composition des 

lipoprotéines et le métabolisme des lipides. Son implication a été proposée dans certaines 

maladies, notamment le développement des maladies cardiovasculaires. Cette section traitera de 
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cette enzyme étonnante, en se référant en partie à notre revue publiée dans Antioxidants and 

Redox Signaling (6). 

2.11.1 Informations générales sur la phospholipase D 

Avant d’aborder le rôle de la PLD dans la formation et secrétion des lipoprotéines, ainsi que dans 

les maladies cardiovasculaires, un aperçu sera donné sur ses propriétés physicochimiques et 

biologiques.  

2.10.1.1 Propriétés physicochimiques et biologiques de la phospholipase D 

La famille de PLD est composée principalement de deux isoformes : PLD1 et PLD2. La PLD est 

exprimée dans tous les tissus des plantes, des mammifères et des microorganismes tels que les 

virus et les bactéries. Ces deux isoformes catalysent la même réaction enzymatique ciblant la PC 

comme substrat (464). Grâce à son activité transphosphatidylase, la PLD hydrolyse la PC en PA et 

en choline (465). Le PA est un lipide de signalisation impliquée dans de nombreuses voies de 

signalisation. PLD1 et PLD2 n'ont que 56 % d'homologie dans leurs séquences d'acides aminés, 

mais elles possèdent toutes deux un domaine catalytique HKD avec PX, PH, et un domaine de 

liaison aux lipides (464). Tous ces domaines sont extrêmement importants puisqu’ils intéragissent 

avec des protéines différentes et on y retrouve des variations entre les deux isoformes. 

Néanmoins, l'interaction de ces domaines avec de nombreuses protéines et/ou récepteurs est 

essentielle pour leur activation, comme il est illustré à la Figure 15. Il est à noter le domaine de 

liaison aux lipides est essentiel à l'activation de leur activité par le phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate (466). L’élément qui génère une si grande différence d'homologie entre les 

isoformes est le fait que PLD2 ne possède pas une région en forme de boucle de 116 acides aminés 

qui permettrait la régulation négative de son activité (467). On ne sait pas comment cette boucle 

agit et son rôle est plutôt une spéculation puisqu'il a été observé que la suppression de cette 

boucle rend PLD1 beaucoup plus actif in vitro (468). Compte tenu de l'absence de cette zone, 

PLD2 a une activité intrinsèque très élevée, indiquant aussi qu'elle est plus active que la PLD1 

(469, 470). De nombreux types d'inhibiteurs ont été développés pour inhiber l'activité des deux 

isoformes en ciblant principalement le domaine catalytique HKD (6). 
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La première PLD a été isolée et clonée dans des cellules provenant de plantes, et rapidement suivi 

par le clonage de la PLD de la levure et des mammifères (471-473). Par la suite, le gène PLD a été 

découvert chez d'autres espèces comme les bactéries et les virus (474, 475). Ces découvertes ont 

conduit à mieux comprendre la super famille PLD, dont les membres sont des enzymes  

différentes et avec peu d'homologies, mais qui ont pourtant un motif commun le 

HxK(x)4D(x)6GSxN (où le x représente une séquence d'acides aminés) (476). La structure 

cristalline de la PLD1 humaine a été définie , mais pas celle de la PLD2 qui semble plus complexe 

à réaliser en raison de l'absence de la région en boucle (477). Une autre propriété à signaler est 

que la PLD1 est localisée sur le chromosome 3 et la PLD2 sur le chromosome 17 chez l'humain , 

alors que PLD1 se trouve sur le chromosome 3 et PLD2 sur le chromosome 11 chez la souris (478, 

479). 

La PLD joue un rôle très important dans le trafic vésiculaire ainsi que dans de nombreux autres 

processus cellulaires tels que la prolifération cellulaire (480), les métastases (481), le mouvement 

cellulaire (481), l'apoptose (482) et l'agrégation plaquettaire (483). Des défauts régulatoires de 

l'enzyme peuvent provoquer de nombreuses maladies, incluant le cancer, la maladie d'Alzheimer, 

les infections, la thrombose et de l'arthrite (6). En particulier, PLD est l'un des gènes les plus 

exprimés dans les cancers du cerveau (484), du sein (485), du colon (486), du poumon (487) et de 

la prostate (488). Cette association serait due à la production du PA qui interagit et active mTOR, 

une protéine essentielle à la prolifération cellulaire (489). 

2.10.1.2 Régulation de l’activité des deux isoformes de PLD 

La PLD1 et la PLD2 contribuent à la formation d'environ 1-4% des lipides présents dans la cellule 

et ont des localisations et des activités différentes (490). La PLD1 se trouve à l'état basal sur les 

lysosomes, les endosomes, le Golgi ou le RE (491, 492). De nombreuses protéines peuvent 

l'activer directement comme Rac, Rho, les agonistes des récepteurs tyrosine kinase et les 

récepteurs couplés aux protéines G (6). Ces différentes protéines activent la PLD1 par leur 

interaction directe avec des domaines de la PLD1, comme le montre la Figure 15. Une fois active, 

elle est dirigée vers la membrane plasmique ou les endosomes pour exercer son activité. Lorsque 

son activité est achevée, elle est recyclée et redirigée vers d’autres membranes intracellulaires 
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situées à différents compartiments tels que le Golgi ou le RE (470). De son côté, la PLD2 se localise 

sur la membrane plasmique au niveau basal et doit être phosphorylée sur son domaine PX par 

différentes protéines tels que les récepteurs couplés aux protéines G et les récepteurs à tyrosine 

kinase pour être active (491). Compte tenu de l'importance de ces deux enzymes dans la 

formation du PA, on pourrait penser que les souris présentant une délétion totale de ces deux 

isoformes ne seraient pas viables (493, 494). Bien au contraire, ces souris sont non seulement 

viables, mais sans anomalies sévères. Cette observation s'explique par le fait qu'il peut exister des 

mécanismes compensatoires. En effet, le PA peut être produit par d'autres enzymes comme la 

diacylglycérol kinase et la lyso-PA acyltransférase (495, 496). 

 

Figure 15. –  Rôles des domaines qui composent la structure de la phospholipase D1 et de la 

phospholipase D2 

La phospholipase D1 (PLD) 1 et la PLD2 possèdent plusieurs domaines ayant des rôles spécifiques qui 

peuvent changer en fonction de l'isoforme. PLD1 et PLD2 possèdent toutes deux des séquences 

catalytiques appelées HKD. Le domaine PX, le domaine PH et la LBS sont tous nécessaires à la translocation 

de PLD1 vers la membrane plasmique. De plus, PLD1, mais pas PLD2, possède un domaine en forme de 

boucle responsable de sa régulation négative. Pour PLD1 et PLD2, les domaines PX, PH et LBS sont tous 

capables de se lier à des PIP spécifiques. En outre, PLD2 interagit directement avec PLC, la dynamine, Rac2, 

Grb2 et RhoA au niveau de son domaine PX, et avec Rac2 et Raptor au niveau de son domaine PH. Quant 
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à PLD1, elle interagit avec la dynamine et VPS34 au niveau du domaine PX tandis que son domaine C-

terminal HKD interagit avec PEA-15. PLD2, mais pas PLD1, est phosphorylée au niveau de son domaine PX 

par plusieurs protéines telles que C-Src, EGF, PKC et JAK3 pour son activation. Enfin, l'interaction de PKC 

et Arf au niveau de séquences spécifiques peut activer PLD1 et PLD2, alors que Rho ne peut activer PLD1 

qu'au niveau de son extrémité C-terminale.  

Comme il est montré à la Figure 16, plus d’une quarantaine de protéines différentes se lient 

directement à la PLD1 et la PLD2, pendant que plus d’une cinquantaine se lient à le PA. Pour la 

PLD1 et la PLD2, la grande majorité des interactions protéine-protéine se font avec des kinases 

ou des GTPases qui inhibent ou simplement favorisent l'activité de ces deux enzymes, 

contrairement à PA, qui active ou inhibe surtout des kinases ou des GTPases par des interactions 

directes. Dans ces interactions, la PLD1 interagit principalement avec des protéines impliquées 

dans le transport des vésicules et la morphogenèse cellulaire, alors que les protéines interagissant 

avec la PLD2 se dédient plutôt à l'organisation du cytosquelette et à la migration cellulaire (497).  

Même si la majorité des interactions protéines-protéines vont cibler l’activité des PLD, il a aussi 

été mis en évidence que les deux isoformes peuvent interagir directement avec des protéines 

dans le but de les activer ou de démarrer un processus cellulaire. Par exemple, il a été découvert 

que le domaine PX de la PLD interagit directement avec la dynamine pour activer son activité 

GTPase, une enzyme importante impliquée dans l'endocytose, comme le bourgeonnement des 

vésicules du trans-Golgi (498, 499). De même, la perturbation du complexe PED/PEA-15-PLD1 

augmente la sensibilité à l'insuline dans le muscle squelettique (500). De plus,la PLD1 s'associe au 

transporteur de glucose de type 4 pour favoriser la translocation du transporteur par l'insuline 

(501). Enfin, la protéine PLD1, mais pas son activité enzymatique, régule le TNFα et la cicatrisation 

myocardique (502). Dans l'article de synthèse que nous avons rédigé, nous avons proposé 

plusieurs explications possibles du rôle de PLD1 dans la sécrétion accrue de cytokines 

inflammatoires (6). 
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Figure 16. –  Caractéristiques des partenaires de liaison des phospholipases D1 et D2, ainsi 

que de l’acide phosphatidique 

(A) Réseau d'interaction de PLD et PA. Cercle = PLD, PA et leurs partenaires de liaison ; Couleur du cercle 

= fonctions moléculaires (voir panneau C) ; Lignes = interaction ; couleur des lignes = types d'interaction 

(orange, interactions PLD1 ; vert, interactions PLD2 ; bleu, interactions PA ; noir, réactions catalytiques 

avec PLD ; gris, interactions entre PLD et PA) ; forme de la ligne, relation (triangle ; activation, barre ; 

inhibition ; diamant, translocation). (B) Diagramme de Venn montrant le chevauchement entre les 

partenaires de liaison de PLD1, PLD2 et PA. (C) Fonctions moléculaires des partenaires de liaison de PLD et 

PA. Cette illustration provient de Jang JH, et al (497), et a été autorisée par Elsevier à être utilisée dans 

cette thèse. 

2.10.1.3 Rôle de la phospholipase D dans le trafic vésiculaire 

Le trafic vésiculaire, incluant l'endocytose et l'exocytose des vésicules, est un mécanisme central 

dans la formation des lipoprotéines. Il est également essentiel au bon fonctionnement de la 

cellule en permettant le transport de matériaux entre les organites. De nombreuses études 

suggèrent que la PLD ou plutôt son produit, le PA, est très important dans ces processus. Dans un 

premier temps, le PA est une molécule chargée négativement et son accumulation sur la 
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membrane favorise la courbure de la bicouche lipidique, une étape importante pour la formation 

de vésicules (503). Par la suite, le PA influence le transport des vésicules entre le RE et le Golgi. 

Dans ce contexte, le PA a le potentiel d’initier le bourgeonnement des vésicules COPII suite à 

l'activation de la Sar1b GTPase. L'hypothèse est que la Sar1b GTPase est capable de stimuler 

l'activité PLD à la surface du RE, ce qui augmente la quantité de PA, favorisant ainsi la tubulation 

de la membrane, et permettant le recrutement des Secs (504). D'autres articles ont également 

observé une augmentation du stress du RE généré par l'accumulation de protéines dans cet 

organite suite à l'inhibition de PLD1, ce qui soutiendrait cette hypothèse (505). De même, le PA 

augmente les taux de fusion de COPII avec le trans-Golgi (11). Le même principe s’applique pour 

la formation de COPI à partir de cis-Golgi (12). De plus, l’utilisation d'inhibiteurs de la PLD réduit 

la sécrétion des vésicules de COPI (7). Aussi, l'élimination de la PLD chez la drosophile a entraîné 

une désorganisation du Golgi et un trafic vésiculaire défectueux causé par la réduction du 

processus de fission dans le trans-Golgi (13). En regard de ces résultats, la Figure 17 propose les 

sites où la PLD1 pourrait être nécessaire pour le transport du CM dans l’entérocyte.  
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Figure 17. –  Rôles de la phospholipase D1 dans la formation de vésicules du réticulum 

endoplasmique et du Golgi, ainsi que ces rôles possibles dans le transport des 

chylomicrons  

Plusieurs recherches suggèrent que PLD1 pourrait jouer un rôle dans le transport du CM dans l’entérocyte. 

Dans un premier temps, suite au recrutement de Sar1b GTPase au RE, il active PLD1 qui produit du PA à la 

surface du RE. Ce PA favorise le bourgeonnement du COPII dans le cytosol. Après que le pré-CM soit rentré 

dans le Golgi et soit devenu mature, PLD1 pourrait favoriser son bourgeonnement à l’extérieur du Golgi, 

au niveau du côté basolatéral, vu sa présence dans le Trans-Golgi. Il pourrait aussi aider le CM à passer la 

membrane plasmique pour aller dans les réseaux lymphatiques vu sa capacité à former des vésicules. 

Finalement, il n’est pas a oublié que PLD1 favorise aussi la formation du COPI provenant du Cis-Golgi, 

appuyant son rôle indispensable dans cette organelle. Cette illustration a été créé avec BioRender.com. 
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2.11.2 Rôles de la phospholipase D dans le développement des maladies 

cardiovasculaires 

Plusieurs conditions métaboliques favorisent le développement de maladies cardiovasculaires. 

En ce qui concerne notre enzyme d'intérêt, plusieurs études ont proposé qu'elle peut influencer 

l’évolution de la résistance à l'insuline, le diabète de type II, les dyslipidémies et l'hypertension, 

des conditions qui favorisent fortement les risques de maladies cardiovasculaires (6). L’influence 

de la PLD sur ces maladies est illustrée à la Figure 18.  

2.11.2.1 La résistance à l’insuline et le diabète de type II 

La résistance à l'insuline favorise le développement de maladies cardiovasculaires de plusieurs 

façons. Tout d'abord, la présence d'une hyperglycémie chronique favorise l'inflammation et le 

stress oxydatif, entraînant des dommages  cellulaires. De plus, l'insulinorésistance modifie le 

métabolisme des lipides en augmentant la sécrétion de VLDL et de CM, et en diminuant la 

formation de HDL. Aussi, l'insulinorésistance peut entraîner un dysfonctionnement endothélial. 

Enfin, la résistance à l’insuline peut affecter directement les cellules cardiaques en modifiant la 

transduction des signaux, la régulation du métabolisme des substrats et l'acheminement des 

substrats vers les cellules (506). 

De nombreuses études ont examiné le rôle de la PLD dans la résistance à l'insuline, et les 

conclusions de ces recherches sont dichotomiques. Premièrement, plusieurs études ont observé 

que la présence de la PLD est nécessaire pour empêcher le développement d’une résistance à 

l’insuline. Effectivement, la délétion totale de la PLD1 et de la PLD2 chez les souris a augmenté 

les concentrations plasmatiques d'AG libres qui sont fortement liés, comme il a été expliqué 

précédemment, à la résistance à l'insuline. On a constaté que ces mêmes souris présentaient une 

résistance à l'insuline et une altération de la sécrétion d'insuline lors des tests de tolérance au 

glucose et à l'insuline (507). Dans les cellules musculaires humaines, l'augmentation de 

l'expression de PLD1 a facilité le transport et l'entrée du glucose dans la cellule par le transporteur 

de glucose 4, tandis que la délétion a fait le contraire et a entraîné une résistance à l'insuline 

(508). De même, dans les hépatocytes, l'inhibition de l'activité de PLD1 diminue l'entrée du 

glucose (509). 
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Cependant, d'autres chercheurs ont plutôt constaté des effets néfastes de la PLD. On a découvert 

que la surexpression de la PED/PEA-15 augmente la résistance à l'insuline et interagit directement 

avec la PLD pour l'activer et augmenter la formation de PA (500, 510). Il est proposé que le PA 

soit converti en d'autres molécules telles que le DG qui active PKCα, qui à son tour inhibe PKCζ. 

En effet, l'activation de PKCζ par l'insuline favorise l'entrée du glucose dans les cellules 

musculaires. Par conséquent, son inhibition conduira à limiter la captation du glucose dans la 

cellule, provoquant une résistance à l'insuline (511). Ces effets négatifs de la PLD ont également 

été observés dans des cellules primaires d'hépatocytes où la PLD engendre une résistance à 

l'insuline (512). Il ne faut pas oublier que PA peut activer mTORC1 en se liant directement à son 

domaine de liaison à la rapamycin FKBP12, qui à son tour peut inhiber la signalisation de l'insuline 

(489, 513).  

Certaines études ont également observé des effets néfastes de l'expression accrue de la PLD dans 

les états diabétiques de type II. Par exemple, l'activation de la PLD par Arf6 dans les cellules 

mésangiales, dans des conditions de glucose très élevé, développent un phénotype associé à la 

néphropathie diabétique (514). Enfin, la PLD serait impliquée dans le développement de 

calcifications vasculaires sévères chez les patients atteints de diabète de type II. Dans cette 

situation, il a été démontré que les deux isoformes de la PLD sont activées dans les premiers 

stades de la minéralisation des ostéoblastes et des chondrocytes, et qu'elles augmentent 

également au cours de la calcification (515). 

2.11.2.2 Les dyslipidémies 

Il a été mentionné dans des sections précédentes les mécanismes par lesquels les lipoprotéines 

favorisent le développement de l'athérosclérose. Quant à la PLD, très peu d'études ont associé 

cette enzyme à la formation des lipoprotéines. Néanmoins, il a été démontré que l'activation de 

la PLD par ARF1 est essentielle pour la sécrétion des VLDL par les cellules hépatiques. En effet, 

l'inhibition de son activité par le butanol inhibe la formation de PA et diminue ainsi la sécrétion 

des VLDL (10). 
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2.11.2.3 L’hypertension 

L'hypertension artérielle est considérée comme un facteur prédictif du développement des 

maladies cardiovasculaires . En effet, une pression artérielle trop élevée endommage les artères, 

réduisant leur élasticité, ce qui abaisse le flux de sang vers le cœur (516). Plusieurs études 

suggèrent que la PLD, en particulier la PLD2, est importante dans la synthèse de l'aldostérone, 

une hormone qui contrôle la pression sanguine. La surexpression de PLD2 augmente 

l'internalisation du récepteur de l'angiotensine II de type 1. Une fois internalisé, ce récepteur 

régule plusieurs voies de signalisation, notamment la synthèse de l'aldostérone (517). De plus, 

lorsque la PLD2 est activée par l'angiotensine II, il y a une augmentation de l'accumulation de PA 

(518, 519) qui peut se convertir en DG alors stimulant la PKC, une protéine qui a déjà été montrée 

comme régulant la synthèse d'aldostérone dans les cellules glomérulaires rénales (520). Enfin, 

des associations significatives ont été faites entre les polymorphismes de la PLD2 et le 

développement de l'hypertension (521, 522). 
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Figure 18. –  Rôle de PLD1 et PLD2 dans le développement de maladies cardiaques 

Il existe plusieurs maladies qui favorisent le développement des maladies cardiaques et PLD1 peut réguler 

plusieurs d’entre elles. En premier lieu, l’activation de PLD1 par son interaction directe avec PED/PEA-15 

peut favoriser soit l’entrée du glucose par GLUT4, ce qui réduirait la résistance à l’insuline, ou augmenterait 

la formation de DG qui peut apporter à augmenter la résistance à l’insuline. De plus, diminuer l’expression 

de PLD1 et PLD2 augmente la quantité d’AG libres circulants, favorisant aussi la résistance à l’insuline. 

Quant aux dyslipidémies, elles seraient favorisées par PLD1 et PLD2 vu leur rôle dans la formation de VLDL. 

Finalement, pour l’hypertension, l’expression de PLD2 augmente l’hypertension suite à une surproduction 

d’aldostérone en favorisant l’internalisation de R-AT1 ou la formation de DG. Cette illustration a été créé 

avec BioRender.com.





Chapitre 3 – Problématique, hypothèses et objectifs 

3.1 Problématique  

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, l'intestin est un organe dont les fonctions 

sont diverses et complexes, et son plein fonctionnement est essentiel au maintien d'une bonne 

santé. Dans ce contexte, les entérocytes de l'intestin grêle peuvent, entre autres, former des CM 

qui sont nécessaires dans le transport des lipides alimentaires et des vitamines liposolubles vers 

la circulation sanguine. Compte tenu de l'importance pour la santé, la sécrétion de ces 

lipoprotéines riches en TG doit être minutieusement régulée, car une sécrétion trop importante 

peut entraîner une hypertriglycéridémie et des maladies cardiovasculaires, alors qu’une sécrétion 

trop faible génère une hypotriglycéridémie accompagnée de carences en vitamines liposolubles 

et en AG essentiels (523, 524). 

Notre laboratoire travaille depuis plusieurs années pour comprendre et établir les processus de 

formation et de sécrétion des CM. En particulier, nous avons pu mettre en évidence le rôle des 

protéines clés impliquées dans l'assemblage intracellulaire des CM en nous concentrant sur les 

patients atteints de syndromes de malabsorption lipidique (5). Bien que des progrès significatifs 

aient été réalisés dans l'élucidation des mécanismes sous-jacents, des efforts sont encore 

nécessaires pour clarifier plusieurs énigmes concernant certaines des protéines connues 

impliquées dans l’assemblage des CM, et également pour découvrir de nouvelles protéines 

critiques à la biogenèse et exocytose des CM. Avec de telles informations, il serait plus facile de 

comprendre et de développer des traitements appropriés aux patients souffrant de 

malabsorptions intestinales ou d’hypersécrétion de CM favorisant le développement du 

syndrome métabolique et des maladies cardiovasculaires. Dans ce programme de recherche, 

nous nous concentrons sur deux protéines distinctes : l'enzyme PLD1 et la Sar1b GTPase. 

3.1.1 L’enzyme Phospholipase D1 

Dans un premier temps, parmi plusieurs protéines qui pourraient potentiellement être 

nécessaires à la bonne régulation de la sécrétion de CM, nous nous sommes intéressés à la PLD1 

en raison de son rôle dominant dans le trafic intracellulaire et de sa présence dans des organites 
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tels que le RE et le Golgi (6). En fait, le produit PA est étroitement impliqué dans la régulation de 

grand nombre de ces processus. Parmi ces événements, il participe à l'endocytose et à 

l'exocytose, qui sont des événements majeurs dans la formation des lipoprotéines, suggérant que 

PA est nécessaire au transfert des CM matures provenant des vésicules de Golgi vers la membrane 

basolatérale et les réseaux lymphatiques (525, 526). Actuellement, de nombreuses molécules 

inhibant les différentes isoforomes de la PLD ont été développées pour éventuellement traiter 

des cancers solides, mais aucun projet clinique ne semble encore avoir été réalisé (527). Compte 

tenu de l’ensemble de ces raisons, il est crucial d’évaluer la modulation de l’assemblage et 

l’exocytose des CM par la PLD1.  

3.1.2 Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des chylomicrons  

D’autre part, parmi plusieurs troubles de l'absorption des lipides, notre laboratoire a identifié la 

maladie de rétention des CM et a découvert le gène défectueux SARA2 qui code la protéine Sar1b 

GTPase (5, 454, 528). Les patients présentant l'une des mutations de la Sar1b GTPase sont 

caractérisés par une accumulation massive de CM au niveau du RE dans l'intestin sans la capacité 

de sécréter les CM dans la circulation sanguine, ce qui entraîne une malabsorption intestinale 

accompagnée d'une carence en vitamines liposolubles et en AG essentiels (5). Malgré ces 

avancées significatives et par rapport à d'autres maladies comme la HBLF et la ABL, plusieurs 

aspects nébuleux subsistent concernant la Sar1b GTPase : absence d'association " cause-effet ", 

mécanismes d'action, implication dans les voies métaboliques intracellulaires, régulation 

métabolique du CHOL, et impact sur les autres classes de lipoprotéines compte tenu des troubles 

notables observés chez les patients atteints de MRC. En outre, il existe de nettes différences entre 

les conséquences des mutations de Sar1b GTPase au niveau du foie et de l'intestin. Pour pouvoir 

mieux traiter les patients atteints de MRC, il est indispensable de clarifier tous ces aspects.  

3.2 Hypothèses  

Les patients atteints de maladies génétiques reliées au transport des lipides et provoquant une 

hyper- ou une hypotriglycéridémie sont la principale preuve que notre compréhension des 

mécanismes régissant la sécrétion et la formation de CM n'est pas entièrement élucidée. Une 

analyse de l'ensemble du génome de patients sains après un repas riche en graisses a permis 
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d'identifier 126 gènes associés à la concentration plasmatique de TG ; toutefois, les 43 

polymorphismes observés dans 23 gènes ne peuvent expliquer que 88 % de la variabilité de la 

réponse à la sécrétion postprandiale de CM (50). Une autre étude de patients présentant des 

caractéristiques cliniques et biochimiques compatibles avec une hypobétalipoprotéinémie 

primaire n'a pu confirmer génétiquement que 23 de leurs 44 patients (529). Les mutations 

observées concernaient l'ApoB, le MTTP, le Sar1b et l'ANGPTL3. En vue de ces questionnements 

pathophysiologiques, compte tenu des connaissances limitées, et pour mieux répondre aux 

besoins des patients, nous émettons l'hypothèse générale que l’élucidation du rôle des protéines 

Sar1b et PLD1 conduira à une meilleure compréhension des processus régissant la formation et 

la sécrétion du CM, ce qui ultimement sera d’un grand support pour les patients.  

Pour cette thèse, il existe des hypothèses distinctes pour les deux projets : 

3.2.1 La phospholipase D1 est impliquée dans l’homéostasie lipidique du 

petit intestin. 

Les fonctions des deux isoformes de la PLD, PLD1 et PLD2, ont été peu étudiées dans l'intestin et 

encore moins leur rôle dans le transport et le métabolisme des lipides. Il a été observé chez des 

jeunes patients présentant une mutation du gène PLD1 un syndrome de malabsorption (inédit). 

Ceci suggère que PLD1 est nécessaire à la formation et à la sécrétion des CM. Ces observations 

seraient soutenues par le fait que PLD1 joue des rôles très importants dans la biogenèse et le 

trafic vésiculaire intracellulaire (505). Aussi, la PLD1 est également présente dans le Golgi et 

contrôle la sortie des vésicules de cette organelle (7, 11-13). Par ailleurs, deux études ont pu 

observer que la présence du 1-butanol comme inhibiteur de PLD, diminue la sécrétion de VLDL 

par les cellules hépatocytaires (10, 530). Cependant, cette dernière observation ne fait pas la 

différence entre PLD1 et PLD2, il est donc également probable que PLD2 puisse jouer un rôle dans 

la formation des lipoprotéines. En outre, il a été observé que la PLD2, et non la PLD1, est 

spécifiquement activée par l'oléate (531, 532). À ce jour, on ignore si la PLD peut réguler la 

synthèse de novo et la β-oxydation des AG, mais cela pourrait être le cas vu les rôles 

précédemment mentionnés des deux enzymes. Compte tenu de ces observations, ce projet s'est 

concentré sur PLD1 sans nécessairement oublier PLD2, et nous avons émis l'hypothèse que 
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l'inhibition de l’activité de PLD1 et/ou l'altération de l'expression du gène PLD1 modifie la 

formation et la sécrétion de CM, ainsi que l'homéostasie lipidique de l'entérocyte. 

3.2.2 L’altération du gène SARA2 dans un modèle de souris récapitule les 

caractéristiques retrouvées chez les patients atteints de la maladie de 

rétention des chylomicrons 

Une avancée majeure a été réalisée en identifiant le gène SARA2 chez les patients atteints de la 

MRC, initialement appelée maladie d'Anderson (5). Cependant, même si une association a été 

faite entre la maladie et le Sar1b, il ne s'agit pas d'une relation de cause à effet. À cette fin, on 

devrait obtenir une preuve directe que les aberrations moléculaires du gène SARA2 contribuent 

au développement des phénotypes ou caractéristiques cliniques des patients. Dans notre 

laboratoire, nous avons étudié de manière approfondie le gène SARA2 in vitro dans des cellules 

entérocytaires Caco-2/15 (195, 534, 535). Nous avons observé que la surexpression protéique de 

Sar1b augmente la sécrétion de CM (534), alors que son abolition la diminue (195). Cependant, 

pour empêcher complètement cette sécrétion comme chez les patients, il faut supprimer le gène 

qui code Sar1b et son isoforme Sar1a, dont le rôle était jusqu'à présent inconnu (195). Même si 

ces résultats ont constitué de grandes avancées pour confirmer la relation de cause à effet, il est 

encore nécessaire de répliquer ce phénomène dans un modèle de mammifère offrant la 

possibilité d’étudier les propriétés biochimiques et cliniques retrouvées chez les patients. En 

regard des résultats in vitro de notre laboratoire, nous émettons l'hypothèse que des souris 

présentant une délétion ou une mutation de Sar1b vont récapituler les phénotypes retrouvés 

chez les patients atteints de la MRC. De plus, vu l’importance de différents facteurs comme la 

nutrition et le genre sur la sécrétion des CM, nous nous attendons aussi à observer des différences 

entre les mâles et les femelles, ainsi qu’entre des souris sous des diètes pauvre et riche en lipides. 
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3.2.3 Une altération du gène SARA2 altère la composition des lipoprotéines 

ainsi que les mécanismes impliqués dans l’homéostasie lipidique du petit 

intestin 

La Sar1b GTPase est une protéine très importante dans la formation des vésicules du RE qui 

permettent le transport des lipides et des protéines vers le Golgi (536). Bien que nous sachions 

que les patients porteurs de mutations présentent une accumulation de lipides intestinaux ainsi 

que des modifications des vitamines et des lipides sanguins, nous ignorons les répercussions de 

sa mutation sur le foie et l'intestin, les deux organes majeurs pour la formation des lipoprotéines 

(528). Des études antérieures menées dans notre laboratoire ont montré que l'altération du gène 

Sar1b dans les cellules Caco-2/15 modifie l'expression protéique de marqueurs importants pour 

le transport et la formation de CHOL, ce qui est cohérent avec les taux très bas de LDL et de HDL-

CHOL chez les patients (461, 535). Sur la base de ces résultats, on peut émettre l'hypothèse 

qu'une altération du gène SARA2 diminue le transport vers la circulation et la production de novo 

de CHOL. De plus, puisque la mutation de Sar1b conduit à une grande accumulation de lipides 

dans l'intestin en raison de leur rétention dans le RE, nous proposons que l’accumulation lipidique 

conduise les cellules intestinales à développer (ii) une élévation de l'utilisation des AG par β-

oxydation tout en diminuant leur synthèse de novo; et (ii) des altérations de la composition en 

lipides et en apolipoprotéines des différentes lipoprotéines plasmatiques (VLDL, LDL, HDL). 

3.3 Objectifs 

Comme pour les sections précédentes, les objectifs sont séparés en 2 pour les deux types de 

projets. 

3.3.1 Objectifs 1 : La phospholipase D 

Pour répondre à l’hypothèse sur la PLD, nous proposons 3 objectifs de recherche :  

1.1 Examiner via une revue de littérature exhaustive les rôles possibles que PLD pourrait 

avoir dans le syndrome métabolique qui, à son tour, peut engendrer des maladies 

cardiovasculaires ;  
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1.2 Déterminer si l'inhibition de l'activité de PLD1, PLD2 ou PLD1+PLD2, ou la modification 

du gène PLD1 dans les cellules Caco-2/15 régulent le transport des lipides intestinaux et 

la production de CM ; 

1.3 Définir le rôle de PLD dans différentes voies intra-entérocytaires comme la β-oxydation 

et la lipogenèse de novo. 

3.3.2 Objectifs 2 : Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des 

chylomicrons 

Pour répondre aux 2 hypothèses de recherche sur le projet Sar1b, nous proposons les objectifs 

de recherche : 

2.1 Développer et caractériser des modèles animaux avec une délétion ou une mutation 

ponctuelle de SARA2, répliquant ainsi la MRC ; 

2.2 Démontrer la relation ‘’cause-effet’’ du gène SARA2 en mettant l’emphase sur 

l’absorption lipidique, la formation des CM et les phénotypes cliniques ; 

2.3 Comparer le métabolisme lipidique/lipoprotéique de l’intestin et du foie en réponse 

aux aberrations du gène Sar1b ; 

2.4 Définir les répercutions de défauts de la protéine Sar1b GTPase dans la synthèse de 

novo des AG et de leur combustion par β-oxydation dans le foie et l’intestin ; 

2.5 Détecter les répercussions des aberrations génétiques de Sar1b sur le métabolisme du 

CHOL et sur la composition des différentes classes de lipoprotéines (CM, VLDL, LDL, HDL); 

2.6 Comparer les effets de cette altération de Sar1b sur le sexe, l’alimentation et le 

génotype.



 Chapitre 4 – Méthodologie générale 

4.1 La phospholipase D1 

Pour répondre aux objectifs sur la phospholipase D, en particulier D1, nous avons effectué des 

expériences avec des cellules Caco-2/15 pour reproduire in vitro le processus de formation et de 

sécrétion des CM qui se retrouvent dans les cellules entérocytaires du petit intestin. L’approche 

expérimentale est présentée schématiquement à la Figure 19.  

4.1.1 Culture cellulaire  

Pour ces expériences, des cellules caco-2/15 ont été utilisées. Ces cellules proviennent d'une 

lignée dérivée d'un adénocarcinome du côlon humain et sont appropriées pour faire des études 

métaboliques. Ces cellules, une fois différenciées, ont des caractéristiques très similaires aux 

entérocytes de l'intestin grêle, avec la possibilité d'avoir une conformation 3D (482) qui permet 

d'étudier le transport de composés à travers les cellules, ainsi que d'étudier la sécrétion de 

lipoprotéines, comme cela a été fait à plusieurs reprises dans notre laboratoire (195, 537-539). 

Ainsi, pour toutes les expériences, nous avons cultivé et différencié ces cellules pendant 3 

semaines sur des transwells, ce qui favorise leur développement en 3D, tout en permettant le 

transfert des composés du milieu apical au milieu basolatéral. Pour cela, les puits ont deux 

compartiments bien séparés : un côté apical représentant la lumière de l'intestin contenant les 

lipides alimentaires et un côté basolatéral qui représente la circulation sanguine. 

Plusieurs conditions cellulaires différentes ont été utilisées dans ce projet. Tout d'abord, nous 

avons soumis les cellules à un inhibiteur de l'activité PLD1, VU0155069, à un inhibiteur de l'activité 

PLD2, CAY10594, ou aux deux inhibiteurs en même temps. Ce sont deux agents efficaces qui ont 

été utilisés dans de nombreuses études (540-544). Ensuite, nous avons réduit l'expression du 

gène PLD1 en utilisant la technologie Crispr-Cas9 dans les cellules Caco-2/15. Enfin, nous avons 

comparé ces deux conditions aux cellules Caco-2/15 sans modification du gène et sans inhibiteur. 

Pour certains aspects, nous avons confirmé la validité de nos résultats en utilisant deux contrôles 

positifs. Comme premier contrôle, nous avons utilisé le lomitapide mésylate, un inhibiteur du 
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MTTP, dont nous savons qu'il inhibe très bien la sécrétion de CM. Pour le second contrôle, nous 

avons mis les cellules hépatocytaires HepG2 en présence des différents inhibiteurs, puisqu'il a 

déjà été démontré que l'inhibition de PLD réduit la sécrétion de VLDL (10). 

4.1.2 Études de transestérification et de sécrétion des CM 

Dans les différentes conditions, nous avons mis les cellules en présence d'acide oléique radioactif 

(3H) pendant 24 heures du côté apical. Les inhibiteurs se retrouvent aussi du côté apical. Pour 

étudier la transestérification, nous avons extrait les lipides des cellules avec du 

chloroforme/méthanol (2:1) puis nous les avons séparés sur une chromatographie sur couche 

mince de silice avec un solvant (hexane, éther éthylique et acide acétique). Les différents groupes 

de lipides (TG, CHOL, PL et AG libres) ont été grattés sur la plaque, et la quantité de 3H a été 

comptée dans chacun de ces groupes pour avoir une idée du taux d'incorporation du 3H. 

Pour étudier la sécrétion des lipides et des lipoprotéines, nous avons procédé de la même façon 

que précédemment, mais cette fois-ci, les lipides du milieu retrouvés dans le compartiment 

basolatéral ont été extraits.  

Enfin, comme les cellules Caco-2/15 peuvent sécréter plusieurs types de lipoprotéines, nous 

avons isolé les CM du milieu basolatéral et extrait ces lipides pour déterminer la quantité de 

radioactivité présente dans les TG, les lipides qui composent en grande majorité les CM. 

4.1.3 Études du métabolisme lipidique 

Pour compléter l'étude, nous avons déterminé si nos différentes conditions pouvaient affecter 

l'expression protéique de différents marqueurs importants de la β-oxydation et de la lipogenèse 

intestinale. Pour ce faire, des Western blots ont été réalisés sur les homogénats cellulaires. 
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Figure 19. –  Schéma du processus expérimental avec les Caco-2/15 pour étudier la 

phospholipase D 

Crée avec Biorender.com 

4.2 Le Sar1b GTPase et la maladie de rétention des chylomicrons 

Pour répondre aux objectifs sur la MRC, des expériences in vivo ont été réalisées. 2 types de souris 

avec un fond C56BL/6N ont été développés en utilisant la technologie Crispr-Cas9. Pour le premier 

type de souris, une délétion de 545 paires de bases dans l'exon 2 de Sar1b sur le chromosome 11 

a été générée. Pour le second type, une substitution de G en A a été effectuée dans l'exon 2 de 

Sar1b sur le chromosome 11 pour obtenir un acide aminé asparagine en position 137. Ces deux 

types de souris ont été utilisés pour toutes les expériences in vivo. Pour les expériences utilisant 

des souris adultes, seuls les hétérozygotes ont été utilisés en raison de la létalité des souris 

homozygotes. Dans ce projet, 4 plans expérimentaux différents ont été réalisés distinctement. 
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4.2.1 Le développement embryonnaire des souris avec une altération de 

Sar1b 

Étant donné la létalité des souris homozygotes, nous avons voulu savoir si l'altération homozygote 

de Sar1b affecte le développement embryonnaire. Pour cela, nous avons apparié des souris mâles 

et femelles avec une délétion de Sar1b (Sar1bdel/+) ou une mutation de Sar1b (Sar1bmut/+). Après 

l'apparition d'un bouchon vaginal, les embryons ont été récoltés à 3 stades embryonnaires 

différents : 9,5 jours, 13,5 jours et 18,5 jours. Cette expérience est illustrée dans la Figure 20. 

Pour le stade 9.5, un seul génotypage a été effectué. Au stade 13.5, une observation 

macroscopique de l'embryon, un génotypage et une récolte des sacs vitellins ont été effectués. 

Le sac vitellin a été coloré avec du Oil Red O pour regarder les lipides. Enfin, pour le stade 18.5, 

une observation macroscopique et un génotypage ont été effectués. Cependant, à 18,5, le foie, 

l'intestin et le cerveau ont également été prélevés. Tous ces tissus ont été évalués par des 

pathologistes après coloration à l'hématoxyline-éosine pour déterminer s'ils présentaient des 

anomalies. 

  

Figure 20. –  Schéma du processus expérimental pour étudier le développement 

embryonnaire 
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4.2.2 Caractérisation des animaux avec une altération de Sar1b et 

détermination de la relation cause-effet 

Pour répondre à une partie des objectifs, nous avons d'abord voulu caractériser les souris 

développées et déterminer si elles présentent certains phénotypes des patients atteints de la 

MRC. Le schéma de cette expérience est présenté dans la Figure 21. 

En résumé, nos deux types de souris hétérozygotes ainsi que des souris témoins mâles et femelles 

(C56BL/6) âgées de 9 à 11 semaines ont simplement été soumises à un régime alimentaire de 

type chow. Leur prise de poids ainsi que leur prise alimentaire ont été enregistrées pendant une 

semaine. Après une période de jeûne de 6 heures, les souris ont été gavées d'huile d'olive avec 

de la trioléine radioactive 14C pour induire la formation et la sécrétion de CM. Afin d’empêcher le 

catabolisme du CM, le pluronic F-127, comme inhibiteur de la LPL, a également été injecté par 

voie intrapéritonéale 10 minutes après le gavage. Le sang a donc été prélevé par la queue à 

différents moments (temps 0, 60 et 90 minutes) et par ponction cardiaque lors du sacrifice (120 

minutes). Le plasma de tous les échantillons sanguins a été isolé par centrifugation en utilisation 

du EDTA comme anticoagulant. 

Avant le gavage des lipides, plusieurs analyses biochimiques dans le sang ont été effectuées à 

l'aide des trousses d’ELISA et de trousses enzymatiques commerciales (lipides, insuline et 

glucose). Après le gavage lipidique, les TG et la radioactivité ont été analysés à chaque point 

temporel dans le plasma. Quant au plasma issu de la ponction cardiaque, il a surtout été utilisé 

pour isoler les CM par ultracentrifugation. Les TG et la radioactivité ont également été déterminés 

dans cette fraction de CM. 

Quant aux tissus, ils ont été pesés et récoltés après le sacrifice pour les expériences suivantes. Les 

lipides du foie et de l'intestin ont été extraits par chloroforme/méthanol (2:1) et analysés avec 

des kits colorimétriques. Ces résultats ont également été confirmés par la coloration à 

l'hématoxyline-éosine de ces deux tissus avec évaluation pathologique. Des fèces ont aussi été 

collectées et leurs lipides ont également été extraits et analysés de la même manière qui précède.  
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Enfin, nous avons analysé dans le foie et l'intestin l'expression protéique et génique de marqueurs 

importants du métabolisme des AG, de la formation de CM et de la biosynthèse de HDL par 

Western blot et qPCR.  

 

Figure 21. –  Schéma du processus expérimental permettant de caractériser les souris 

présentant une altération du gène Sar1b 

4.2.3 Le métabolisme du cholestérol et la composition des lipoprotéines 

chez des souris avec une altération de Sar1b 

Pour compléter les derniers objectifs, nous avons fait une ultime expérience illustrée à la Figure 

22. 

Nos deux types de souris et nos souris témoins, mâles et femelles âgés de 5 à 7 semaines, ont été 

soumises à un régime riche en graisses pendant 8 semaines. À la fin de cette période, les souris 

ont été mises à jeun pendant 6 heures et sacrifiées par ponction cardiaque. Le sang a été 

centrifugé. 

Le plasma collecté a été utilisé pour des analyses biochimiques, principalement des lipides 

sanguins, à l'aide de kits enzymatiques. La composition en AG a également été réalisée dans le 
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plasma après transestérification et séparation par chromatographie en phase gazeuse. Le plasma 

restant a été utilisé pour la séparation des différentes lipoprotéines par ultracentrifugation à 

gradient séquentiel. La composition chimique de chaque fraction lipoprotéique (VLDL, LDL et HDL) 

à l'état de jeûne a été réalisée. Dans cette composition, les TG, le CHOL total, le CHOL libre, les PL 

et la concentration en protéines ont été analysés. Quant à la composition protéique, les fractions 

lipoprotéiques ont simplement migré sur un gel SDS-PAGE avec un gradient de 4 à 20% pour bien 

séparer leurs apolipoprotéines. Grâce à la technologie Stain free de Biorad, il a été possible 

d'observer directement ces protéines sans coloration. Avec ces gels, le pourcentage d'une 

apolipoprotéine spécifique a été calculé sur la base du contenu total en apolipoprotéines. 

Enfin, nous avons à nouveau analysé la quantité de lipides avec des kits colorimétriques dans le 

foie et l'intestin des souris, en plus d'avoir analysé l'expression protéique et génique de 

marqueurs importants du métabolisme du cholestérol et du stress du ER par Western blot et 

qPCR.

 

Figure 22. –  Schéma expérimentale permettant d’analyser la composition des lipoprotéines 

et le métabolisme du cholestérol chez les souris avec une altération de Sar1b 
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ABSTRACT 

Background: The enzyme phospholipase D (PLD), composed of 2 isoforms: PLD1 and 2, is 

responsible for the formation of phosphatidic acid from phosphatidylcholine, an activator of 

many signaling pathways such as vesicle exocytosis and endocytosis. PLD proteins can also 

activate several proteins by protein-protein interaction. It has already been observed in several 

studies that the inhibition of PLD activity in hepatic cells reduce lipoprotein secretion, but it is 

unknown if it’s the case for intestinal chylomicrons (CM), an important lipoprotein that transport 

lipids from the diet to the blood circulation. Objective/Methods: To determine whether PLD1 and 

2 activities and reduced PLD1 protein expression are involved in CM secretion and intestinal lipid 

metabolism. To this end, Caco-2/15 cells were transduced with CRISPR/Cas9 to reduce PLD1 (KD) 

expression or treated with specific inhibitors to inactivate its activity. Results:  The presence of 

PLD1 inhibitor and KD, but not PLD2 inhibitor alone, reduced cholesterol ester (CE) and increased 

phospholipids (PL) in Caco-2/15 cells. However, only PLD1 KD was able to lessen the output of CE, 

triglycerides (TG) and phospholipids (PL), whereas PLD1 and PLD1/2 inhibitors led to stimulated 

release of PL. Accordingly, a marked decline characterized CM secretion in response to PLD1 KD 

while no effect was recorded for the PLD1, PLD2 and PLD1/2 inhibitors. Microsomal triglyceride 

transfer protein served as a positive control and its inhibition by lomitapide inhibited TG output 

similarly to PLD1 KD. Liver HepG2 cells also served as a second positive control, and as reported 

elsewhere, PLD1 and PLD2 inhibition resulted in inhibition of very-low-density lipoprotein 

secretion indicating that our experimental conditions and findings are valid. In addition, 

investigation of lipid homeostasis showed that PLD1 KD interferes more than PLD1 and PLD2 

inhibitors since it raised de novo lipogenesis (evidenced by the protein expression of fatty acid 

synthase, acetyl-CoA carboxylase phosphorylation, and the AMP-activated protein kinase 

phosphorylation form), and abridged β-oxidation (supported by the expression of carnitine 

palmitoyltransferase, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α, and 

peroxisome proliferator-activated receptor α). Conclusions:  In conclusion, our results suggest 

that PLD activity play different roles in lipoprotein secretion in the liver and intestine. In addition, 

PLD1 appears to be able to directly regulate CM secretion and lipid metabolism, most likely 

through a protein-protein interaction However, further studies are needed to confirm this role 
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because the inhibitor of PLD1 activity may also inhibit inflammation, thereby masking its role in 

lipid metabolism. 

Keywords: Phospholipase D, chylomicrons, lipoproteins, enterocytes, dyslipidemias, lipid 

metabolism. 
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1. INTRODUCTION 

Chylomicrons (CM) are important lipoproteins secreted by the enterocytes, which allow the 

transport of lipids, the most alimentary energy-dense macronutrient, to the blood circulation. A 

well-balanced regulation of the mechanisms governing CM assembly and secretion is crucial for 

the preservation of lipid homeostasis (1). Indeed, an increase in postprandial lipoprotein 

secretion has been highly associated with the progression of cardiometabolic disorders (2). On 

the other hand, CM secretion failure causes severe malabsorption diseases culminating in deep 

deficiency of liposoluble vitamins and essential fatty acids (FA) (3). Therefore, understanding the 

molecular mechanisms behind the above-mentioned disorders could help design novel and 

effective therapeutic targets.  

The complex processes for intestinal fat digestion and absorption were widely described (1, 4, 5). 

Under normal conditions, lipid breakdown by pancreatic enzymes and emulsification by biliary 

acids occur in the intestinal lumen, whereas the transport and assembly of CM, requiring several 

steps, take place in the intracellular phase of the enterocytes. More precisely, digested lipids are 

taken up by absorptive enterocytes to undergo re-esterification and packaging into CM in the 

endoplasmic reticulum (ER). Essential proteins play an active role in CM assembly, as reflected by 

the re-esterified lipids in the ER, which are transported by the microsomal triglyceride transfer 

protein (MTTP) to apolipoprotein (Apo) B-48 for their assembly, while Sar1B GTPase is the limiting 

factor to transfer CM particles from the ER to the Golgi organelles via specialized cargo-containing 

vesicles in a coat protein complex II (COPII)-dependent pathway, to complete maturation.  

The last few years have been marked by a remarkable advance in the understanding of CM 

formation in ER and its trafficking to the Golgi. Nevertheless, major issues persist regarding 

additional intracellular sites and steps, as well as the identity of additional critical proteins 

participating in CM translocation from the enterocyte to blood circulation. So far, at least, how 

CMs shuttle from the Golgi to the basolateral membrane for exocytosis to reach the blood 

circulation is unclear. Furthermore, the identity of the regulatory components orchestrating this 

process remains unsolved. Phospholipase D (PLD) may be one protein candidate for sorting, 

trafficking and fusion of CM-containing Golgi vesicles with the cell membrane. Indeed, his 
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enzyme, mostly composed of two isoforms: PLD1 and PLD2, hydrolyze phosphatidylcholine to 

generate membrane-bound phosphatidic acid (PA) and choline (6). Both of these enzymes were 

also found to influence the activity of the other proteins or trigger intracellular processes (7) Also, 

these enzymes have already been found to be central to VLDL assembly in liver McA-RH7777 cells, 

as blocking its activity by 1-butanol inhibits VLDL assembly (8). Additionally, subcellular 

fractionation experiments have demonstrated the presence of PLD1 in the Golgi apparatus and 

vesicular compartments (9, 10), and since PLD1 has an important function in signal transduction, 

membrane trafficking and cytoskeletal reorganization (11) through its ability to produce PA, we 

thus hypothesized that PLD1 may be involved in CM secretion and lipid metabolism in 

enterocytes. Let’s not forget that the activity of PLD2 has also been found to be stimulated by 

oleate (12, 13). To test this assumption, two experimental options were applied in intestinal Caco-

2/15 cells: (i) the use of specific inhibitors of PLD1 (iPLD1) and PLD2 (iPLD2) activities, and (ii) 

reduction of PLD1 expression.  

This study concluded that the inhibition of PLD activity does not impact lipoprotein secretion in 

Caco-2/15 cells. However, both PLD1 and PLD2 inhibitors resulted in a reduction of very-low-

density lipoprotein (VLDL) from HepG2 cells. This could indicate that PLD activity may not be as 

important in the gut as in the liver for lipoprotein secretion. In contrast, the reduction of PLD1 

protein expression surprisingly reduced CM secretion, supported by a decrease of cell-secreted 

lipids and a decline of CM-triglyceride (TG) content. These dichotomies suggest that PLD1 may 

promote CM secretion through a protein-protein interaction or that the role of PLD1 activity is 

masked by the inhibition of other mechanisms such as inflammation. These roles need to be 

further elucidated. In addition, PLD1 knockdown (KD) also affected Caco-2/15 cell lipid 

homeostasis by increasing protein expression of important markers of de novo lipogenesis and 

affecting the expression of proteins essential for FA β-oxidation.  
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2. MATERIALS AND METHODS  

Caco-2/15 cells (14) were cultured at 37 °C and 5% of CO2 in Eagle’s Minimum Essential Medium 

(EMEM, Wisent Inc., Canada) containing 10% fetal bovine serum (FBS; Wisent Inc.), 1% 

penicillin/streptomycin and 1% non-essential amino acids (GIBCO, USA). Cells were maintained in 

T-75 cm2 flasks (Corning Inc., USA) and were trypsinized when they reached 80–90% confluence. 

For individual experiments, Caco-2/15 cells were seeded at a density of 1 x 106 cells/well on 

polycarbonate 24.5-mm transwell filters with pores of 0.4 µm diameter (Corning Inc., USA), to 

mimic the 3D topology of the intestine with apical and basolateral compartments and grown for 

15 days post-confluence. The Caco-2/15 cells will differentiate spontaneously when reaching 

confluence. Towards confluence they start to polarize acquiring a characteristic apical brush 

border with microvilli. Tight junctions form between adjacent cells, and they develop 

characteristic typical of enterocytes, especially for lipid absorption and transport (15). HepG2 cells 

were obtained from ATCC and once they reached 70-80% confluence, they were seeded at a 

density of 1 x 106 cells/well on normal polycarbonate plates of 6 wells. Experiments were 

performed when cells reached 90% confluence.  

Plasmids and Vector Construction 

LentiCas9-Blast and pLentiGuide were provided by the Gene Editing Platform of the CHU Sainte-

Justine Research Center. They are respectively plasmids with a lentiviral backbone (expressing 

human codon-optimized S. pyogenes Cas9 protein along with the blasticidin resistance gene) or 

CRISPR chimeric RNA element along with the puromycin resistance gene. A guide RNA (gRNA) 

targeting DNA sequence within the first exon of the PLD1 gene was designed 

(AGTGCAGAGGTATTTACCCG) (IDT, IA, USA) and cloned into the BsmBI restriction site of the 

pLentiGuide vector to generate pLentiguide_sgRNA_PLD1. Plasmids pREV, pVSVG and pMDL were 

also provided by the Gene Editing Platform of the CHU Sainte-Justine Research Center. 

Lentivirus Production 

HEK293 cells were plated in a 6-well plate (9x105 cells) coated with amines (Fisher Scientific USA) 

in DMEM containing 10% FBS without antibiotics. For transfection, two mixes were prepared: MIX 
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A: composed of 100 µL OPTI-MEM, 300ng pREV, 390ng pVSVG, 750ng pMDL and 450ng LentiCas9-

Blast or pLentiguide_sgRNA_PLD1; and MIX B: 100 µL OPTI-MEM and 4 µL lipofectamine 2000 

(Invitrogen). After 5-20 minutes of separate incubation at room temperature, the two mixes were 

combined and left at room temperature for one hour. The new solution (200 µL) was then added 

to HEK293 cells for a total volume of 1.2 mL and incubated overnight at 37°C. The following day, 

the medium was replaced with 1.2 mL DMEM containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin 

for 30 hours at 37°C. After the incubation period, the culture medium was centrifuged at 3000 

rpm for 5 minutes to pellet debris and the Cas9-Blast or PLD1 sgRNA virus-containing supernatant 

was collected for subsequent use. 

Knockdown of PLD1 in Caco-2/15 Cells 

Stable KD of PLD1 in Caco-2/15 was engineered by the Gene Editing Platform of the CHU Sainte-

Justine Research Center. Briefly, 50 µL of the LentiCas9-Blast virus-containing supernatant was 

added to 5x105 cells of Caco-2/15 and maintained in 1 mL of culture medium containing 8 mg/mL 

polybrene (Sigma-Aldrich, USA). The infected cells were allowed to grow for 24 hours before the 

addition of 5 ng/mL blasticidin to select positive clones, which were then confirmed by 

immunoblotting using Cas9 antibody.  

To generate PLD1 KD cells, 5x105 Caco-2/15-Cas9-expressing cells were plated in 1 mL of 

appropriate culture medium in a 6-well plate and infected with 50 µl of 

pLentiguide_sgRNA_PLD1virus-containing supernatant. The cells were incubated overnight at 

37°C and the medium was changed to regular culture medium the following day. Infection with 

pLentiguide_sgRNA_PLD1 virus-containing supernatant was repeated 4 times to obtain a 

significant number of PLD1-impaired cell lines. KD efficiency was checked 48 hours after the fifth 

transfection by lysing 5x105 transfected cells that were compared to control Caco-2/15-Cas9 cells, 

with the QuickExtract Extraction solution (Lucigen, USA), according to the manufacturer’s 

protocol. After amplification of cellular DNA by PCR and the purification of the products with the 

QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Germany), the PCR products were sequenced by Sanger 

method at the Genome Québec platform of the CHU Sainte-Justine. The KD of PLD1 expression 

was confirmed by Western blotting. 
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Caco-2/15 Cell Integrity 

Cell integrity was confirmed by analysis of protein expression of differentiation and tight junction 

markers, as well as by measurement of transepithelial resistance (16, 17).  

PLD1 and 2 Activity  

PLD1 activity was assessed by the analysis of phosphatidylbutanol in intact cells, formed by 

transphosphatidylation of phosphatidylcholine (18-20). Cells were grown in 1.5 mL serum-free-

medium in the presence of 1 µCi radiolabeled [3H]-oleic acid conjugated to FA-free bovine serum 

albumin. At the same time, cells were challenged with 0.5 µM, 2 µM or 8 µM PLD1 inhibitor 

(iPLD1) (VU0155069, Cayman Chemical, USA), 0.5 µM, 2 µM or 8 µM PLD2 inhibitor (iPLD2) 

(CAY10594, Cayman Chemical, USA), or both of these inhibitors at the same time (PLD1/2). After 

18-hour incubation, the medium was removed, the cells were washed twice with PBS, and then 

plated for 30 min in presence of serum-free-medium containing the PLD inhibitors, 400 nM of 12-

O-tetradecanoylphorbol 13-acetate to prone PLD activity and 0.3% of butan-1-ol for 

transphosphatidylation. After a 30 min-incubation, cells were harvested and their lipids were 

extracted overnight in chloroform-methanol (2:1). Phosphatidylbutanol was then separated by 

thin layer chromatography (TLC, Millipore Sigma, USA) with a solvent made of ethyl acetate, 

isooctane, acetic acid and water (2:14:9:3). The phosphatidylbutanol band was scratched off the 

plates and disposed in scintillation vials with EcoLite counting fluid (MP Biomedicals, USA). 

Radioactivity was measured by scintillation counting (Hidex 300, Finland). 

Chylomicron and VLDL Isolation by Ultracentrifugation 

For Caco-2/15 cell studies, after 18 hours of incubation with serum-free medium and 600 µM of 

unlabelled oleic acid, the medium was removed and replaced with fresh medium containing 1 µCi 

of radiolabeled [3H]-oleic acid (Perkin Elmer, USA) and 600 µM of unlabelled oleic acid conjugated 

to FA-free BSA on their apical side. At the same time, in their apical side, some wells received 8 

µM of VU0155069, 8 µM of CAY10594, 8 µM of VU0155069 and CAY10594 or 100 pM of 

lomitapide mesylate, an MTTP inhibitor (Selleck chemicals, USA). The use of MTTP inhibitor is to 

support the relevance of our cellular model in secreting CMs. After another 18-hour incubation, 
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enterocytes were scraped in cold PBS containing 1 mM of leupeptin, PMSF and pepstatin. 

Basolateral medium from transwell plates was collected and post prandial lipid-rich plasma (as a 

carrier to drag the lipoproteins synthesized by Caco-2/15 cells) was added (4:1). CM were first 

isolated by ultracentrifugation (OptimaMax Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA) at 25 000 

rpm for 40 min, and VLDL were subsequently separated by ultracentrifugation at 100 000 rpm for 

2.5 hours, at a density gradient of 1.006 g/mL. Once again, lipids from the lipoprotein fractions 

were extracted overnight in chloroform-methanol (2:1) and separated by TLC. The TG band was 

scraped and the radioactivity was counted. The isolation of CMs from the basolateral media was 

conducted since Caco-2/15 can also secrete VLDL-sized apoB-lipoproteins. As to HepG2 cells, they 

went through the same protocol, but they were seeded on normal 6-well plates without inserts.  

Effects of Phospholipase D on Lipid Esterification  

As described above, Caco-2/15 and HepG2 cells were cultured in the presence PLD1 KD, or with 

the PLD1, PLD2, PLD1/2 and MTTP inhibitors. Then, lipids from the cells and the medium were 

extracted overnight in chloroform-methanol. Total cholesterol, phospholipids (PL) and TG were 

then separated by TLC. The corresponding bands were scraped off the spots and put in EcoLite 

counting fluid (MP Biomedicals, USA). Radioactivity was measured by scintillation counting 

(Hidex 300, Finland). 

Protein Expression Analysis by Western Blot 

Caco-2/15 cell homogenates were prepared for Western blotting as described previously (31, 32). 

Twenty micrograms of proteins were separated on 8% SDS-PAGE gels and electroblotted onto 

nitrocellulose membranes. Nonspecific binding sites on the membranes were blocked using 

defatted milk proteins followed by the addition of primary antibodies directed against acetyl CoA 

carboxylase (ACC, 1/1000), carnitine palmitoyl transferase α (CPT-1α, 1/1000), fatty acid synthase 

(FAS, 1/1000), AMP-activated protein kinase α (AMPKα) and phoshpo-AMPKThr172 (P-AMPK, 

1/1000), phospholipase D1 (PLD1, 1/500) from Cell Signalling, USA; peroxisome proliferator-

activated receptor-γ coactivator 1α (PGC1α, 1/1000) and occludin (1/1000) from Abcam, USA; 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) alpha (PPARα, 1/1000) from Cayman 

Chemical, USA; phospho-acetyl CoA carboxylaseser79 (P-ACC, 1/1000) from Millipore, USA; β-actin 
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(1/250,000) from Sigma-Aldrich, USA; microsomal triglyceride transfer protein (MTTP, 1/1000) 

from Thermo Fisher Scientific, USA, and villin (1/1000) from BD Biosciences, USA. After incubation 

with their relative secondary antibodies (mouse or rabbit IgG (1/10 000, Roche Diagnostics, CH)), 

the bands were revealed using Clarity Max Western ECL substrate (Bio-Rad, USA), captured with 

the Chemidoc Imaging System (Bio-Rad, USA) and analyzed with the ImageLab software (Bio-Rad, 

USA). Two different molecular ladders were used in the experiments, the Precision Plus Protein 

All Blue ladder (Biorad, USA) or the BLUeye protein ladder (Froggabio, CA). For each protein of 

interest, β-actin was used for sample normalization. Several proteins were analyzed on the same 

nitrocellulose membrane, indicating that various proteins shared the same β-actin. 

RNA Isolation and RT-PCR Analysis  

RNA from Caco-2/15 cells were extracted using Trizol reagent according to the manufacturer’s 

instructions (Ambion, USA). RNA concentration and purity were measured using a Biodrop 

spectrophotometer (Montreal Biotech Inc., CAN) and the ratio absorbance at 260 and 280 nm 

was used to determine purity as described previously (21, 22). The cDNA was synthesized by 

reverse transcription with the SuperScript Vilo MaterMix from Thermo Fisher Scientific, USA, and 

cDNA was amplified by PCR using a Taq polymerase (Invitrogen, USA). The PLD1 and GAPDH 

primers used are as follows: F-AAACGAGCCACGGGTAAATA and R-GACAGCCGGAGAGATACGTC for 

PLD1, and F-AGAAGGCTGGGGCTCATT and R-CACTGCTGGTATGCTCTCCA for GAPDH which was 

used for normalization. PCR products were visualized on agarose gels and the corresponding 

protein bands were visualized with the Chemidoc Imaging System (Bio-Rad, USA).  

Statistical Analysis 

Results with more than 2 variables were analyzed by ANOVA and the differences between means 

were determined using the post-hoc Tukey test. When there are only 2 variables, results were 

evaluated by an unpaired sample two-parametric t-test. GraphPad Prism 8.0 software (GraphPad 

Software, USA) was used for all statistical analyses. Results are presented as mean ± SEM and 

significance is considered at P<0.05.  
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3. RESULTS  

Caco-2/15 cell integrity in response to modification of PLD activity and PLD1 gene expression  

To define the role of PL in intestinal lipid transport and metabolism, two experimental strategies 

were employed in Caco-2/15 cells: inhibition of PLD1 and 2 activities, and PLD1 KD. The PLD1 

inhibitor, VU0155069, was specifically developed as an inhibitor of the PLD1 isoform, while 

CAY10594 was specifically developed as an inhibitor of PLD2 (23-25). With this inhibitor, PLD1 

activity was markedly decreased (> 90%) at different concentrations. As for PLD2 inhibitors, it 

seems less effective than PLD1 inhibitors and needs a concentration of at least 8µM to reduce 

PLD activity by half. The most effective condition at reducing PLD activity has been with the use 

of both PLD1 and PLD2 inhibitors at a concentration of 8 µM (Figure 1A), which was used in all 

subsequent experiments. We then investigated the influence of PLD1 and PLD2 inhibitions on 

Caco-2/15 cell viability and monolayer integrity. It appeared that theses inhibitions had no effect 

on villin (Figures 1B) and occludin (Figure 1C) protein expressions, as well as transepithelial 

resistance (Figure 1D), which clearly indicates the absence of disruption of cellular barrier 

function and differentiation. On the other hand, stable Caco-2/15 cells with PLD1 KD were 

engineered with the crispr-cas9 technology. Pronounced reduction of transcript (Figure 1E) and 

protein (Figure 1F) expressions resulted from the genetic manipulation, which had an important 

impact (50%), as expected, on PLD activity (Figure 1G). Similar to the use of an inhibitor, PLD1 KD 

had no effect on cell barrier function and differentiation since we observed no divergences in the 

protein expression of villin (Figure 1H) and occludin (Figure 1I) and in transepithelial resistance 

(Figure 1J). Therefore, it may be concluded that decline of PLD1 expression and PLD activity did 

not exert significant cytotoxic effects on Caco-2/15 cells.  

De novo lipid synthesis and secretion following PLD modification in Caco-2/15 cells 

To elucidate the role of PLD in lipid homeostasis, Caco-2/15 cells were supplemented with [3H]-

oleic acid. The addition of PLD1 inhibitor had no impact on cellular TG (Figure 2A), substantially 

increased PL (25%) (Figure 2B), and drastically decreased cholesterol ester (CE) (90%) (Figure 2C) 

without affecting FFA (Figure 2D). Similar trends were observed with PLD1 KD (Figures 2E-2H). 
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PLD2 inhibitor had no effect on these conditions, whereas the use of PLD1 and 2 inhibitors gave 

a similar result to the use of PLD1 inhibitor alone. 

The examination of lipids released into the basolateral medium showed no alterations in TG and 

CE (Figures 3A and C), but an accretion of PL (Figure 3B) as a function of PLD1 and PLD1/2 

inhibition. However, these results were not confirmed by the use of a PLD2 inhibitor on its own. 

In contrast, the secretion of the three lipid components TG (Figure 3D), PL (Figure 3E) and CE 

(Figure 3F) was efficiently diminished in response to PLD1 KD. To ensure that the findings with 

PLD1 KD were compelling, we repressed the activity of MTTP as a control protein that regulates 

the critical step in assembly and delivery of TG-rich lipoproteins. As expected, the addition of 

lomitapide, a potent inhibitor of MTTP, drastically inhibited TG output (Figure 3G) while having 

no effect on PL release (Figure 3H).  

In the next set of experiments, we studied the repercussion of PLD modifications on the secretion 

of CM, the major vehicle for intra-enterocyte lipid transport. Although no effect was recorded for 

the PLD1, PLD2 and PLD1/2 inhibitors (Figure 4A), there was a clear CM release blockage following 

MTTP inhibition by lomitapide as a positive control (Figure 4B) or PLD1 KD (Figure 4C). Our data 

demonstrate that it is the ablation of PLD1 expression and not the abrogation of its activity that 

can modulate CM release. 

The presence of MTTP and PLD inhibitors reduced the secretion of lipids and VLDL from HepG2 

cells  

Subsequent studies focused on how PLD activity inhibition alters lipid exocytosis and VLDL 

secretion in HepG2. Blocking PLD1 and PLD2 activities resulted in a pronounced decrease of TG 

(Figure 5A). Only a downward trend characterized CE and PL (Figure 5B and 5C). The extraction 

of lipids from VLDL also confirmed the significant reduction in TG (Figure 5D). Inhibition of MTTP 

(as a reference protein) interfered even more significantly with TG output (Figure 5A) and VLDL 

(Figure 5D) secretion. These results confirm that PLD activity is essential for the delivery of TG-

rich lipoproteins in the liver, but not in the intestine. 

PLD1 KD alters the expression of important markers of lipogenesis in Caco-2/15 cells 
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The subsequent series of studies was conducted to appraise the effects of PLD modifications on 

lipid homeostasis by targeting critical proteins regulating FA β-oxidation and lipogenesis. We first 

examined the enzymes regulating the lipogenesis pathway. As noted from panels of Figure 6, FAS 

(Figure 6A), ACC (Figure 6B), P-ACC (Figure 6C) and the ratio P-ACC/ACC (Figure 6D) did not 

change following PLD1, PLD2 and PLD1/2 inhibition. As AMPKα is a cellular energy sensor 

negatively regulating ATP-consuming biosynthetic processes, including lipogenesis, we evaluated 

its expression and its active phosphorylation form and no significant alterations were discerned 

in the protein expression of AMPK (Figure 6E), his active form (P-AMPKα) (Figure 6F) and in the 

ratio P-AMPKα/AMPKα (Figure 6G). However, in PLD1 KD cells, an increase in FAS (Figure 7A) and 

a decline of P-ACC (Figure 7C) were noticed, indicating a stimulation of lipogenesis. This 

assumption was confirmed by the reduction of the P-ACC/ACC ratio (Figure 7D). Accordingly, the 

protein expression of AMPKα (Figure 7E) did not change while P-AMPKα (Figure 7F) and the ratio 

P-AMPKα/AMPKα (Figure 7G) decreased by half.  

PLD1 KD reduces the protein expression of important β-oxidation markers in Caco2/15 cells  

We also analyzed the expression of CPT1a since it represents the rate-controlling enzyme of the 

FA β-oxidation pathway. No effect on CPT1a (Figure 8A), PGC1α (Figure 8B) or PPARα (Figure 8C) 

expressions was observed in the presence of the PLD1, PLD2 and PLD1/2 inhibitors. On the 

contrary, there was a decline in CPT1a expression (Figure 8D), in accordance with the reduced 

expression of PGC1α (Figure 8E) and PPARα (Figure 8F) in response to PLD1 KD.  
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4. DISCUSSION 

Rare inherited diseases characterized by genetic defects of APOB, MTTP and SAR1B have taught 

us so much about CM formation and secretion (26, 27). Despite tremendous progress made in 

this field, intense efforts are still needed to further improve our understanding of additional, new 

key factors governing the multi-step CM assembly and exocytosis from the enterocyte. The 

present study is precisely part of this endeavour as it aims to determine whether PLD is required 

for CM formation. The inactivation of PLD1 and PLD2 by its specific inhibitors and the reduction 

of PLD1 gene expressions allowed us to appreciate its involvement. In particular, PLD1 KD 

revealed perturbations in intestinal lipid homeostasis and CM secretion. Most of the experiments 

in this work were conducted with the human-derived immortalized Caco-2/15 cell line. This 

human epithelial cell line has been widely used as a model of the intestinal epithelial barrier and 

its most advantageous properties is its ability to spontaneously differentiate into a monolayer of 

cells with many properties typical of absorptive enterocytes with brush border layer as found in 

the small intestine and largely reported by our previous studies (28-31). Hence, it is also entirely 

suitable to explore gut absorption in response to nutritional, hormonal, toxicological, 

microbiological and medicinal agents (32). Proper testing of barrier function and monolayer 

integrity was absolutely critical in exploiting Caco-2/15 cells. It thus seemed quite optimal to us 

to employ Caco-2/15 cells to investigate the role of PLD in intestinal lipid transport and 

metabolism. 

PLD is thought to have important functions in signal transduction, membrane trafficking and 

cytoskeletal reorganization, and even if these features are central in intracellular CM movement, 

the involvement of PLD in intestinal lipid transport has not been addressed (11). Yet this 

relationship between intracellular CM transport and PLD is particularly relevant since, specifically 

for PLD1, since the latter was shown to regulate the formation of the COPII, coat protein carriers 

critical for the transfer of CM from the ER to the Golgi apparatus (33). Furthermore, PLD1 is known 

to contribute to various steps of the secretory pathway and may thus regulate the CM exocytosis 

machinery (34-38). Therefore, we planned two experimental routes to study the contribution of 

PLD1, but also PLD2, to lipid transport and metabolism. The first approach was to treat the cells 
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with PLD1, PLD2 or PLD1 and 2 inhibitors, thereby preventing the hydrolysis of 

phosphatidylcholine into choline and PA that has emerged as a pleiotropic regulator for a number 

of cellular processes (i.e., cellular survival, migration, proliferation, differentiation, cytoskeletal 

architecture, membrane trafficking, and autophagy) as reviewed in (6, 11, 39). These different 

actions are mediated by the linkage of PA to protein kinases, phosphatases and proteins involved 

in vesicle trafficking or endocytosis (7). In our studies, although the PLD1 inhibitor strongly 

reduced PLD activity, whereas PLD2 slightly affected it in Caco-2/15 cells, it had no substantial 

influence on CM production and intestinal lipid metabolism, apart from PLD1 inhibitor decreasing 

CE formation and increasing PL accumulation in Caco-2/15 cells. 

In stark contrast to the inhibitors, genetic ablation of PLD1 significantly affected the release of 

CMs into the basolateral medium. For this study, we decided to genetically target PLD1 and not 

PLD2 since more modulations were found with PLD1 inhibitors but also because PLD1 is mostly 

found on intracellular membranes such as Golgi and ER, while PLD2 is mostly found on the plasma 

membrane. PLD1 has also been found to regulate the formation of vesicles from the ER and the 

Golgi (40). In this study, while PLD1 ARN expression was shutdown, protein expression is still 

around 50%. This could be explained by the fact that PLD isoforms have really long half-lives which 

also explains why PLD antisense-oligonucleotides only cause small downregulation in many cell 

types (41-43). Collectively, our results suggest that PLD1 protein per se rather than PLD activity 

might be an important contributor to CM exocytosis. Although the causes are still unclear with 

regard to the divergent effects of PLD1 activity inhibition and KD on CM release from Caco-2/15 

cells, some ideas may be put forward. It is possible that PLD1 may be physically necessary given 

the observations made in previous studies emphasizing the link between Sar1b recruitment and 

PLD1 (33). Of note, Sar1b enzyme recruits the COPII heterodimers (i.e., Sec23/24 and Sec13/31) 

to the ER membrane, to form pre-CM transport vesicles (44-46). Otherwise, defects in Sar1b 

result in CM secretion failure and CM retention disease (3, 27, 47-49). On the other hand, the 

specific PLD inhibitor did not produce any impact on Sar1b recruitment to the ER membrane (50). 

Further experiments are certainly needed to elucidate the possible synergy between Sar1b and 

PLD1 by measuring mRNA and protein levels of Sar1b. Another explanation is that PLD functions 

upstream of protein kinase C (PKC) -ζ (51), an important factor for the budding of the pre-CM 



 

 

139 

transport vesicle, and the rate-limiting phase in the transfer of CM across the cell (52). PLD1 may 

not only interact with PKCζ (53) but also with c-Jun N-terminal kinase 1, which controls basolateral 

CM output (54-56). One last element that is relevant to mention is the nuclear localization of PLD1 

mediating the activation of nuclear signalling pathways, which may effectively contribute to the 

regulation of CM output (57). In fact, the nucleus appears a location of dynamic lipid metabolism 

with an influence on synthesis and degradation of lipids in subcellular compartments. 

Importantly, PLD1 directly interacts with more than 40 different proteins. Although most of the 

protein-protein interactions with PLD1 are made to increase or inhibit its own activity, PLD1 can 

in turn influence the activity of the other proteins or trigger intracellular processes (7). For 

example, the PX domain of PLD1 has been found to interact directly with dynamin to activate its 

GTPase, an important enzyme involved in endocytosis such as vesicle budding from trans-Golgi 

(58, 59). Similarly, the interaction of PLD1 with phosphoprotein enriched in 

diabetes/phosphoprotein enriched in astrocytes-15 modulates skeletal muscle insulin sensitivity 

(60). PLD1 can also connect to glucose transporter type 4-containing membranes to promote the 

translocation of the latter in response to insulin (61). Finally, PLD1 protein, but not its enzymatic 

activity, regulates tumour necrosis factor α and myocardial wound healing (62).  

It should be also taken into consideration that the role of PLD1 activity in the CM secretion and 

formation might be hindered by the roles of the inhibitor VU0155069. Indeed, not only has PLD1 

activity inhibition has been highly found to reduce inflammation level in several type of cells, as 

reviewed in (11), the inhibitor VU0115069 can also independently of PLD1 reduce inflammation, 

the production inflammatory cytokines and leukocytes apoptosis (63). Given that increased levels 

of inflammation can strongly affect lipid and lipoprotein metabolism and that its inhibition 

restores such metabolism, this effect may also play a role in the findings made in this study (64-

66). 

It should be noted that the original intention of the present work was to focus primarily on the 

role of PLD in the delivery of CMs as lipid transporters. However, to validate our experimental 

procedures and results regarding the lack of impact on CM release in response to inhibitors of 

PLD1 and PLD2 activities, we tested hepatocytes as positive controls. This initiative was pertinent 
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because PLD appears to be central to VLDL assembly in liver McA-RH7777 cells since blocking its 

activity by 1-butanol prevents VLDL assembly (8). Also, it appeared that PLD 1 and 2 inhibition 

reduce the secretion of VLDL by altering the production of aldosterone (67). Our findings were 

fully consistent as the exposure of HepG2 cells to VU0155069, a specific PLD1 inhibitor, and to 

CAY10594, a specific PLD2 inhibitor, restricted the output of VLDL. Interestingly, the action of PLD 

was also noted to raise the formation of cytosolic lipid droplets that may serve as precursors for 

VLDL biosynthesis and output in the secretory pathway (68-72). The disparity between the two 

organs involved in TG-rich lipoproteins is intriguing as PLD inhibitors has no significant impact on 

the secretion of CM by intestinal Caco-2/15 cells, but decreased VLDL release from hepatic HepG2 

cells. Further studies are still needed to clarify this important aspect. 

It is possible that a compensatory mechanism occurs in Caco-2/15 cells in the presence of the PLD 

inhibitors to ensure stable provision of PA, a process that may be quite different in liver cells. In 

this context, PA can be produced by lysophosphatidic acid with lysophosphatidic acid 

acyltransferase and by diacylglycerol with diacylglycerol kinases (DGK) (11, 73, 74). For example, 

in BSC-1 epithelial cells, it was observed that inhibition of PLD increases cellular PA in contrast to 

inhibition of DGK, which drastically reduces PA content (75). Similarly, when PLD is inhibited in 

1321N1 astrocytoma cells, additional sources contribute to PA production as a sort of 

compensatory mechanism (19). In fact, PLD may not be the major PA producer in Caco2-/15 cells 

unlike HepG2 cells, and within this context, DGK appeared as the major pathway for PA 

production (76). In HEK293 cells, DGK has been shown to be the key generator of PA (77). 

Similarly, in mouse extensor digitorum longus muscle, DGK and not PLD is primarily responsible 

for PA increases (78). 

In the present studies, as a validation of our experimental techniques and results, and for 

comparative purposes to PLD, we evaluated the inhibition of MTTP. As per PLD, the suppression 

of MTTP activity in Caco-2/15 and HepG2 cells provided the same inhibitory effect on lipid and 

lipoprotein output. It is clear that PLD behaves as a key intracellular factor in the release of TG-

rich lipoprotein. In addition, similar to the inhibition of MTTP that moderates FA oxidation in the 

liver (79), PLD1 KD dampens β-oxidation of FA and increased lipogenesis, two important processes 

that control intestinal lipid metabolism. These observations could be explained by the 
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downregulation of PPARα and PGC1α. As well established, these two primordial transcription 

factors are involved in FA oxidation regulation (80, 81), and the decline of their protein per se may 

downregulate CPT1a, which is the key regulator of intramitochondrial β-oxidation. As for 

lipogenesis, the decrease of ACC phosphorylation that leads to the inactivity of ACC may result 

from the low AMPK activity in response to PLD1 KD (82-84). Consequently, since ACC is more 

active, this leads to the formation of malonyl-CoA from acetyl-CoA. Similarly, the increment of 

FAS may promote FA generation from malonyl-CoA (85). Lipogenesis is tightly linked with FA 

oxidation since the increased production of malonyl-CoA from ACC inhibits the activity of CPT1a. 

The impact of PLD1 protein or even PLD activity on lipogenesis and FA oxidation is not yet clear. 

However, several elements could support its role in these processes. Indeed, in MDA-MB-231, 

Calu-1, and BJ-hTERT cells, there is a reciprocal feedback mechanism between AMPK and PLD 

(86). Whereas inhibition of AMPK increases PLD activity, suppression of PLD increases AMPK 

activity. However, because AMPK isoforms can form 12 different complexes endowed with 

different properties, and these complexes have relative tissue specificities, the eventual 

regulation of AMPK by PLD could be different in different cell types (86-89). It is also known that 

mammalian target of rapamycin (mTOR) is an important regulator of lipid metabolism (90). In 

particular, it has been observed in muscle cells that this member of the phosphoinositide 3-kinase 

family of protein kinases is important for the maintenance of mitochondrial oxidative functions 

by increasing PGC1α expression (91). Since PLD strongly influences mTOR activity, it may be 

suggested that its regulation also has an impact on mitochondrial functions. Furthermore, as an 

important regulator of autophagy, inhibition of PLD1 in MDA-MB-231 breast cancer cells reduces 

the supply of FAs from autophagy-derived PLs, which in turn reduces FA oxidation from 

mitochondria (92). Also, the transcription factor PPARγ, an important activator of lipogenesis, is 

inhibited by the production of PA from PLD in several cell lines (93). These results are supported 

in vivo with mice since the deletion of PLD1 increased the gene expression of important 

transcription factors implicated in lipogenesis such as the sterol regulatory element binding 

protein 1c, the CCAAT-enhancer-binding protein alpha and the PPARγ in the liver and adipose 

tissues (94). Finally, it was shown that the presence of PLD in vitro with ACC isolated from rat 
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livers reduced the activity of ACC (95). These results could be due to the fact that the reduction 

of PL content can deteriorate the substrate binding property of the enzyme (96). 

In conclusion, our results suggest that the inhibitor of PLD1, but not PLD2, affects the lipid content 

of intestinal cells. We also highlight the major role of PLD activity in lipoprotein secretion in the 

liver, but not in the intestine. Nevertheless, this study highlights that PLD1 protein interaction 

may be a modulator of CM exocytosis in human intestinal cells since we observed reduced lipid 

and CM secretion with reduced PLD1 protein content in Caco-2/15 cells. In addition, information 

on its role in lipid metabolism, such as increased lipogenesis and increased fatty acid oxidation, is 

proposed. However, further studies are needed to conclude these results. Indeed, only the 

expression of PLD1 protein was studied on CM, but we did not change the expression of PLD2 

protein and PLD1 and 2 proteins simultaneously, which is necessary to conclude the effect of both 

isoforms. Additional experiments are also needed to confirm the role of PLD in lipogenesis and 

fatty acid oxidation, because only the protein content of important markers was analyzed. Finally, 

further efforts are needed to elucidate the intra-enterocyte mechanisms, most likely the protein-

protein interaction, responsible for the impact of PLD.   
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5.1.2 FIGURES 

 

Figure 1 Characterization of Caco-2/15 cells in the presence of phospholipase D inhibitors 

or with the knockdown of phospholipase D1. Differentiated Caco-2/15 cells were pre-incubated 

overnight in serum-free EMEM. They were then cultured in the presence of 9 µCi [3H]-oleic acid 

for 24h with 100 nM phorbol 12-myristate 13-acetate alone to promote phospholipase D activity, 

or in the presence of various concentrations of PLD1 inhibitor (iPLD1), PLD2 inhibitor (iPLD2) or 

PLD1 and PLD2 inhibitors (iPLD1/2). The enzymatic activity was subsequently measured (A) as 

described in the Materials and Methods section. Cells integrity was analyzed by the Western blot 

of villin (B), occludin (C) and transepithelial resistance (TEER) (D). Concomitantly, Caco-2/15 cells 

were genetically engineered to deplete PLD1 (PLD1KD). To validate ablation efficiency, gene (E) 

and protein (F) expressions were determined by PCR and Western blot, respectively. As for the 

use of inhibitor, PLD activity (G), villin expression (H), occludin expression (I), and TEER (J) were 

analyzed for genetically altered cells. Western blot membranes were cut between molecular 

weights in order to specifically document the proteins of interest while being able to analyze 

multiple proteins on the same membrane. In this instance, β-actin from Figure 1F is the same as 

that of Figure 7A, while β-actin from Figure 1I is the same as that of Figure 8E. Data are expressed 
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as the mean ± SEM of at least 2 independent experiments in triplicates. ***P<0.001 and 

****P<0.0001 represent significant differences compared with their respective controls (Ctrl).  

 

Figure 2  Effects of phospholipase D activity inhibition or phospholipase D1 knockdown on 

lipid accumulation in Caco-2/15 cells. Following an overnight pre-incubation in serum-free 

EMEM, Caco-2/15 cells were cultured with 1 µM albumin-bound oleic acid and 0.9 µCi [3H]-oleic 

acid for 24 hours in the presence or not of 8µM phospholipase D1 inhibitor (iPLD1), phospholipase 

D2 inhibitor (iPLD2) or phospholipase D1 and D2 inhibitors (iPLD1/2). Triglycerides (TG) (A), 

phospholipids (PL) (B), cholesteryl esters (CE) and free fatty acids (FFA) (D) from cell homogenates 

were extracted and measured as described in the Materials and Methods section. TG (E), PL (F), 

CE (G) and FFA (H) were also determined in PLD1-depleted (PLD1KD) cell homogenates. Results 

represent the means ± SEM of at least 2 independent experiments in triplicates. *P<0.05, 

**P<0.01 and ****P<0.0001 represent significant differences compared with their respective 

controls (Ctrl). 
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Figure 3  Impacts of phospholipase D and microsomal triglyceride transfer protein 

inhibition, and phospholipase D1 knockdown on Caco-2/15 cell lipid secretion. Differentiated 

Caco-2/15 cells were incubated with 1 µM albumin-bound oleic and 0.9 µCi-[3H] oleic acid for 24 

hours in the presence of 8 µM phospholipase D1 inhibitor (iPLD1), phospholipase D2 (iPLD2) 

inhibitor, phospholipase D1 and D2 (iPLD1/2) inhibitors or 100 pM microsomal triglyceride 

transfer protein inhibitor (iMTTP). Triglycerides (TG) (A, G), phospholipids (PL) (B, H), and 

cholesteryl esters (CE) (C, I) from the basolateral media were extracted and measured as 

described in the Materials and Methods section. TG (D), PL (E) and CE (F) were also examined in 

the basolateral media of PLD1-impaired cells (PLD1KD). Data represent the means ± SEM of at 

least 2 independent experiments in triplicates. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 and ****P<0.0001 

represent significant differences compared with their respective controls (Ctrl). 
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Figure 4  Effects of phospholipase D and microsomal triglyceride transfer protein 

inhibition, and phospholipase D1 knockdown on the triglyceride content of chylomicrons 

fractions from Caco-2/15 cells. Differentiated Caco-2/15 cells were incubated with 1 µM albumin-

bound oleic acid and 0.9 µCi [3H]-oleic acid for 24 hours in the presence of 8 µM phospholipase 

D1 inhibitor (iPLD1), phospholipase D2 inhibitor (iPLD2), phospholipase D1 and D2 inhibitors 

(iPLD1/2) or 100 pM microsomal triglyceride transfer protein inhibitor (iMTTP). The basolateral 

media was harvested and centrifuged to isolate the chylomicron (CM) fraction. Triglycerides (TG) 

from this fraction from both conditions respectively (A, B) were analyzed as described in the 

Materials and Methods section. The same procedure was also carried out for PLD1 knockdown 

(PLD1KD) cells (C). Data represent the means ± SEM of at least 2 experiments in triplicates. 

**P<0.01 and ****P<0.0001 represent significant differences compared with their respective 

controls (Ctrl). 
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Figure 5  The inhibitory effects of microsomal triglyceride transfer protein and 

phospholipase D on lipid secretion by HepG2 cells. HepG2 cells were pre-incubated overnight in 

serum-free EMEM prior to treatment for 24 hours either with 100 pM microsomal triglyceride 

transfer protein inhibitor (iMTTP), 8 µM phospholipase D1 inhibitor (iPLD1) or phospholipase D2 

inhibitor (iPLD2) together with 1 µM albumin-bound oleic acid and 0.9 µCi [3H]-oleic acid. 

Triglycerides (TG) (A), phospholipids (PL) (B), and cholesteryl esters (CE) (C) from the media were 

isolated and measured as reported earlier. Very-low-density lipoprotein (VLDL) fraction was also 

isolated from the media and its TG content assessed (D). Results are the means ± SEM. *P<0.05; 

**P<0.01 and ***P<0.001 represent significant differences compared with their respective 

controls (Ctrl). 
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Figure 6  Consequences of phospholipase D inhibition on the expression of lipogenesis 

markers in Caco-2/15 cells. Cells were pre-incubated overnight in serum-free EMEM prior to 

exposition for 24 hours with or without 8 µM phospholipase D1 inhibitor (iPLD1), phospholipase 

D2 inhibitor (iPLD2) or phospholipase D1 and D2 inhibitors (iPLD1/2), together with 1 µM 

albumin-bound oleic acid. Protein levels of AMPK (A), P-AMPK (B), the ratio P-AMPK/AMPK (C), 

FAS (D), ACC (E), P-ACC (F) and the ratio P-ACC/ACC (G) were determined by Western blot. 

Western blot membranes were cut between molecular weights in order to specifically document 

the proteins of interest while being able to analyze multiple proteins on the same membrane. In 

this instance, β-actin from Figure 6D is the same as that in Figure 8A, while β-actin from Figure 

6E is the same as that in Figure 6B. Results are the means ± SEM of at least 2 independent 

experiments in triplicates. *P<0.05 represent significant differences compared with their 

respective controls (Ctrl).  
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Figure 7  Implications of phospholipase D1 knockdown on the expression of lipogenesis 

markers in Caco-2/15 cells. PLD1 knockdown cells (PLD1KD) were pre-incubated overnight in 

serum-free EMEM prior to exposition for 24 hours with 1 µM albumin-bound oleic acid. Protein 

levels of AMPK (A), P-AMPK (B), the ratio P-AMPK/AMPK (C), FAS (D), ACC (E), P-ACC (F) and the 

ratio P-ACC/ACC (G) were determined. Results are the means ± SEM of at least 2 independent 

experiments in triplicates. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001 represent significant differences 

compared with their respective controls (Ctrl). Membranes were cut between molecular weights 

to see only the protein of interest and to be able to analyze multiple proteins on the same 

membrane. 
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Figure 8  Effects of phospholipase D activity impairment and phospholipase D1 depletion 

on the expression of β-oxidation key modulators. Cells were pre-incubated overnight in serum-

free EMEM prior to exposition for 24 hours either with or without 8 µM phospholipase D1 

inhibitor (iPLD1), phospholipase D2 inhibitor (iPLD2) and phospholipase D1 and D2 inhibitors 

(iPLD1/2), together with 1 µM albumin-bound oleic acid. Protein levels of CPT1a (A), PGC1α (B), 

PPARα (C) were determined by Western blot in cells treated with PLD inhibitors as well as in PLD1-

disrupted cells (PLD1KD) for CPT1a (D), PGC1α (E), PPARα (F). Western blot membranes were cut 

between molecular weights in order to specifically document the proteins of interest while being 

able to analyze multiple proteins on the same membrane. In this instance, β-actin from Figure 1I 

is the same as that of Figure 8E, while β-actin from Figure 8A is the same as that of Figure 6D. 

Results are the means ± SEM of at least 2 independent experiments in triplicates. **P<0.01 

represent significant differences compared with their respective controls (Ctrl).  
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ABSTRACT 

Background: Chylomicron retention disease (CRD) is an autosomal recessive disorder due to 

biallelic Sar1b mutations, leading to defects in intracellular chylomicron (CM) trafficking and 

secretion. To date, the direct cause-effect relationship has not been established, but genetically 

modified animal models provide an opportunity to elucidate and disclose unrecognized aspects. 

Objective/Design: To examine the physiological role and molecular mechanisms of Sar1b in mice 

carrying either a targeted human Sar1b deletion or mutation using the CRISPR Cas9 system. 

Results: Deletion/mutation of Sar1b in mice resulted in late-gestation lethality of homozygous 

embryos. Moreover, compared to WT mice, heterozygotes for a single disrupted Sar1b allele 

displayed lower plasma levels of triglycerides, cholesterol and HDL-cholesterol, along with 

reduced CM secretion following a gastric lipid gavage. Similarly, a decreased expression was 

observed in apolipoprotein B and microsomal triglyceride transfer protein in consistency with 

mucosal lipid accumulation. The inefficient fat absorption in heterozygotes was confirmed by an 

increase in fecal lipids. Furthermore, genetically modified Sar1b affected intestinal lipid 

homeostasis as reflected by enhanced fatty acid β-oxidation and diminished lipogenesis through 

modulation of powerful transcription factors. Conclusions: This is the first reported mammalian 

animal model with human Sar1b-genetic defects, which reproduces some of the characteristic 

CRD features and provides a direct cause-effect demonstration.  

Keywords:  

Sar1b gene defects, embryonic lethality, chylomicron/dietary fat, lipid metabolism.  
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1. INTRODUCTION 

Chylomicron retention disease (CRD) (OMIM # 246700) is an integral part of congenital disorders 

of intestinal lipid transport (1). It is a rare, autosomal recessive disorder, featured with failure to 

thrive in infancy, fat malabsorption, chronic diarrhea, loose greasy stools, frequent vomiting and 

abdominal swelling. A few CRD patients sporadically exhibit hepatomegaly with a moderate 

degree of macrovesicular steatosis and cytolysis (2-5). Ataxia, proprioceptive abnormalities, 

sensory neuropathy, decreased bone density, cardiomyopathy, muscular pain, and 

ophthalmological manifestations are additional complications observed in some CRD subjects. 

Biallelic mutations in the SARA2 or Sar1b gene characterize CRD patients (6, 7). The gene encodes 

a guanosine triphosphatase (Sar1b), an essential factor of the coat protein complex II (COPII), 

ensuring vesicular traffic from the endoplasmic reticulum (ER) to the Golgi apparatus. As reported 

by elegant studies, the Sar1b enzyme recruits the COPII complex heterodimers (i.e. Sec23/24 and 

Sec13/31) to the ER membrane, to form pre-chylomicron (CM) transport vesicles (8-11). The latter 

efficiently transpose their pre-CM cargo to the Golgi, before being targeted to the basolateral site 

of the enterocyte in order to enter blood via the lymphatic duct. Therefore, genetic Sar1b defects 

are expected to result in CM secretion failure. 

Approximately 60 patients with CRD have so far been described with frameshift, splice site and 

missense mutations affecting the Sar1b gene, located on chromosome 5q31.1. The pioneering 

exploration of genetic defects in eight families disclosed three frameshift (75-76 delTG, 555-558 

dupTTAC, 349-1 G>C) and five missense mutations (109 G>A, 409 G>A, 537 T>A, 536 G>T, 542 

T>C) (6). The second exploration of the genetic Sar1b abnormalities from 8 families identified 3 

new molecular aberrations: a stop codon mutation (364 G>T), a 5946 bp deletion (total exon 2) 

and a missense mutation (554 G>T) (12). Subsequently, a stop codon mutation (G19T) was 

brought out in exon 7 (13) while two additional mutations were detected in exon 2 (G11D) and 

exon 4 (D75G) (14). More recently, a novel homozygous deletion at position 142 (c.142delG) gave 

rise to a frameshift-derived premature stop codon, 17 amino acids further on (p.Asp48ThrfsX17), 

thereby resulting in a truncated protein (15). Further studies on Tunisian CRD children reported 

a novel nucleotide transition in Sar1b exon 4 (c.184G>A), resulting in a non-conservative amino 
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acid substitution (p.Glu62Lys) (16). D137N was the most prevalent Sar1b gene mutation found in 

French Canadians, which resides in the highly conserved guanine-nucleotide binding motifs 

(G′xG37KT39 and NKxD137) of the small GTPases (17). The D137N mutation breaks the guanine H-

bond, thereby abolishing the guanine recognition site and damaging the protein (18). Apparently, 

truncated and non-functional proteins are produced by nonsense mutations and the whole 

deletion of exon 2, which are predicted to modify the affinity of Sar1b protein for GDP and GTP, 

thereby affecting its interaction with the endoplasmic reticulum and COPII machinery 

components. 

Although CM secretion was significantly decreased in CRD patients, recent studies in genetically 

modified Sar1b in intestinal Caco-2/15 cells emphasized the need to double knockout (KO) the 

Sar1b and its Sar1a paralog in order to abolish CM secretion (19). Whether the discrepancy is due 

to the colonic tissue and cancer origin of the parental Caco-2 cells is completely unknown. In 

McArdle-RH7777 hepatocytes, Sar1b expression increased apolipoprotein (Apo) B-containing 

lipoproteins, while his Sar1a paralog antagonized Sar1b's Apo B-lipoprotein secretion (20). 

Interestingly, in zebrafish, the tissue distribution of Sar1b and Sar1a was different during 

development while Sar1b deficient embryos accumulate dietary lipids in enterocytes and 

displayed abnormal formation of craniofacial cartilage and absence of neuroD-positive neurons 

in embryo brain (21). Quite recently, Sar1b has been reported to be crucial to radial migration 

and axon morphogenesis of the cortical neurons (22).  

Although the above studies contributed to the advancement of our scientific knowledge about 

the Sar1b physiological functions, additional proof-of-principle experiments are highly needed to 

scrutinize the specific role of Sar1b. In particular, greater effort is needed to understand the 

mechanisms of Sar1b not only on CM assembly and delivery failure, but also on typical CRD 

hypocholesterolaemia and HDL-C decrease (2, 12, 23, 24). Moreover, whether human Sar1b 

mutations and deletions differently affect intracellular lipid homeostasis [e.g. fatty acid (FA) β-

oxidation and lipogenesis]) remain to be explored. Finally, additional puzzling issues remain 

unanswered, and among them: Is it possible to engineer mice with full Sar1b deficiency even 

though past studies observed important abnormal brain development in congenital 
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malabsorption syndromes or does the KO lead to lethal embryos? Are half-normal levels of the 

Sar1b mRNA and protein insufficient to maintain normal phenotype? Does the intestine and liver 

differ in their lipid metabolism in response to defects in Sar1b? To gain insight into most of the 

above issues, we attempted to generate a CRD mouse model using the CRISPR-Cas9 editing 

system by separately introducing a deletion and a point mutation identified in patients.  
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2. MATERIALS AND METHODS 

Generation of Sar1b KO (Sar1bdel/+) and mutated (Sar1bmut/+) mice 

Heterozygous male and female Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice were obtained with the CRISPR-Cas9 

technology at the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CRCHUM), as broadly described 

in the supplementary file. In particular, CRISPR-Cas9 editing technology was used to (i) generate 

a deletion of 545 base pairs removing Sar1b exon 2 on chromosome 11 (GRCm38/mm10, 

chr11:51, 777, 181-51, 777, 725 Del) (Sar1bdel/+), or (ii) to substitute G to A on chromosome 11 

(GRCm38/mm10, chr11: 51, 789, 257 G>A). This mutation result in the substitution of an aspartic 

acid (D) to an asparagine (N) amino acid at position 137 (D137N) (Sar1bmut/+). To this end, two 

synonymous mutations were introduced in the mouse generation process: 1) a C to T substitution 

at position 51(GRCm38/mm10, chr11: 51, 789, 256 C>T) was incorporated to facilitate the 

genotyping procedure (introduction of a Msel restriction site), and 2) a C to G substitution at 

position 51 (GRCm38/mm10, chr11: 51, 789, 271 C>G) was introduced to mutate the PAM site 

and avoid repair template cleavage by the cas9 endonuclease. The heterozygous mice with similar 

mutation or deletion were intercrossed to produce the homozygous mice. Genetically modified 

mice were housed individually and fed ad libitum with a standard chow diet. Body weight and 

food intake were measured every day. All experimental procedures performed in the study were 

approved by the Institutional Animal Care Committee of Ste-Justine Hospital. 

Determination of postprandial chylomicron secretion  

Following a 6-hour fast, blood was taken from the tail vein. Immediately after this procedure, 

male and female mice received a 200 µL oral gavage of olive oil or 4 µCi [14C]-triolein. Ten minutes 

later, animals were injected with an intraperitoneal dose (1 mg/kg) of Pluronic F-127 (10% in 

saline) to inhibit lipoprotein lipase activity and prevent CM catabolism. Blood (50 µL) was 

transferred into EDTA-containing tubes at times 60, 90 and 120 minutes after olive oil gavage. 

Mice were sacrificed, and blood was collected. Plasma and isolated tissues were flash-frozen and 

kept at -80°C for further analyses.  

Chylomicron isolation  
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CMs were separated by ultracentrifugation using an MLA-130 rotor as described previously (25). 

The upper fraction was collected and its lipid moieties, triglycerides (TG) and cholesterol (CHOL), 

were determined by commercial kits (Wako Diagnostics, USA). Scintillation liquid was added to 

200 µL of each fraction moiety to determine the radioactivity derived from the labelled [14C]-

triolein, using a β counter. 

Biochemical analysis  

As above, commercial kits were used to analyze insulin (Mercodia), TG and CHOL in plasma. HDL-

C was analyzed by precipitation with polyethylene glycol 6000 as previously described with some 

modifications (26). Briefly, plasma (10 µL) was mixed with polyethylene glycol at a ratio 1:1 and 

allowed to rest at room temperature for 20 min. Then after, samples were centrifuged at 4600 

rpm for 40 min, the upper phase was harvested and CHOL was measured.  

Lipid analysis 

Approximately 0.1 g of proximal intestine and liver tissues were homogenized in 1 mL of EDTA 

buffer, and lipids were extracted in a 2:1 chloroform/methanol solution overnight at 40C. After 

evaporation of the lower phase, lipids were resuspended in 400 µL of H2O, and TG and CHOL were 

determined. For fecal lipids, feces were collected on isopad over a 24-hour period. Feces (50 mg) 

were dried at 70°C and extracted with chloroform/methanol before lipid determination as 

described above. 

Liver and intestinal histology 

Tissues were fixed in formalin (10%) and embedded in paraffin. Thereafter, they were processed 

for light microscopy with hematoxylin-eosin. Images of stained tissues were captured by a Zeiss 

Imager A1. Measurements were taken with the axiovision software. 

Western blot analysis 

Intestinal and liver tissues were prepared for Western blotting as described previously (25). 

Proteins were separated on 8% SDS-PAGE gel and electroblotted onto nitrocellulose membranes. 

Nonspecific binding sites of the membranes were blocked using defatted milk proteins, followed 

by the addition of primary antibodies directed against acetyl CoA carboxylase (ACC); carnitine 
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palmitoyl transferase a (CPT1a); fatty acid synthase (FAS); AMP-Activated protein kinase α 

(AMPKα) and phoshpoAMPKThr172 (pAMPKα) (1/1000, Cell signaling); GAPDH; ABCA1; peroxisome 

proliferator activated receptor coactivator 1α (PGC-1α) (1/1000, Abcam); Apo A1 (1/5000, 

Abcam); microsomal triglyceride transport protein (MTTP); acyl-CoA dehydrogenase long chain 

(ACADL) (1/1000, Thermo Fisher Scientific); PPAR-α (1/1000, Cayman Chemical); phospho acetyl 

CoA carboxylase (pACC) (1/1000, Millipore); Apo B (1/1000, Sigma-Aldrich); and β-actin 

(1/250000, Sigma-Aldrich). Bands were captured with the Chemidoc Imaging System and 

analyzed with the ImageLab software (Biorad). For every protein of interest, β-actin or GADPH 

was used for sample normalization.  

RNA extraction and RT-qPCR analysis 

RNAs from flash frozen jejunum and liver were extracted using Trizol reagent according to the 

manufacturer’s instructions (Ambion). RNA concentration and purity were measured using a 

Biodrop spectrophotometer (Montreal Biotech Inc.) and the ratio absorbance at 260 and 280 nm 

was used to determine purity as described previously (19, 27). The thermal profile included an 

initial denaturation step at 95°C for 30 s, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 3 s, 

and annealing and extension at 60°C for 30 s. Amplified genes were quantified by fluorescence 

using the PowerUp SYBR Green Master Mix (Life Technologies) Levels of expression of target-gene 

mRNAs were calculated by the 2−ΔΔCT method (19). The list of all primers used is found in the 

supplementary file. 

Statistical analysis  

Results are presented as mean ± SEM. Since each group of genetically modified mice were 

compared to the WT group, data were evaluated by an unpaired sample two- parametric t-test. 

GraphPad Prism 8.0 software (GraphPad Software, CA) was used for all statistical analysis. 

Significance is considered at P< 0.05.   
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3. RESULTS  

Generation of Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice 

To generate mice with deleted or mutated Sar1b, a specific region of Sar1b was targeted as shown 

in Figures 1A and 1D, respectively. Genotyping of postnatal offspring from both altered 

Sar1b heterozygous intercrosses revealed the total absence of viable mouse homozygous for 

the Sar1b for both alterations, indicating embryonic lethality during gestation (Table 1). In order 

to exclude possible susceptibility due to genetic C57BL/6 background, we examined whether the 

129/sv mouse strain was more amenable to produce live Sar1b-/-, since, in some circumstances, 

this strain has been found to be more resistant to several diseases (28-30). There again, no live 

and dead homozygotes were observed.  

Figures 1B and C show typical electrophoretic band profile after genotyping of offspring from 

Sar1bdel/+. To validate the hypothesis that Sar1b deletion and mutation produce a lethal 

phenotype in homozygous mice, the cages of pregnant animals were inspected daily, and any 

dead pups were removed. The dead pups were genotyped, and they were all found homozygous 

for the deletion, indicating late-gestation lethality and the inability of producing homozygous 

viable mice. As to the point mutation model, there was no living or dead pup with the mutation 

on both alleles, suggesting early embryonic lethality. On the other hand, screening the intestine 

and liver of living adult mice revealed half level of Sar1b gene and protein expression in 

heterozygous mice compared to WT mice (Figure 2A-2D).  

Anthropometric and biochemical analyses of Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice 

No marked changes were noted in energy intake, body weight and weight of various tissues 

(Figure S1) as well as the plasma glucose and insulin concentrations (Figures 3A and 3B) in 

genetically modified male and female Sar1b mice. However, plasma lipid profile analysis showed 

a significant drop of TG, CHOL and HDL-C (Figures 3C-E) levels with an increase in non-HDL-C 

(Figure 3F).  

In vivo intestinal fat absorption as a function of Sar1b heterozygosity 
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To examine the effects of genetic Sar1b modifications on lipid absorption, plasma TG 

concentrations were measured at different time points after the olive oil intragastric 

administration (Figures 4A and 4B). Compared to controls, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice had a 

reduced plasma TG concentration, and the severity of fat malabsorption was more striking in 

Sar1bmut/+ mice (Figure 4C). A similar trend was noticed with [14C]-triolein gavage, thereby 

confirming defective intestinal TG transport (Figure 4D). 

Furthermore, the quantification of lipid content in CM revealed lower TG (Figure 4E) and total 

CHOL (Figure 4F) content, indicating depressed CM output in genetically modified Sar1b mice. A 

similar modulation was observed with [14C]-triolein treatment (Figure 4G), suggesting the inability 

of Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice to export alimentary lipids in the form of CM. Finally, we 

examined the intestinal fat malabsorption by the estimation of lipids following stool collection. A 

significant increase in fecal TG was detected in Sar1bmut/+ compared to control mice (Figure 4H). 

Nevertheless, only a marginal fat augmentation was noted in Sar1bdel/+ mice. Therefore, there is 

a consistent evidence that Sar1b genetic modification results in defects in intestinal lipid transport 

due to inefficient CM formation, particularly in Sar1bmut/+ mice. 

Genetic alteration of Sar1b in mice impairs key players of intestinal CM assembly and HDL 

biosynthesis 

Findings above pointed out perturbations in CM output as a result of Sar1b disruption. The next 

logical step was to determine whether Sar1b defects had an impact on critical proteins for CM 

assembly (Apo B and MTTP) as well as HDL biosynthesis (Apo A-I and ABCA1). We therefore 

analyzed their protein and gene expressions in intestinal and liver tissues. Figure 5 documents a 

significant reduction of Apo B and MTTP (Figure 5A) with no apparent differences in Apo A-I and 

ABCA1 (Figure 5B) protein expression in the small intestine of Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice. In 

contrast, the gene expression displayed a significant drop of Apo A-I and ABCA1 without changes 

in Apo B and MTTP mRNA levels (Figure 5C). Moreover, analyzes of liver tissues of Sar1bmut/+ and 

Sar1bdel/+ mice showed a significant decrease in ABCA1 protein mass (Figure 5E) and an increase 

in Apo B and ABCA1 mRNA expression (Figure 5F) without modulation of other key proteins.  

Intestinal and liver lipid content following fat load 
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Since genetic Sar1b modifications affected intestinal fat absorption through abnormal CM output, 

lipid retention was assessed in the small intestine and liver. An increase was observed in TG 

(Figure 6A), total CHOL (Figure 6B) and radioactivity (Figure 6C) in the gut of Sar1bmut/+ and 

Sar1bdel/+ mice with a more marked difference in Sar1bmut/+ mice. As for the liver, only Sar1bmut/+ 

mice showed a total CHOL accretion (Figures 6D and 6E). The biochemical TG results were 

corroborated by histopathological hematoxylin-eosin staining in the intestine (Figures 6F-6H) and 

the liver (Figures 6I-6K). 

Sar1b heterozygosity altered intestinal but not liver lipid metabolism 

CRD is highly characterized by impaired intestinal fat transport due to the limitation of CM 

assembly and secretion, and we hypothesized that Sar1b deficiency may lead to disturbed lipid 

homeostasis in the gastrointestinal tract. To this end, the protein and gene expressions of key 

factors in lipid metabolism were analyzed. Our data revealed a plausible enhancement of FA β-

oxidation in the intestine via the upregulation of the mitochondrial enzymes ACADL and CPT1a 

(Figure 7A) as well as the protein mass of the powerful transcription factors PPAR-α and PGC-1α, 

responsible for the modulation of FA homeostasis. (Figure 7A). On the other hand, AMPKα, 

pAMPKα and pACC (Figure 7B) were conversely modulated in the small intestine of Sar1bmut/+ and 

Sar1bdel/+ mice. This was supported by the diminution of SREBP-1 gene expression in the intestine 

of genetically modified mice (Figure 7C), pointing out a decline in the lipogenesis process. With 

respect to the liver, no drastic alterations were noticed either in the protein or mRNA levels of 

both genetic mouse models (Figures 7D-7F).  
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4. DISCUSSION 

As remarkable progress in genetic manipulation allows the generation of powerful animal models 

for understanding the pathogenesis and modelling of human disease, we followed the same 

experimental strategy to probe and decipher various aspects of CRD. Using the genome-editing 

CRISPR-Cas9 approach, we generated two mutant mice, one with the deletion and the other with 

a point mutation of the Sar1b gene. Our first finding was that genetic modification of mouse Sar1b 

results in embryonic lethality of homozygotes, pointing out the essential role of Sar1b in mouse 

embryonic development. In a second step, we demonstrated that disrupting only one Sar1b allele 

causes significant lipid intestinal malabsorption because of CM secretion failure, which 

establishes the cause-effect association of Sar1b defects and CRD. Subsequently, viable 

heterozygotes exhibit a decrease in the intestinal protein expression of Apo B and MTTP, 

presumably contributing to the decrease of CM output. Further experiments showed 

perturbations of lipid homeostasis (e.g. high β-FA oxidation and low lipogenesis) as a 

consequence of Sar1b abnormalities. Besides, defective Sar1b lowers HDL-C biogenesis by 

affecting mRNA expression of Apo A-I and ABCA1 in the intestine. Another highlight of the present 

study includes the little effect of Sar1b alterations on the liver (compared to the intestine), 

During our analysis of the genotype of 21-day-old mice from heterozygote crosses, we noted a 

total absence of homozygous mice, which is not consistent with the 1:2:1 Mendelian frequency 

ratios of WT: heterozygotes: homozygotes. The reason for the deficiency of homozygotes is 

certainly related to embryonic lethality as was the case for homozygous mouse models of Apo B 

and MTTP mutations (31, 32). Such studies have pointed to the possibility of deficient yolk sac 

lipoprotein production, which may reduce the delivery of lipid nutrients to the developing embryo 

at a critical developmental period. Still others cited neurodevelopmental abnormalities, which 

are characterized by exencephalus and hydrocephalus (32, 33) or defects in erythropoiesis, 

known to lead to mid gestational embryonic death (34). But regardless of the etiopathogenesis, 

homozygous mouse models of hypobetalipoproteinemia, abetalipoproteinemia and CRD share 

embryonic lethality, which emphasizes the critical importance of their respective proteins Apo B, 

MTTP and Sar1b. Whether homozygous Sar1b-/- mice are not viable because of a defect in 
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embryonic brain development deserves complementary studies. It has already been known that 

Sar1b is abundant in the brain and its deletion in zebrafish embryos cause absence of neuroD-

positive neurons (21). On the other hand, Sar1b knockdown in the developing cerebral cortex 

impedes the radial migration and axon elongation of the cortical neurons in mice (22). It remains 

important to determine the contribution not only of intestinal lipid malabsorption to neuronal 

disorders, and vice versa, but also the influence of each on embryogenesis processes. Efforts are 

also required to understand the reasons why mice fail to give birth to homozygotes with defective 

Sar1b when humans have this ability. Definitely, further research is warranted to investigate the 

gestational age and mechanisms of embryonic lethality in our two Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice.  

The difference in lethality between mice and humans is intriguing. This divergence has already 

been observed in other congenital intestinal fat malabsorption such as hypobetalipoproteinemia 

and abetalipoproteinemia (31, 35). Furthermore, the species heterogeneity was as well noted in 

a plethora of additional diseases (36-38). Although the causes are still poorly understood, 

plausible explanations may be proposed. First of all, it has been reported that human and mice 

exhibit considerable differences in development and morphology (e.g. gastrulation and 

neurulation) (39, 40). Even global expression profiling in physiological and pathophysiological 

conditions indicated changes in genetic programs behind significant human–mouse differences 

in embryogenesis (39). 

Another meaningful point is the important differences in the distinctive role of the yolk sac 

between mice and human. In mice, the secretion of Apo B-containing lipoproteins from the yolk 

sac is essential for the survival of the embryo (41), since the deletion of ApoB and MTTP causes 

embryo death and high accumulation of lipids in the yolk sac (31, 35), which is not the case for 

humans. Even though the placenta can secrete Apo B-lipoproteins and the yolk sac do express 

Apo B (42, 43), the absence of lipoprotein formation is not lethal in humans since TGs are available 

to the fetus from other sources (44). In fact, the yolk sac in humans, compared to mice, is a 

rudimentary organ that rapidly loses its nutritional functions in the early embryogenesis, but FAs 

bound to albumin can cross the placental barrier by diffusion (45). Another possible difference 

between mice and humans refers to the significant role of Sar1b in the brain of mice (22). Finally, 

it is possible that Sar1b activity is pivotal given in mice given the limited compensation by its Sar1a 
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isoform, contrary to human (19). Accordingly, Sar1a gene expression increases in the intestine of 

CRD patients (15). 

RT-qPCR and Western blot were used to confirm heterozygosity by evaluating Sar1b mRNA and 

protein mass in intestinal and hepatic tissue samples. As expected, Sar1b gene and protein 

expressions in Sar1bdel/+ mice showed about half the value of control WT mice. However, even if 

we anticipated no changes in Sar1b gene and protein expressions in the framework of testing 

mice with the point mutation, we surprisingly noticed that the protein expression was reduced 

by half. Our assumption is that the point mutation promoted Sar1b protein instability and 

proteasomal degradation. It is possible that the point mutation led to inappropriate Sar1b protein 

folding, which was monitored through the ER quality control mechanisms, leading to ER-

associated protein degradation (46, 47). Noteworthy, misfolded proteins are eliminated after 

being recognized, retro translocated into the cytosol, polyubiquitinated and then extracted from 

the ER membrane to be degraded in the cytosol by the ubiquitin/proteasomal system (48). In 

particular, genetic mutations of secretory proteins result in their accumulation in the ER lumen 

followed by premature ER associated protein degradation, a strategy largely implicated in various 

pathologies such as hereditary haemorrhagic telangiectasia type 2 (49, 50). Such observations 

have been reported in tumoral calcinosis where the missense mutation of KL1 gene led to a 

change from histidine to arginine, thereby destabilizing the glycosides catalytic domain while 

lessening KL1 protein production (51). A similar metabolic protein fate was also observed in PTEN 

mutants and Miller syndrome (52). 

We decided to use 12-week-old mice because we wanted to avoid experiments with old mice 

since CRD begins in the earliest months and years of life. In fact, there were only 4 adults among 

the 62 very young patients reported in the literature (13, 53). These adults must certainly have 

escaped an early and precise diagnosis despite their symptoms. Importantly, the characteristic 

CRD phenotypes were already apparent in 12-week-old mice (25). It is also important to note that 

many studies on congenital fat malabsorption diseases (e.g. hypobetalipoproteinemia and 

abetalipoproteinemia) used animal mouse models of the same age (32, 42, 54-56). 
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Packaging of intestinal CM and hepatic VLDL has been the subject of intense research over the 

last four decades. Their assembly has in common several key proteins and critical processes. First, 

Apo B provides the structural framework for their formation, but CM contains Apo B-48, 

representing 48% of the Apo B-100 within hepatic VLDL. Second, the resident endoluminal ER 

protein MTTP physically transfers the lipid components to the nascent Apo B to initiate the 

assembly of CM and VLDL, which then undergo progressive modification and vesicular transport 

to the Golgi apparatus. Third, the translocation of CM and VLDL to the Golgi requires Sar1b 

protein to initiate vesicle formation for COPII-dependent transport to the Golgi. Fourth, 

mutations in Apo B, MTTP and Sar1b completely interrupt initiation stages of pre-CM and VLDL 

formation in the case of the two former genes and blocks the maturation and exit of CM from the 

ER towards the Golgi in the case of the last gene. Therefore, congenital defects lead to intestinal 

fat malabsorption and VLDL delivery failure. However, unexpectedly, only sporadic and very 

limited steatosis was noticed in few CRD patients despite Sar1b aberrations (2, 18, 57). Moreover, 

contrary to the total absence of small intestine-derived CM in CRD in response to a fat meal test, 

the level of VLDL of hepatic origin was similar to that of control human participants. In line with 

these observations, our two Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mouse models display a similar behaviour in 

view of little liver damage. Indeed, no significant hepatic lipid accumulation and abnormal lipid 

metabolism were observed despite genetically modified Sar1b. Nevertheless, the little impact of 

Sar1b mutations on VLDL delivery by the liver of CRD patients and mice compared to McArdle-

RH7777 hepatocytes (20) is an intriguing issue, which needs clarifications in future investigations.  

As mentioned above, our Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mouse models recapitulated intestinal fat 

malabsorption and CM secretion defects, which are the most dominant features of CRD patients. 

Probably, these mutations disable the formation of COPII and thus block the transport of CM from 

the ER to the Golgi complex, resulting in an increased deposition of lipids in the mucosal cells of 

the proximal small intestine and, hence, decreased plasma lipids concentration. Interestingly, 

Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice displayed intestinal depletion of MTTP and Apo B protein 

expression, which may contribute to fat malabsorption. This is consistent with the decreased Apo 

B protein expression in response to Sar1b gene silencing in Caco-2/15 cells recently reported, 

using the zinc finger nuclease technique (19). It is necessary to investigate whether the 
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accumulation of defective Sar1b protein induces ER stress, which triggers the ubiquitin-

proteasome system with a potency to degrade Apo B (58, 59). 

The finding of HDL-C decline, in our genetically Sar1b modified mice, led us to examine Apo A-I 

and ABCA1, two critical proteins for early HDL biogenesis. As well established, newly secreted Apo 

A-I is lipidated by phospholipids and CHOL, primarily stimulated by membrane protein ABCA1 at 

the cell surface (60, 61). In our experiments, the low gene expression of Apo A-I and ABCA 1 in 

the gut resulted in low levels of HDL-C in CRD animals. These results not only confirm the data 

previously obtained in intestinal Caco-2/15 cells in response to Sar1b deletion (2, 23, 57) but 

might explain the severely reduced CHOL content of the HDL fraction of CRD patients (7, 57). A 

reduction in Apo A-1 and HDL secretion was also observed in patients with a deletion of Apo B 

(62), and MTTP (63), but the mechanisms are still unknown. Whether increased catabolism of Apo 

A-I and HDL constitute an additional mechanism for the low HDL-C levels might be an avenue to 

explore further.  

In conclusion, we have established two novel animal models that recapitulate various features of 

congenital CRD, including CM secretion failure, hypocholesterolaemia and 

hypoalphalipoproteinemia (low HDL levels). In addition, among the mouse model disturbances 

that could not be scrutinized in humans given the limitation of tissues, we have noticed 

perturbations in lipid homeostasis, such as FA β-oxidation and lipogenesis, due to abnormal status 

of powerful transcription factors. In addition, the liver did not display the same metabolic 

behaviour as the intestine despite the defect in its intrinsic Sar1b gene. Another central finding 

of our study is related to embryonic lethality of homozygous mice with Sar1b genetic defects as 

the breeding of heterozygous mice yielded no viable homozygotes, which indicates the essential 

role of the Sar1b protein in mouse embryonic development.   
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5.2.2 TABLES 

Table 1: Results of heterozygous mice breeding 

  Sar1b genotype 

Genotypes of offspring from intercross of heterozygous Sar1bdel/+ mice 

Mating Total 

pups 

+/+ del/+ del/del 

Intercross ( C57BL/6del/+ x 

C57BL/6del/+) 

57 18 (32%) 32 (56%) 7* (12%) 

Intercross ( sv129del/+ x sv129del/+) 11 7 (64%) 4 (36%) 0 

Genotypes of offspring from intercross of heterozygous Sar1bmut/+ mice 

Mating Total 

pups 

+/+ mut/+ mut/mut 

Intercross ( C57BL/6mut/+ x 

C57BL/6mut/+) 

69 13 (19%) 56 (81%) 0 

Intercross ( sv129mut/+ x 

sv129mut/+) 

14 7 (50%) 7 (50%) 0 

The predicted proportions of Sar1b genotypes (del/+; del/del) and (mut/+; mut/mut) for 

intercrosses are 25:50:25 but they are distorted in this case because of embryonic lethality and 

cannibalism of dead pups. * pups were dead at birth. 
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5.2.3 FIGURES 

 

FIGURE 1 Targeted disruption and point mutation of Sar1b gene. (A) Map of the Sar1b locus 

together with the targeted disruption of Sar1b strategy. Exons (blue filled boxes), introns (thin 

line) and start of the Sar1B ORF (arrow) are indicated. CRISPR-Cas9 was successfully used to ablate 

Sar1b exon 2 using crRNA_Up1 ACAACAAGTCCCTGTTACCCAGG, crRNA_Up2 

TAGATGAGGTTCTATCAGCC, crRNA_Dn1 AAATCACGTAATCGTAGGCCAGG and crRNA_Dn2 

TACGATTACGTGATTTCAAGAGG. (B-C) Genotyping for deletion and zygosity. Analysis of gene-

targeting events was performed by PCR assay of purified genomic DNA demonstrating wild type, 

heterozygous and homozygous mice for the Sar1b KO mutation. Wild type (+/+) mice typically 

exhibit an intense 439 bp fragment while a supernumerary 275 bp fragment, only present in 

homozygous (-/-), is distinguishable in heterozygous (+/-) mice. (D) Map of the Sar1b locus 

together with the targeted point mutation of Sar1b strategy. Exons (blue filled boxes), introns 

(thin line) and start of the Sar1b ORF (arrow) are indicated. CRISPR-Cas9 was successfully used to 

introduce a d.409G. to a nAsp137Asn (arrow) mutation in Sar1b. The 405 bp-sequence 

encompassing the point mutation, was amplified by PCR with forward primer: 

GACTGAGTCCTTGGCTATTTGG, and reverse primer: CCTTTCTTAAGCTGGGTATGGA. The 

chromatograms compare the original sequence from gene bank (NM_025535.2) with the ones of 
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a wild type mouse and a D137N point mutation. Introducing the mutation (CG to TA) introduced 

a MseI restriction site without affecting the isoleucine amino acid and has mutated the aspartic 

acid amino acid to an asparagine in position 137. (B-C) Genotyping for deletion and zygosity. 

Analysis of gene-targeting events was performed by PCR assay of purified genomic DNA 

demonstrating wild type, heterozygous and homozygous mice for the Sar1b KO mutation. Wild 

type (+/+) mice typically exhibit an intense 439 bp fragment while a supernumerary 275 bp 

fragment, only present in homozygous (-/-), is distinguishable in heterozygous (+/-) mice. (D) Map 

of the Sar1b locus together with the targeted point mutation of Sar1b strategy. Exons (blue filled 

boxes), introns (thin line) and start of the Sar1b ORF (arrow) are indicated. CRISPR-Cas9 was 

successfully used to introduce a d.409G. to a nAsp137Asn (arrow) mutation in Sar1b. The 405 bp-

sequence encompassing the point mutation, was amplified by PCR with forward primer: 

GACTGAGTCCTTGGCTATTTGG, and reverse primer: CCTTTCTTAAGCTGGGTATGGA. The 

chromatograms compare the original sequence from gene bank (NM_025535.2) with the ones of 

a wild type mouse and a D137N point mutation. Introducing the mutation (CG to TA) introduced 

a MseI restriction site without affecting the isoleucine amino acid and has mutated the aspartic 

acid amino acid to an asparagine in position 137. 

 

FIGURE 2 Protein expression of Sar1b in the small intestine and liver of Sar1bmut/+, and 

Sar1bdel/+ mice. Wild type, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were fed 

ad libitum with a conventional chow diet for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted 6 

hours and their tissues were flash frozen. Sar1b (A and C) gene and (B and D) protein expressions 

were assessed by RT-qPCR and Western blot, respectively, in the intestine and liver. Results 

represent the means ± SEM of 4-6 mice in each group. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs. 

wild type mice (Ctrl). 
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FIGURE 3 Consequences of Sar1b mutation and deletion on biochemical parameters.  Wild 

type, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were fed ad libitum with a 

conventional chow diet for 1 week. Before the sacrifice, mice were fasted for 6 hours, followed 

by the recovery of 50 µL of blood from the tail vein. Fasting plasma (A) glucose, (B) insulin, (C) 

triglycerides, (D) total cholesterol and (E) HDL-cholesterol concentrations were determined as 

described in the Materials and Method section. (F) Non-HDL-cholesterol was also calculated. 

Results represent the means ± SEM of 10-13 mice in each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 

vs. wild type mice (Ctrl). 
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FIGURE 4 Intestinal fat absorption in Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice. Wild type, Sar1bmut/+ 

and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were fed ad libitum with a conventional chow 

diet for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted 6 hours and then were given 200 µL of 

olive oil and 4 µCi [14C]-triolein by oral gavage. Ten minutes later, mice were peritoneally injected 

with 1 mg/kg of Pluronic F-127 to inhibit lipoprotein lipase-induced chylomicron catabolism. 

Blood was taken at 60-, 90- and 120-minute time points. Plasma (A, B) triglycerides and (C, D) 

radioactivity derived from the labelled [14C]-triolein were determined as described in the 

Materials and Method section. At 120 minutes, chylomicrons (CM) content was determined by 

ultracentrifugation. (E) Triglycerides, (F) Total cholesterol and (G) CM scintillation counts were 

analyzed in this fraction. Finally, feces were dried and (H) triglycerides were measured as 

described previously. Results represent the means ± SEM of 10-13 mice in each group. *P<0.05, 

**P<0.01, ****P<0.0001 vs. wild type mice (Ctrl). 
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FIGURE 5 Sar1b genetic defects impair key players of intestinal chylomicron assembly and 

HDL biosynthesis. Wild type, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were 

fed ad libitum with a conventional chow diet for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted 

6 hours and then were given 200 µL of olive oil and 4 µCi [14C]-triolein by oral gavage. Intestinal 

and liver tissues were collected. Protein expressions of (A, D) Apo B, MTTP, (B, E) Apo A1 and 

ABCA1 were analyzed by Western blot in the intestine and liver tissues, respectively. The gene 

expression was also assessed in (C) the intestine and (F) liver by RT-qPCR as described in the 

Materials and Method section. Results represent the means ± SEM of 3-6 mice in each group. 

*P<0.05, **P<0.0 vs. wild type mice (Ctrl). 
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FIGURE 6 Effect of Sar1b genetic defects on intestinal and hepatic lipid accumulation. Wild 

type, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were fed ad libitum with a 

conventional chow diet for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted 6 hours and then were 

given 200 µL of olive oil and 4 µCi [14C]-triolein by oral gavage. (A, D) triglycerides and (B, E) total 

cholesterol were extracted from the gut and liver, and the same for (C) radioactivity derived from 

the labelled [C14]-triolein. They were all analyzed as described in the Materials and Method 

section. Finally, monographs of histology with hematoxylin-eosin were analyzed and expressed in 

the (F, G, H) intestine and (I, J, K) liver. The red arrow indicates the presence of numerous lipid 

droplets. Results represent the means ± SEM of 10-13 mice in each group. *P<0.05, **P<0.01 vs. 

wild type mice (Ctrl). 
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FIGURE 7 Impact of Sar1b genetic defects on intestinal and liver lipid metabolism. Wild 

type, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ female and male mice (9-11 weeks) were fed ad libitum with a 

conventional chow diet for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted 6 hours and then were 

given 200 µL of olive oil and 4 µCi [14C]-triolein by oral gavage. Protein expression of important 

markers of (A, B) fatty acid β-oxidation (ACADL, CPT1a, PGC1α and PPARα) and (D, E) lipogenesis 

(ACC, P-ACC, AMPKα and P-AMPKα) were analyzed in the intestine and liver by Western blot as 

described in the Materials and Method section. The gene expression was also assessed in (C) 

intestine and (F) liver by RT-qPCR as described in Materials and Method section. Results represent 

the means ± SEM of 3-6 mice in each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. wild type mice 

(Ctrl). 
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5.2.4 SUPPLEMENTARY DATA 

Materials and methods 

Generation of Sar1b KO (Sar1bdel/+) and mutated (Sar1bmut/+) mice 

Embryos were produced from C57BL/6N mice (Charles River Laboratories), and CD-1 female mice 

served for embryo transfer. The CD-1 line is robust and largely used for genetic experiments 

because of their efficient breeding and large litter sizes. All animal care and procedures performed 

in this study were approved by the Research Center platform of the Centre Hospitalier de 

l’Université de Montréal (CRCHUM) animal care committee in accordance with the guidelines 

from the Canadian Council on Animal Care in science (CCAC).  

Preparation of CRISPR-Cas9 electroporation mixes (Sar1bdel/+) 

The Cas9 protein (Integrated DNA technologies (IDT, # 1081058), custom crRNA (IDT, Alt-

RTMcrRNA) and generic tracrRNA (IDT # 1072533) were prepared as previously described. Briefly, 

CRISPR RNA-Trans-activating CRISPR RNA complex paired-guide RNA (pgRNA) was formed by 

mixing an equimolar ratio of the aforementioned components, which were incubated 5 minutes 

at 95°C and allowed to cool down to room temperature (10 minutes). The Cas9 Ribonucleoprotein 

(Cas9 RNP) complex was assembled by incubating 20 μmoles of Cas9 protein with 20 μmoles of 

assembled pgRNA for 10 minutes at room temperature. The RNP complexes were then combined 

in 20 μl Opti-MEM at a final concentration of 4 μM (ThermoFisher Scientific #31985070).  

Preparation of CRISPR-Cas9 electroporation mixes (Sar1bmut/+) 

The Cas9 RNP complex was assembled as previously described. Briefly, Cas9 protein (80 μmoles) 

was incubated with assembled pgRNA (80 μmoles) and incubated for 10 minutes at room 

temperature. The RNP complex was then combined in 20 μl Opti-MEM at a final concentration of 

4 μM (Thermo Fisher Scientific # 31985070) along with 10 μM of repair template (custom 

Ultramer ssDNA, IDT). 

Zygote preparation 
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Prepubescent 3 weeks old C57BL/6 females were superovulated 67 hours prior zygote collection 

by 5 IU intraperitoneal administration of pregnant mare serum gonadotrophin (Genway Biotech 

Inc, GWB-2AE30A) followed 47-48 hours later with 5 IU of human chorionic gonadotrophin 

(Sigma-Aldrich, CG10-1VL) before being bred. Fertilized 1-cell stage embryos were collected and 

kept in embryomax KSOM advance media (Millipore Sigma) at 37°C under 5% CO2 until 

electroporation.  

Electroporation procedure 

Briefly, 1-cell embryos were washed in batch of 50 through 5 drops of M2 media before being 

rinsed in a single drop of Opti-MEM. The embryos were then transferred to the 20 ul 

electroporation mix. The solution was then transposed to a pre-warmed 1-mm cuvette (BioRad). 

Electroporation was carried out using a Gene Pulser XCell electroporator with the following 

conditions: 30V, 3 ms pulse duration, 2 pulse 100 ms interval. Electroporated embryos were 

recovered from the cuvette and washed in three drops of embryomax KSOM advance media 

before being incubated a least one hour at 37°C under 5% CO2 prior implantation in 

pseudopregnant females. Surviving embryos, up to the 2-cell stage, were implanted in pseudo 

pregnant females (0.5 dpc).  

Genotyping   

Briefly, ear biopsies from 21-day old mice were digested in MyTaq Extract PCR kit according to 

the manufacturer (Bioline, # BIO-21126). PCR amplification was performed using the high-fidelity 

enzyme Q5 from New England Biolab (# M0530L) with locus specific primers (Sar1bdel/+): 

[(CATCACACATGGCTCTTCATTT and TGATGTGCTCAGTTCAGTCCTT, and 

ACTTCGGCTTTGCTCTTTGTAG and AAAGGCTTCACCTCTCCATACA)]; (Sar1bmut/+): 

[(GACTGAGTCCTTGGCTATTTGG and CCTTTCTTAAGCTGGGTATGGA)]. PCR products were gel-

electrophoresed to assess for zygosity through visualization of specific bands and the desired 

mutation presence was confirmed by sequence alignment using the Snapgene software. 

Western blot 

Table 2 : List of all antibodies with their corresponding dilution and compagny 
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 Dilution Compagny 

ACC 1/1000 Cell signaling 

CPT1a 1/1000 Cell signaling 

FAS 1/1000 Cell signaling 

AMPKα 1/1000 Cell signaling 

pAMPKα 1/1000 Cell signaling 

GAPDH 1/1000 Abcam 

ABCA1 1/1000 Abcam 

ApoA1 1/5000 Abcam 

PGC1α 1/1000 Abcam 

MTTP 1/1000 Thermo Fisher Scientific 

ACADL 1/1000 Thermo Fisher Scientific 

PPARα 1/1000 Cayman Chemical 

pACC 1/1000 Millipore 

ApoB 1/1000 Sigma-Aldrich 

β-actin 1/250000 Sigma-Aldrich 

  

RNA extraction and qPCR analysis 

Table 3: List of all primers used for qPCR analysis 

 Primers 

ApoB Forward: 5-TGAATGCACGGGCAATGA-3 

 Reverse: 5-GGCATTACTTGTTCCATGGTTCT-3 

MTTP Forward: 5-ATGATCCTCTTGGCAGTGCTT-3 

 Reverse: 5-TGAGAGGCCAGTTGTGTGAC-3 

ApoA1 Forward: 5-CCACACCCTTCAGGATGAAAG-3 

 Reverse: 5-TGGCTCCCTGTCAGGAAGAC-3 

ABCA1 Forward: 5-AGGGTTTCTTTGCTCAGATTGTC-3 
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 Reverse: 5-TGCCAAAGGGTGGCACA-3 

SREBP1 Forward: 5-GACCCTACGAAGTGCACACA-3 

 Reverse: 5-TCATGCCCTCCATAGACACA-3 

ACC Forward: 5-TGGCTTCTCCAGCAGAATTT-3 

 Reverse: 5-AGATCGCATGCATTTCACTG-3 

 

 

Figure S1: Impact of Sar1b deletion and mutation on body weight, food intake and weight of 

several organs. After weaning, wild type (Ctrl), heterozygous Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice were 

fed ad libitum with a conventional chow diet. (A) Body weight and (B) food intake was recorded 

every day for 1 week. Prior to the sacrifice, mice were fasted for 6 hours followed by an oral 

gavage of olive oil (200µL). (C) Total adipose tissue, (D) stomach, (E-G) small intestine, (H-I) colon, 

(J) liver, (K) heart and (L) brain tissues were weighted. Results represent the means ± SEM of 10-

13 mice (9-11 weeks old) in each group.  
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5.5 Article 3 

The high-fat diet highlights the impact of genetic Sar1b defects on lipid profile, lipoprotein 
composition, tissue cholesterol metabolism, and ER stress 

 

Nickolas Auclair, Alain Sané, Lena Ahmarani, Nour-EL-Houda Ould-Chikh et Emile Levy 

 

Article en préparation 

 

 

Cet article répond aux objectifs spécifiques 2.1, 2.2, 2.3, 2.5 et 2.6  
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5.3.1 MAIN TEXT OF THE ARTICLE 

The high-fat diet highlights the impact of genetic Sar1b defects on lipid profile, lipoprotein 

composition, tissue cholesterol metabolism and ER stress 

Nickolas Auclair1,2, Alain T. Sané1, Léna Ahmarani1,3, Nour-El-Houda Ould-Chikh1 and Emile 

Levy1,2,3* 
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Short Title: Sar1b genetic change affects lipid metabolism under an high-fat diet 

 

 

Address for correspondence: *Dr. Emile Levy 

 GI-Nutrition Unit 

 CHU Sainte-Justine 

 3175 Ste-Catherine Road #4.17.005 

 Montreal, Quebec, Canada, H3T 1C5 

 Tel.: (514) 345-7783 

  

 

Abbreviation list: 

ATF6: Activating transcription factor 6; CE: Cholesteryl ester; CHOL: Cholesterol; CM: 
Chylomicron; COPII: Vesicular coat protein complex II; CRD: Chylomicron retention disease: FC: 
Free cholesterol; GPR78: G protein-coupled receptor 78; HFD: High-fat diet; IRE1: Inositol-
requiring enzyme 1; MTTP: Microsomal triglyceride transfer protein; NPC1L1: Niemann–Pick C1-
like 1; PERK: Protein kinase RNA-like ER kinase; PL: Phospholipids; SFA: Saturated fatty acids; SR-
B1: Scavenger receptor, class B type 1; TG: Triglycerides  
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ABSTRACT 

Background: Biallelic pathogenic variants of the Sar1b gene cause chylomicron retention disease 

(CRD) whose central phenotype is the inability to secrete chylomicrons (CM). Patients with CRD 

experience numerous clinical symptoms such as gastrointestinal, hepatic, neuromuscular, 

ophthalmologic and cardiological abnormalities. Recently, the production of mice expressing 

either a targeted deletion or mutation of Sar1b recapitulated biochemical and gastrointestinal 

defects associated with CRD. Objective: The present study was conducted to better understand 

little-known aspects of Sar1b mutations, including mouse embryonic development, lipid profile 

and lipoprotein composition in response to high-fat diet (HFD), gut and liver cholesterol 

metabolism, sex-specific effects, and genotype-phenotype differences. Results: Sar1b deletion 

and mutation produce a lethal phenotype in homozygous mice, which display intestinal lipid 

accumulation without any gross morphological abnormalities. On HFD, mutant mice exhibit more 

marked decreases in body, adipose tissue and liver weight, plasma cholesterol and non-HDL 

cholesterol, and polyunsaturated fatty acids compared to those on regular Chow diet. 

Divergences were also noted in lipoprotein lipid composition, lipid ratios (serving as indices of 

particle size) and lipoprotein-apolipoprotein distribution. Sar1b defects significantly reduce 

cholesterol accumulation in the gut while altering key players in cholesterol metabolism such as 

reducing gene expression of NPC1L1, SR-B1, and LDLr, and increasing expression of LXRα, ABCA1 

HMG-CoAr, PCSK9, and MTTP. Interestingly, variations are observed between males and females, 

with males being more likely to gain weight and develop cardiometabolic complications under 

HFD, whereas females are better protected. In addition, Sar1b mutant mice were more inclined 

than KO mice to be significantly different from their control counterparts in all aspects discussed 

above. Conclusions: Overall, our results with the mutant mice reveal the importance of Sar1b in 

several biochemical aspects such as lipid disorders, metabolic aspects such as cholesterol 

metabolism, and embryo developmental processes. 

Keywords: Chylomicrons, intestine, cholesterol absorption, dyslipidemias, triglycerides 
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1. INTRODUCTION 

Lipid transport and metabolism are complex processes, but the development of cellular and 

molecular tools over the past two decades has greatly advanced our knowledge of the critical 

players and pathways involved. The two organs responsible for transporting hydrophobic lipids in 

the form of large macromolecules, known as lipoproteins, are the intestine and liver (1-4). While 

dietary lipids are assembled with apolipoproteins (Apos) in the enterocytes to form chylomicrons 

(CM), endogenous lipids are complexed with Apos to generate very-low-density lipoproteins 

(VLDL). Both CM and VLDL are composed of a central lipid core consisting of triglycerides (TG) and 

cholesteryl ester (CE), which is surrounded by a free cholesterol (FC), phospholipid (PL) and Apo 

outer shell.  

The biogenesis of CMs and VLDLs definitely requires the presence of critical proteins in the 

endoplasmic reticulum (ER) of both the enterocyte and hepatocyte. Investigation of genetic 

disorders, such as abetalipoproteinemia and hypobetalipoproteinemia, have been of immense 

support in defining the indispensable role of microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) and 

Apo B (B-48 for the gut and B-100 for the liver), respectively (5-9). A third congenital disorder, 

called chylomicron retention disease (CRD), has been identified subsequently, and is caused by 

mutations in the Sar1b gene, coding for a GTPase of the Ras superfamily. The Sar1b protein 

product is a part of the vesicular coat protein complex II (COPII), forming a shell around the 

vesicles that transport CM cargo in the secretory pathway (10, 11). It has been suggested that the 

Sar1b mutations inhibit CM trafficking between the ER and Golgi, resulting in CM secretion, thus 

causing vitamin and essential fatty acid deficiency in patients.  

Quite recently, we generated a mouse expressing either a targeted deletion or mutation of 

human Sar1b using the CRISPR-Cas9 system (3). Heterozygous mice recapitulated the 

gastrointestinal abnormalities observed in CRD patients, including fat intestinal malabsorption, 

steatorrhea, CM secretion failure, hypocholesterolemia and hypoalphalipoproteinemia (12). 

Moreover, these genetically modified Sar1b mice exhibited disturbed intestinal lipid homeostasis 

as reflected by elevated fatty acid β-oxidation and diminished lipogenesis in association with 

powerful transcription factors (12).  
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Despite great achievements accomplished to date, additional efforts are still necessary to 

improve our understanding of CRD disorders, at least by tapping the potential of animal models. 

Among the aspects that need to be clarified, there are the following questions: (i) What is the 

importance of Sar1b in mouse embryonic development, and may lethality of homozygous 

embryos be explained by abnormal phenotypes?; (ii) How do heterozygous mice respond to a 

high-fat diet in terms of lipid profile and lipoprotein composition?; (iii) Do genetic Sar1b defects 

affect cholesterol (CHOL) metabolism in the gut and liver?; (iv) Does disruption of Sar1b 

contribute to sex disparities?; and (v) Are mice carrying targeted Sar1b mutation and deletion 

characterized by genotype-phenotype differences? The objective of the present work is precisely 

to focus on these different issues. 
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2. MATERIALS AND METHODS  

Mouse models 

CRISPR-Cas9 technology was used to obtain heterozygous male and female Sar1bdel/+ and 

Sar1bmut/+ mice on a C57BL/6N background. The detailed steps for the generation and 

confirmation of these two mouse models were described previously (12). Briefly, Sar1bdel/+ mice 

were developed by generating a 545-base pair deletion in exon 2 of Sar1b on chromosome 11 

whereas for Sar1bmut/+ mice, a c.409G-to-A (p.D137N) substitution was inserted in exon 2 on 

chromosome 11.  

For embryonic experiments, heterozygous male and female mice (Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+) were 

mated. As soon as a vaginal plug was detected, the female was separated from the male and 

considered pregnant (day E0.5). At E9.5, E13.5 and E18.5, the female was sacrificed by exposure 

to CO2, and the embryos were removed. The intestine, liver and brain of the embryos at E18.5 

were harvested for histology and/or flash frozen for future experiments. Similarly, the yolk sacs 

of E13.5 embryos were also harvested for histology.  

Animal experiments 

Heterozygous mice were fed a chow diet (Teklad 18% protein diet, Harlan Laboratories, Envigo, 

USA) or a high-fat diet (HFD, 60% fat Bioserv F3282, Bioserv, USA) for 8 weeks. Mice were housed 

individually in a controlled environment (22°C and a 12-hour daylight cycle) while food and water 

were given ad libitum. Body weight was measured twice a week. The mice were fasted for 6 hours, 

anesthetized with isoflurane, and sacrificed by heart puncture. Plasma was isolated from blood 

by 10 min centrifugation at 2000 x g, and different organs were removed, flash frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C. All procedures were approved by the Institutional Animal Care 

Committee of the Sainte-Justine Hospital Research Center. 

Biochemical analysis 

Plasma TG, total CHOL and FC were analyzed with commercial colorimetric kits (Wako Diagnostics, 

USA). Insulin was determined with a commercial ELISA kit (Mercodia, Sweden). Blood glucose was 

measured with a glucometer (Contour Next, Bayer, Germany). The index for insulin resistance (IR) 
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(HOMA-IR) was calculated with the formula: insulin (mIU/mL) X glucose (mM))/22.5. HDL-CHOL 

was isolated from plasma by precipitation with polyethylene glycol 6000 and analyzed as 

previously described (12). 

Lipoproteins isolation  

Isolation of VLDL, LDL, and HDL was performed as previously described (13). Briefly, pooled 

plasmas from 3 to 5 mice of the same groups were subjected to sequential gradient centrifugation 

at 4°C in a Beckman LE-80 ultracentrifuge. First, CMs were floated at 25,000 x g for 30 min with a 

SW 55 Ti at a density of 1.006 g/mL (Beckman Coulter, USA). Subsequently, VLDL and LDL were 

isolated at 40 000 x g for 18 h with a Ti 70.1 (Beckman Coulter, USA) at gradients of 1.006 g/mL 

and 1.063 g/mL, respectively. Finally, HDLs were isolated at 1.21 g/mL with the same Ti 70.1 at 

40,000 x g for 48 h. 

Lipoprotein composition and apolipoprotein analysis  

Protein and lipid compositions of each lipoprotein fraction were analyzed. TG, CHOL and FC were 

measured with the same kits specified above. The CHOL ester (CE) moiety was calculated by 

subtracting FC from CHOL. PLs were measured with Bartlett's method (14) while proteins were 

quantified with Bradford's solution (Biorad, USA). 

As for Apo evaluation, lipoprotein proteins were loaded into a 4-20% SDS-PAGE stain-free gel 

(Biorad, USA). Using the Biorad's new Stain-free technology (10), the densitometric distribution 

of Apos on the gels was estimated with the Image Lab software after image acquisition with the 

Chemidoc MP (Biorad, USA). The proportion of Apos was defined as a percent of total Apo 

content. 

Intestinal and liver lipid analysis 

Lipids from approximately 25-30 mg of homogenized jejunum and liver in EDTA buffer were 

overnight extracted in Folch solution (chloroform/methanol, 2:1) at 4°C. Thereafter, the lower 

phase was dried under nitrogen at 50°C and the lipids were resuspended in 400µL of H2O. Total 

TG and CHOL were determined with the same commercial kits. 
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Fatty acid composition 

Plasma fatty acids (FA) were extracted by transesterification as described previously (15). Briefly, 

an internal standard (C19:1) dissolved in hexane:methanol (1:4) and acetyl chloride solution were 

added to plasma (100µL) and heated (100°C) for 1 hour. After cooling, 6% K2CO3 was added to 

the solution that was centrifuged at 3000 x g for 10 min. FAs from the upper phase were separated 

by gas chromatography equipped with a flame ionization detector (7890A, Agilent Technology, 

USA) (15). FAs of the different samples were identified and calculated based on the retention 

times of known FAs standards. The area under the curve of the FAs was calculated with the Agilent 

ChemStation (Agilent Technology, USA). 

Tissue histology 

The specimens of the brains, livers and intestines were fixed in 10% formalin overnight and then 

embedded in paraffin. Sections of liver and intestine (3 µm) and brain (7 µm) were obtained with 

a microtome, stained with hematoxylin-eosin, and examined by light microscopy. Images of the 

stained tissues were captured with a Zeiss Imager A1 and measurements were carried out with 

the axiovision software. The yolk sac was fixed in 10% formalin and embedded with optimal 

cutting temperature (O.C.T.) compound. Tissues were cryo-sectioned (4 µm) with a cryostat and 

stained with hematoxylin and Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA). Total lipid surface area and number 

of particles per microscopic field were assessed with Image J software (NIH, USA) and calculated 

as previously described (16). 

RNA Isolation and RT-qPCR analysis 

Liver and jejunum were homogenized, and RNA was extracted using Trizol reagent according to 

the manufacturer's instructions (Ambion, Thermo Fisher Scientific, USA). RNA concentration was 

measured using a Biodrop spectrophotometer (NanoDrop 8000, Thermo Scientific, USA) while 

the absorbance ratio at 260 and 280 nm was used to determine purity as previously described 

(17, 18). The cDNA was generated by reverse transcription with the All-In-One 5X RT MasterMix 

from Applied Biological Materials (CAN), and gene expression was amplified with PowerUP SYBR 

Green Master Mix (Life Technologies, USA) using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 
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Biosystems, USA). The thermal profile for qPCR was as follows: initial denaturation at 95°C for 10 

minutes, 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 seconds and annealing and extension at 60°C 

for 1 minute. Relative mRNA expression for each gene was obtained by the 2-∆∆CT calculation 

method (19). Primers used for the experiments are listed in the supplementary materials (Table 

S1). 

Statistical analysis 

For the embryonic experiments, data were analyzed by a one-way ANOVA and differences 

between means were determined by the Tukey post hoc test. For the adult mice, a two-way 

ANOVA was used for experiments with diet and genetic background as two independent 

variables. Dunnett's post-hoc multiple comparisons test was chosen to compare our groups with 

their respective controls. GraphPad Prism 8.0 software (GraphPad Software, CA) was used for all 

statistical analyses. Results are presented as means ± SEM and significance is considered at 

P<0.05. 
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3. RESULTS  

Embryonic development and tissue histology of Sar1b-altered embryos 

Murine models for CRD were developed. Both heterozygous Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice were 

phenotypically healthy and fertile. To confirm and extend the data of our recent publication (5), 

these heterozygous mice were intercrossed for several generations. Weaned offspring 

genotyping revealed no viable homozygous Sar1bdel/del  and Sar1bmut/mut mice, suggesting that 

Sar1b defects could cause embryonic lethality (Table 1). To delineate the stage of development 

at which homozygous Sar1b defects induce lethality, we examined embryos at embryonic days 

9.5, 13.5 and 18.5. It was under these conditions that the presence of homozygous embryos 

(Sar1bdel/del and Sar1bmut/mut) was noticed at the three stages of development.  

The morphological examination of the homozygous embryos did not disclose any macroscopic 

abnormalities compared to control embryos (Figure 1a). The Sar1b mutated or deleted embryos 

did not appear growth retarded or less developed. Attention was then shifted to the organs of 

these embryonic homozygotes. The morphology of the brain, liver and intestine of 18.5-day 

embryos revealed to be normal (Figure 2). We then turned to the yolk sac membrane of 13.5-day 

embryos and no apparent lipid alterations were observed following Oil Red O staining (Figure 2), 

and they showed similar localization and labeling of MTTP and ApoB (Figure S1). Nevertheless, 

histology of the intestine showed a marked increase in white vesicles in homozygous mice that 

were not present in controls, which could be attributed to lipid accumulation (Figure 1b). Analysis 

of the histological photos with Image J software confirmed a large and significant increase in total 

lipids surface area (Figure 1c) and particle number (Figure 1d) in both homozygous mouse lines 

compared to controls.  

Anthropometric parameters and biochemical analysis of plasma from Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ 

mice 

To find out how mice with Sar1b aberrations cope with a high-fat diet, we subjected the animals 

to either a 60% fat or a regular Chow diet for 8 weeks. Overall, control mice fed a HFD clearly 

gained more weight (Figures 3a and 3b), displayed more adipose tissue (Figure 3c), had a larger 

liver (Figure 3d) and developed insulin resistance as reflected by plasma insulin and HOMA-IR 
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(Figures 3e-g). These results were much more pronounced in males than in females. On their part, 

heterozygotes, especially those with the Sar1b mutation subjected to the Chow diet, showed a 

slight downward trend of anthropometric parameters and insulin resistance compared to 

controls. However, changes in anthropometric and insulin resistance parameters were more 

important in heterozygotes on HFD compared to controls, which indicates a significant interaction 

between genotypes and dietary effects. Importantly, the results were more consistent for the 

Sar1bmut/+ mice than for the Sar1bdel/+ mice, and were much more meaningful for males than for 

females. 

With regards to lipid parameters on the Chow diet, our genetically modified mice had lower 

plasma TG and CHOL concentrations compared to controls (Figures 4a and 4b). Although levels 

of these lipids increased in heterozygotes on the HFD compared with the Chow diet, the elevation 

was more restricted than in controls. Similar results characterize HDL-CHOL and non-HDL-CHOL 

(Figures 4c and 4d). Again, differences were observed between the Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice, 

and between male and female mice. Likewise, when lipids were examined in the liver and 

intestine, genetic Sar1b aberrations limited the magnitude of elevations when switching from the 

regular diet to the HFD (Figures 4e-h). Male–female differences were evidenced with respect to 

lipid accumulation in the jejunum and liver.  

As the composition and incorporation of FA in plasma is the result of distinct processes, including 

intake, metabolism and peripheral utilization, it was necessary to examine the FA response to 

Sar1b genetic defects and following HFD challenge. The complete fatty acid analysis of males and 

females can be found in Supplementary Data Tables S3 and S4. Both controls and heterozygotes, 

male and female, show similar FA composition on the regular Chow diet (Figures 5a-h). However, 

divergences were obvious between controls and heterozygous mice on the HFD: male and female 

heterozygous mice had more saturated fatty acids (SFA) (Figure 5a), less polyunsaturated fatty 

acids (PUFA) (Figure 5b), a lower SFA/PUFA ratio (Figure 5c), less omega-6 (Figure 5d), no changes 

in omega-3 (Figure 5e), but away smaller ratio of omega-6/omega-3 (Figure 5f). A small increase 

was noted in the ratio of 16:1/18:2 (Figure 5g) while no changes were noted for the ratio 

18:1/18:2 (Figure 5h). These results were more significant in Sar1bmut/+ than in Sar1bdel/+ mice. 
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Chemical and apolipoprotein composition of lipoproteins isolated from heterozygous Sar1b 

mice 

The noticeable decrease in plasma CHOL in heterozygous mice and the fact that Sar1b protein is 

involved in lipoprotein secretion prompted us to analyze the composition of important plasma 

lipoproteins such as VLDL, LDL, and HDL. As shown in Table II, the chemical composition of VLDL 

was altered in heterozygous mice. In particular, compared to controls, heterozygous mice under 

Chow or HFD diet had less TG in VLDL, with the exception of Sar1bmut/+ which exhibited more 

VLDL-TG on HFD diet. As a consequence, changes were noted in VLDL weight ratio calculated as 

the ratio of core constituents (TG and CE) to surface constituents (FC + protein + PL). Regarding 

the composition of LDL and HDL, both heterozygous mice subjected to Chow or HFD diet showed 

an increase in their proteins, resulting in the reduction of the CE/protein ratio. However, this 

phenomenon was more predominant and significant in Sar1bmut/+ mice on the HFD diet.  

Apo content was also quantified using SDS-PAGE for these 3 types of lipoproteins, and 

representative gel images are shown in Figure 6 ( 6a-c). VLDL and LDL were characterized by a 

drop in ApoB-100 content in Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ on HFD compared with their respective 

controls (Figures 6d and 6h). This reduction was drastic for LDL (Figure 6h) and caused a large 

drop in the ApoB-100/ApoA-1 ratio (Figure 6k). As for the other Apos, no significant differences 

were noted in ApoB-48 and ApoE content of VLDL (Figures 6e and 6f), ApoE and ApoA-1 content 

of LDL (Figures 6i and 6j), and ApoE, ApoA-1 and ApoA-2 content of HDL (Figures 6l-o) between 

controls and heterozygous mice on Chow or HFD. 

Sar1b defects and endoplasmic reticulum stress  

Experiments were performed to assess whether defects in Sar1b promote ER stress. Our findings 

show a decreased gene expression of Protein kinase RNA-like ER kinase (PERK) in the liver of 

Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ females on a Chow diet (Figure 7a). On the other hand, no change was 

observed for Activating transcription factor 6 (ATF6) and Inositol-requiring enzyme 1 (IRE1) 

(Figures 7b and 7c), while the expression of G protein-coupled receptor 78 (GPR78) slightly raised 

for both sexes and genotypes in mice on a HFD diet (Figure 7d). The results in the gut documented 
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increased gene expression of PERK, IRE1, ATF6 and GPR78 for mutant mice on the HFD (Figure 

7e-h). 

Sar1b defects and liver triglyceride accumulation 

Because HFD increases the development of hepatic steatosis, it was important to evaluate TG 

accumulation in the liver of Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+mice in response to HFD. As was the case for 

liver weight, we have previously observed that hepatic TG of male heterozygous Sar1b mice on 

HFD was significantly lower than that of their respective controls (Figure 4e). Confirmation was 

obtained with histology (Figure 8a). Analysis of histological photographs actually revealed a lower 

abundance of total lipid surface area (Figure 8b) and lipid particle number (Figure 8c). 

Sar1b defects and cholesterol metabolism in the liver and intestine. 

The alterations of CHOL concentrations in plasma and lipoproteins could imply a modification of 

intestinal and/or hepatic CHOL metabolism in heterozygous Sar1b mice. We therefore analyzed 

CHOL accumulation in these organs along with the gene expression of important CHOL 

metabolism biomarkers. As we have seen previously, slight increase in liver CHOL content was 

apparent in female Sar1bmut/+ mice subjected to HFD, as opposed to the reduction in male 

Sar1bdel/+ mice compared with their respective controls (Figure 4g). On the other hand, a 

consistent reduction in CHOL content was observed in the gut of male and female Sar1bmut/+ mice 

subjected to both diets, though more pronounced in male mice under a HFD (Figure 4h). PCR 

analysis was performed to assess the expression of several important genes involved in CHOL 

endocytosis [proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 serine protease (PCSK9)], low-density 

lipoprotein receptor (LDLr) (Figure 9a), transport [Niemann–Pick C1-like 1 (NPC1L1), scavenger 

receptor class B type I (SR-BI), ATP-binding cassette transporters G8 (ABCG8), microsomal 

triglyceride transfer protein (MTTP)] (Figure 9b), synthesis [3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 

A reductase (HMG-CoAr), sterol regulatory element-binding protein-2 (SREBP2)] (Figure 9c) and 

reverse CHOL transport [ATP-binding cassette A1 (ABCA1), Liver X receptor α (LXRα)] (Figure 9d). 

Notable differences were noted between control and heterozygous mice, liver and intestine, 

Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ genotypes, males and females under the two diets.   
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4. DISCUSSION 

Animal models have provided undeniable contributions to basic medical understanding and 

advancement. In the present study, we have developed mice with targeted defects similar to 

human Sar1b aberrations to gain more insight into CRD pathophysiology. Our findings pointed 

out the repercussions of Sar1b mutation or deletion, including embryonic alterations, lipid profile 

and lipoprotein composition abnormalities, cholesterol metabolism inconsistencies, insulin 

resistance, and ER stress.  

Given our poor understanding of the interplay between Sar1b aberrations and fat feeding-

mediated metabolism, we challenged Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice with long-term HFD. The 

outcomes of these experiments would be all the more important in order to better appraise the 

recommendations to CRD patients to abstain from fat consumption. In addition, these 

experimental steps will help test the hypothesis that mice with Sar1b defects are protected from 

HFD-induced weight gain and metabolic abnormalities. As validated by our results, this 

assumption is largely due to the fact that the mutant mice showed some protection against 

weight gain, adipose tissue expansion, insulin resistance, hyperlipidemia and hepatic steatosis in 

a gender and genotype-dependent manner. Our findings may indicate a novel link between Sar1b-

mediated lipid absorption and metabolism, which is supported by our previous work pointing out 

that transgenic mice overexpressing Sar1b developed a rise in body weight, adiposity, hepatic 

steatosis, plasma lipids and insulin insensitivity (20). 

Our recent study has reported that mice with Sar1b allelic disruption showed not only a failure of 

CM secretion, but also decreased plasma levels of TG, CHOL and HDL-CHOL, all abnormalities 

observed in CRD patients (21). In the present work, we completed the lipid profiling to include 

the composition of the different classes of fatty acids in order to examine whether heterozygous 

mice exhibit fatty acid abnormalities, especially essential fatty acid deficiency. It quickly became 

apparent that the Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice on HFD presented with more saturated fatty 

acids, less polyunsaturated fatty acids, a low abundance of n-6, and a reduced SFA/PUFA ratio. 

More specifically, the Sar1bmut/+ mice displayed a rise in 16:1(n-7)/18:2(n-6), an essential fatty 

acid index deficiency, and a decrease in the ratio omega-6/omega-3 (22, 23). Evidence of essential 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-liver
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-liver
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fatty acid deficiency and a reduction of the ratio omega-6/omega-3 were also documented in 

Canadian and French CRD patients (24).  

In congenital malabsorption disorders, not only the quantity of lipoproteins is altered, but also 

their quality. Our previous studies on hypobetalipoproteinemia and CRD reported irregular 

lipoprotein composition in patients as reflected by abnormal profile of VLDL, LDL and HDL (7, 25). 

In the present work, even with a single disturbed allele, Sar1bmut/+ and Sar1bdel/+ mice on long-

term HFD presented altered lipoprotein composition. At this time, it is not possible to know 

whether the changes in lipoprotein composition and size are due to abnormalities in their 

biogenesis or in their bloodstream metabolism. 

Heterozygous Sar1b mice were phenotypically normal and have been intercrossed to define the 

genotype of their progeny. Among the multitude of newborns from heterozygous mating, no 

homozygous for Sar1bmut/mut and Sar1bdel/del were detected which is not consistent with 

Mendelian frequency ratios. Thus we hypothesized that these discrepancies might be due to 

embryonic lethality as was the case for homozygous murine models with ApoB and MTTP 

deletions (26, 27). Monitoring of the cages revealed on rare occasions dead homozygous 

Sar1bdel/del pups following Sar1bdel/+ intercrossing, which was not the case for Sar1bmut/+ matings. 

Due to the lack of success in finding live births of homozygotes, we subsequently proceeded to 

identify them during pregnancy. To this end, genomic DNA was isolated from embryos harvested 

at different stages of embryonic development from Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ pregnant mice and 

PCR-genotyped. It was at this point that homozygous embryos (Sar1bdel/del and Sar1mutl/mut) were 

identified at embryonic days 9.5, 13.5 and 18.5. Unlike homozygous embryos in 

abetalipoproteinemia and hypobetalipoproteinemia (with ApoB and MTTP deletions, 

respectively), which developed malformations leading to embryo resorption (26, 27), 

homozygous Sar1bdel/del and Sar1mutl/mut embryos revealed no macroscopic abnormalities at E18.5. 

Contrary to homozygous embryos for ApoB and MTTP deletions, which are thought to be 

generated by an impediment of the yolk sac to transfer lipids to the embryo, homozygous 

Sar1bdel/del and Sar1mutl/mut embryos displayed normal embryonic growth and no irregular 

amounts of lipids were observed in the yolk sacs. Histological examination of the brain and other 
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organs from the homozygous Sar1bdel/del and Sar1mutl/mut embryos did not disclose abnormal 

phenotypes even if (i) Sar1b GTPase gene expression was abundantly found in the brain (28); (ii) 

Sar1b GTPase deletion in zebrafish embryos resulted in the absence of neuro-D-positive neurons 

(29); and (iii) Sar1b GTPase deletion in the developing cerebral cortex impaired radial migration 

and axon elongation of cortical neurons in mice (30). For the time being, we cannot exclude the 

possibility that maternal defects in the transfer of fat-soluble vitamins is a potential cause for late 

death of homozygous embryos with  Sar1b deletion or mutation. It should also be kept in mind 

that additional molecular or biochemical abnormalities are most likely behind lethality in the 

presence of Sar1b defects. Sar1b is an ubiquitous protein and it may play crucial roles at multiple 

sites (28). As indicated by Turgeon et al, it is very difficult to determine the cause of prenatal and 

neonatal death in mice because the complex biological network of relationships between organ 

defects and physiological processes, which are necessary for mouse survival (31). For example, 

skeletal and neuromuscular defects can prevent the embryo from breathing (31). Furthermore, 

metabolic defects could affect the homeostasis of the fetus and prevent it from surviving as 

documented by various groups (18-20). 

Despite the growing interest in the influence of sex and gender on health, little attention has been 

paid to congenital malabsorption diseases. Yet, they may influence prevalence, onset, response 

to treatment and prognosis. In the present study, our results showed that female mice were less 

affected by HFD and Sar1b alterations than male mice. Recently, and in line with our findings, a 

number of investigations have demonstrated that female rodents were more protected than 

males against the development of obesity and hepatic steatosis when fed a HFD (32-35). 

Postprandial lipid clearance in females is also faster and their postprandial peak is lower than in 

males, most likely due to a higher activity of their lipoprotein lipase (36). These sex differences 

should not be overlooked in this era of personalized medicine, especially since several studies 

have reported sex differences in lipid and lipoprotein metabolism (37-39). Clearly, other useful 

approaches should be undertaken to understand the mechanisms associated with gender and 

how the discrepancies affect outcomes and treatments of CRD.  
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The genotype-phenotype relationship is also an important factor to take into account when 

engineering genetically modified mice. Noteworthy, the possible presence of allelic heterogeneity 

indicates that different mutations of the same genetic locus can lead to divergent clinical 

phenotypes (40). Furthermore, genetic compensation is also a widespread phenomenon that 

must be taken into consideration (41). The loss of function of a protein triggered by a knockout 

could lead to the upregulation of other genes or proteins that can compensate for this 

impairment, which explains why some knockdown resulted in more severe phenotypes than 

those of knockout genetic manipulations (41). It was also noted in many diseases that loss-of-

function mutations rarely occur in contrast with subtle mutations that are much more common 

and influence protein properties (42, 43). Therefore, defects in a gene may result in more severe 

phenotypes or, on the contrary, cause a compensatory mechanism that is not relevant to the 

disease observed in humans (44). In a previous study, there was genetic compensation with the 

complete deletion of Sar1b in epithelial Caco-2/15 cells (18). This deletion resulted in 

upregulation of Sar1a gene and protein expression, still allowing the secretion of CM despite the 

genetic defect of Sar1b GTPase. Only the double knockout of Sar1a and Sar1b led to the 

abrogation of lipid secretion. For these reasons, we decided to develop mice with a large base 

pair deletion and mice with a subtle mutation that was shown to have a severe clinical impact in 

patients (45). Interestingly, the point mutation of the Sar1b gene (described in CRD patients) was 

more deleterious than the deletion in our mouse models. The exact reasons for these differences 

are unknown, but allelic heterogeneity or genetic compensation could represent important and 

influential factors that possibly contributed to our findings since the deletion resulted in the 

absence of Sar1b GTPase protein production whereas the point mutation led to the formation of 

an unstable and/or non-functional protein (42, 43).  

Our last published paper reported that mice with altered Sar1b can recapitulate some aspects of 

CRD (12). However, many of these biochemical characteristics were only slightly altered, most 

likely because heterozygous mice with Sar1b defects were only fed a Chow diet with limited fat 

intake. In the present study, not only did we confirm several previous biochemical factors, but 

our findings also point out that these genetically modified mice on a HFD are more representative 
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of CRD because they exhibited a lower final body weight, less adipose tissue, and abnormal CHOL 

concentrations and metabolism in response to intestinal fat absorption.  

Our findings suggest that alteration of Sar1b promoted ER stress, especially in the intestine of 

mice on a HFD, since the gene expression of key factors such as PERK, IRE1, ATF6, and GPR78 was 

increased. In vitro studies showed that Sar1b mutations caused defective transport of proteins in 

the ER, leading to ER stress as a result of accumulation of misfolded proinsulin (46).  

In conclusion, this paper has shed light on various aspects of the CRD and the Sar1b GTPase 

protein, which were unknown until now. Our results concluded that homozygous alteration of 

Sar1b in mice affects their postnatal viability, while documenting abnormalities in diverse 

biochemical parameters in association with diet, sex and Sar1b genotype.   
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5.3.2 TABLES 

Table 1: Genotypes of offspring from intercrosses of Sar1b
del/+

 mice and Sar1b
mut/+ 

mice  

   Sar1b genotype 

Genotypes of embryos or postnatal mice from intercross of heterozygous Sar1b
del/+

 mice 

Mating                                                                 Litters                            Average pups/litter Total 

pups 

+/+ del/+ del/del 

Postnatal                                                              21                                          6.28 132 39(29.5%) 86(65.2%) 7
a
(5.3%) 

E18.5                                                                       4                                           7.75 31 8 (25.8%) 13 (41.9%) 10 

(32.3%) 

E13.5                                                                       3                                           7.33 22 8 (36.36%) 7 (31.81%) 7 
(31.81%) 

E9.5                                                                          2                                           10 20 0 (0%) 19 (95%) 1 (5%) 

Genotypes of embryos or postnatal mice from intercross of heterozygous Sar1b
mut/+ 

mice 

Mating                                                                  Litters                       Average pups/litter Total 

pups 

+/+ mut/+ mut/mut 

Postnatal                                                              35                                            6.11 214 129(60.3%) 85(39.7%) 0 

E18.5                                                                       3                                             9.33 28 9 (32.1%) 15 (53.6%) 4 (14.3%) 

E13.5                                                                       3                                             7.66 23 5 (21.7%) 14 (60.9%) 4 (17.4%) 

E9.5                                                                          3                                             8 24 8 (33.3%) 12 (50%) 4 (16.7%) 

Male and female heterozygous Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice were mated. Part of the tail of 

postnatal mice was collected and genotyped. Regarding embryos, as soon as a vaginal plug was 

found on female mice, they were considered pregnant at day E0.5. After 9, 13 or 18 days, female 

mice were euthanized with a CO2 stream and the embryos were collected. A portion of the yolk 

sac was removed for genotyping. The number of litters, average pups per litter, total number of 

pups and number of pups for each genotype were calculated. 

aPups were dead at birth..



Table 2 Chemical composition of lipoproteins isolated from plasma of Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice under Chow and high-fat 

diets  

Lipoproteins Diet Genotype Composition (%)  

 

Weight ratios  

 

  

  

 

TG  CE  FC  PL  PR  

 

TG/CE 

 

 

CE/PL 

 

 

CE/PR 

 

(TG+CE)/(FC+PL+PR) 

 

 

 

 

 

VLDL 

CHOW 

Ctrl 52.85±4.32 2.68±0.27  8.13±0.30  18.24±1.99  18.10±2.52  20.0141±3.1778 0.1483±0.0204 0.1506±0.0247 1.2686±0.2079 

Sar1b
del/+

 30.32±2.41**** 2.08±0.42  5.50±0.67* 41.43±0.38*** 20.68±1.70  15.4371±4.2427 0.0502±0.0105 0.0995±0.0119 0.4804±0.0436*** 

Sar1b
mut/+

 45.36±2.01  2.66±0.26  8.00±0.92  23.65±4.64  20.34±2.41  17.2875±2.3564 0.1158±0.0187 0.1330±0.0220 0.9259±0.0650 * 

HFD 

Ctrl 47.34±4.94 2.59±1.04  4.87±0.55  24.12±3.29  21.07±2.94  23.2828±12.8931 0.1056±0.0377 0.1277±0.0524 1.0158±0.1988 

Sar1b
del/+

 35.71±2.58
$$

 4.18±0.14
$

  3.93±1.47  23.94±6.73  32.23±3.28
$$$

 8.5547±0.7934 0.1908±0.0598 0.1309±0.0118 0.6667±0.0678
$

 

Sar1b
mut/+

 56.54±0.30
$

 3.01±0.61  8.50±0.18
$$$

 12.16±2.26
$$

 19.8±1.91  19.5487±3.7149 0.2621±0.0950
$$

 0.1517±0.0243 1.4723±0.0264
$$

 

LDL CHOW 

Ctrl 10.96±2.28 23.32±1.63  11.06±0.44 32.92±3.41  21.74±2.57  0.4767±0.1273 0.7145±0.0806 1.0925±0.1822 0.5229±0.0437 

Sar1b
del/+

 12.85±2.54 20.62±1.05  11.05±0.40 27.24±0.92   28.24±1.21** 0.6312±0.1561 0.7564±0.0143 0.7314±0.0497** 0.5040±0.0361 

Sar1b
mut/+

 13.08±2.28 20.02±1.80  11.12±0.85 31.36±3.40  24.42±2.73  0.6602±0.1277 0.6464±0.0949 0.8383±0.1666 0.4974±0.0621 
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HFD 

Ctrl 7.31±1.29  23.32±1.63  12.57±0.63 37.69±1.56  19.11±1.12  0.3142±0.0527 0.6212±0.0644 1.2279±0.1405 0.4432±0.0476 

Sar1b
del/+

 7.18±1.96  22.16±1.21  11.44±0.57 37.36±3.11  21.85±0.38  0.3245±0.0855 0.5996±0.0794 1.0137±0.0389 0.4169±0.0492  

Sar1b
mut/+

 9.01±2.03  25.41±0.75  12.99±0.33 23.79±2.85
$$$$

 28.79±1.74
$$$$

 0.3569±0.0899 1.0820±0.1198
$$$$

 0.8850±0.0480
$

 0.5257±0.0350 

HDL 

CHOW 

Ctrl 0.75±0.08  22.14±0.98  4.60±0.29  32.52±1.69  40.00±1.31  0.0336±0.0029 0.6834±0.0553 0.5541±0.0308 0.2970±0.0171 

Sar1b
del/+

 0.66±0.11  20.45±1.04  4.42±0.38  30.61±3.06  43.86±4.24  0.0320±0.0036 0.6730±0.0591 0.4724±0.0683 0.2678±0.0187 

Sar1b
mut/+

 0.73±0.36  19.74±1.84  4.80±0.15  30.34±0.91  44.39±2.30  0.0388±0.0217 0.6504±0.0545 0.4478±0.0653 0.2579±0.0252 

HFD 

Ctrl 1.14±0.81  18.99±1.01  4.91±0.40  37.10±2.17  37.87±2.02  0.0579±0.0386 0.5144±0.0507 0.5038±0.0461 0.2526±0.0286 

Sar1b
del/+

 0.76±0.41  19.14±1.49  4.60±0.36  35.34±2.78  40.16±2.29  0.0400±0.0229 0.5454±0.0626 0.4788±0.0521 0.2488±0.0231 

Sar1b
mut/+

 0.38±0.05   17.29±0.48   4.36±0.22   33.19±0.88   44.78±0.84
$$

 0.0222±0.0025 0.5214±0.0226 0.3863±0.0134
$

 0.2147±0.0076 

Plasma lipoproteins were separated by discontinuous density gradient ultracentrifugation. After preliminary centrifugation to remove 

chylomicrons (CM), very-low-density (VLDL), low- density (LDL) and high-density (HDL) lipoproteins were isolated at densities of 1.006 

g/ml, 1.063 g/ml, and 1.210 g/ml, respectively. CE: Cholesteryl ester; FC: Free cholesterol; HFD: High-fat diet, TG: Triglycerides; PL: 

Phospholipids; PR: Proteins. Results represent the means ± SEM of 3-4 pooled plasma from mice. Data were analyzed using two-way 

ANOVA with the Dunnett Post-Hoc test. * P< 0.05, ** P< 0.01, ***P< 0.001 versus CHOW Ctrl; $ P< 0.05, $$ P< 0.01, $$$ P< 0.0001, 

$$$$ P< 0.0001 versus HFD Ctrl.



5.3.3 FIGURES 

 

Figure 1 Embryonic development and tissue histology of Sar1b-altered embryos. 

Heterozygous male and female Sar1b
del/+ 

and Sar1b
mut/+ 

mice were mated. As soon as a vaginal 

plug was found on the female mice, they were considered pregnant at day E0.5. After 13 or 18 

days, the female mice were euthanized with a CO2 stream and the embryos were collected. 

Photographs of the embryos at these 2 different time points were taken (a) and the intestines 

were isolated from the embryos at E18.5, fixed with formalin, embedded in paraffin, and stained 

with hematoxylin and eosin. Photographs of these intestines were taken under the microscope 

(b) and the total lipid surface area (c), as well as the number of lipid particles (d), were analyzed 

with image j software by applying a specific threshold, followed by the use of the particle analysis 

tool. Results represent means ± SEM of at least 2 embryos. * P<0.05, ** P<0.01, versus controls 

(ctrl).  
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Figure 2 Histology of brain, liver and yolk sac of Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mouse embryos. 

Heterozygous male and female Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice were bred. As soon as a vaginal plug 

was found, the female mice were considered pregnant at day E0.5. After 18 days, the female mice 

were euthanized with a CO2 stream and the embryos were collected. Livers and brains were 

isolated from the embryos at E18.5, fixed with formalin and embedded in paraffin. After staining 

with hematoxylin and eosin, photographs of these brains and livers were taken under the 

microscope. Yolk sacs were taken from mice at 13.5 days of age, fixed in formalin and embedded 

in O.C.T. Photographs of these membranes were also taken under the microscope and stained with 

Oil Red O and hematoxylin. At least two specimens per group were used for specified analyses. 
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Figure 3 Impact of Sar1b mutation or deletion on anthropometric and insulin resistance 

parameters. Five-week-old male and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ mice were 

fed a Chow or a high-fat diet (HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, the body weight (a) of the 

mice was taken and the body weight gain was calculated (b) just before the mice were sacrificed 

by cardiac puncture. The weight of adipose tissue (c) and liver (d) was recorded, the tissues were 

flash frozen, and plasma was isolated from blood. Plasma glucose (e) was analyzed with a 

glucometer while insulin (f) was analyzed in plasma with commercial kits. HOMA-IR (g) was 

calculated with the previous plasma parameters. Results represent means ± SEM of at least 5 

mice. a = P< 0.05, aa = P< 0.01, aaa = P< 0.001 versus Chow ctrl male; b = P< 0.05 versus CHOW 

ctrl female; c = P< 0.05, ccc = P< 0.001; cccc = P< 0.0001 versus HFD ctrl male.  
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Figure 4  Effects of Sar1b mutation or deletion on plasma and tissues lipid 

parameters. Five-week-old male and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ mice were 

fed a Chow or a high-fat diet (HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were sacrificed by cardiac 

puncture, tissues were flash frozen, and plasma was isolated from blood. Plasma triglycerides (TG) 

(a) and total cholesterol (CHOL) (b) were analyzed in plasma with commercial kits. As for HDL, it 

was isolated by precipitation with polyethylene Glycol 6000 (c), while non-HDL-CHOL (d) was 

calculated with the previous plasma parameters. As for lipids in the tissues, flash-frozen livers and 

jejunum of male and female mice were extracted with Folch (2:1 chloroform/methanol). After 

drying the lipids, they were resuspended in H2O for TG (e and f) and CHOL (g and h) analysis by 

commercial kits. Results represent means ± SEM of at least 5 mice. a = P< 0.05, aa = P< 0.01, aaa 

= P< 0.001 versus Chow ctrl male; b = P< 0.05, bb = P< 0.01, bbb = P< 0.001 versus Chow ctrl 

female; c = P< 0.05, cc = P< 0.01, ccc = P< 0.001, cccc = P< 0.0001 versus HFD ctrl male; d = P< 

0.05, dddd = P< 0.0001 versus HFD ctrl female.  
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Figure 5  Effects of Sar1b alteration on plasma fatty acid composition. Five-week-old male 

and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ mice were fed a Chow or a high-fat diet (HFD) 

for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were sacrificed by cardiac puncture, tissues were flash 

frozen, and plasma was isolated from blood. Fatty acids were extracted from plasma by 

transesterification and separated by gas chromatography as detailed in the Materials and 

Methods section. Total saturated fatty acids (SFA) (a), polyunsaturated fatty acids (PUFA) (b), 

SFA/PUFA ratio (c), omega-6 (d) and omega-3 (e) are shown. Specific ratios of omega 6/omega-3 

(f), 16:1/18:2 (g) and 18:1/18:2 (h) are also demonstrated. Results represent means ± SEM of at 

least 4 mice; c = P< 0.05 versus HFD ctrl male; dd = P< 0.01, dddd = P< 0.0001 versus HFD ctrl 

female.  
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Figure 6  VLDL and LDL fractions of Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ on HFD diet have less ApoB-

100 than controls. Five-week-old male and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ mice 

were fed a Chow or a high-fat diet (HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were sacrificed by 

cardiac puncture and plasma was isolated from blood. Plasma from 3-5 mice was pooled and 

subjected to sequential gradient centrifugation to isolate VLDL, LDL, and HDL. Lipoprotein 

fractions were loaded into a 4-20% SDS-PAGE gel with Biorad stain-free technology. 

Apolipoprotein (Apo) bands were directly analyzed with Biorad Chemidoc and the percentage of 

a specific Apo was calculated based on the total Apo content. Example gels are given for VLDL (a), 

LDL (b), and HDL (c), and results for Apos are given for ApoB-100 (d), ApoB-48 (e), total ApoB (f), 

and ApoE (g) for VLDL, ApoB-100 (h), ApoE (i), ApoA-1 (j), and ApoB-100/ApoA-1 ratio (k) for LDL, 

and ApoE (l), ApoA-1 (m), ApoA-2 (n), and ApoA-1/ApoA-2 ratio (o) for HDL. Results represent 

means ± SEM from 3 pools of mouse plasma. Data were analyzed using 2-way ANOVA with 

Dunnett's post hoc test. * P<0.05 versus Chow Ctrl; $$ P< 0.01, $$$ P< 0.001 versus HFD Ctrl.  
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Figure 7  Sar1b mutation affects reticulum endoplasmic stress. Five-week-old male and 

female controls (Ctrl), Sar1bdel/+ (del+/-), and Sar1bmut/+ (mut+/-) mice were fed a Chow or a high-fat 

diet (HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were sacrificed by cardiac puncture, and tissues 

were collected and flash-frozen. Liver and intestinal mRNAs were extracted with Trizol and cDNAs 

were generated by reverse transcription. For both tissues, PERK, IRE1, GPR78 and ATF6 were 

amplified by qPCR (a-d for the liver and e-h for the intestine). Results represent means ± SEM from 

at least 4 mice. bb=P<0.01 versus female Chow ctrl. cc = P< 0.01, ccc = P< 0.001 versus male HFD 

ctrl; d = P< 0.05 versus female HFD ctrl.  
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Figure 8  Histological lipids accumulation in the liver of Sar1b-altered mice. Five-week-old 

male and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ mice were fed a Chow or a high-fat diet 

(HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were sacrificed by cardiac puncture, and tissues were 

fixed with formalin or flash frozen. For histology, after fixation, liver tissues from male mice were 

embedded in paraffin, stained with hematoxylin and eosin, and photographs were taken (a). Total 

lipid surface area (b), as well as the number of lipid particles (c), were analyzed with image j 

software by applying a specific threshold, followed by the use of the particle analysis tool. Results 

represent means ± SEM from 3 mice. $$$ P<0.001, $$$$ P<0.0001 versus HFD Ctrl.  
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Figure 9  Alterations in Sar1b alter the expression of key genes involved in liver and gut 

cholesterol metabolism. Five-week-old male and female controls (Ctrl), Sar1bdel/+, and Sar1bmut/+ 

mice were fed either a Chow or a high-fat diet (HFD) for 8 weeks. After a 6-hour fast, mice were 

sacrificed by cardiac puncture, and tissues were collected and flash-frozen. Liver and intestinal 

mRNAs were extracted with Trizol and cDNAs were generated by reverse transcription. For both 

tissues, the genes for cholesterol endocytosis (a), cholesterol transport (b), cholesterol synthesis 

(c), and reverse cholesterol transport (d) were amplified by qPCR. Results represent means ± SEM 

from 4 mice. a=P<0.05, aa=P<0.01 versus Chow ctrl male. b=P<0.05, bb=P<0.01, bbb=P<0.001, 

bbbb=P<0. 0001 versus Chow female ctrl; c = P< 0.05, cc = P< 0.01, ccc = P< 0.001, cccc = P< 0.0001 

versus HFD male ctrl; dd = P< 0.01, dddd = P< 0.0001 versus HFD female ctrl.   
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5.3.4 SUPPLEMENTARY DATA 

Materials and methods 

Immunohistochemistry 

Yolk sac cryosections from WT, Sar1bdel/del, and Sar1bdel/+ mice, as well as Sar1bmut/+ and 

Sar1bmut/mut mice were cut at 4-6 µm and stored at -20°C. On the day of immunofluorescent 

staining, the slides were transferred to room temperature for 30 minutes, fixed with 4% PFA for 

10 minutes and washed with PBS. They were then incubated with blocking solution (1% BSA, 3% 

NGS, 1% Triton X-100 in PBS) for 60-90 minutes at room temperature. The slides were then 

incubated for 2 hours with primary antibodies diluted in 1% BSA, 1% NGS, 0.1% Triton X-100 in 

PBS). After this incubation, the slides were washed three times with PBS and transferred with 

goat anti-rabbit secondary antibody for 1 to 1.5 hours. The slides were finally washed three times 

with PBS, dried and mounted with Gelmount (Sigma-Aldrich, USA). The list of antibodies and their 

dilution used for these experiments can be found in Table S2. 

Table S1: List of all primers used for RT-qPCR analysis  

  Primers  

ABCG8 Forward: 5-GCACTGGTCATGGCTGAGAA-3’ 

  Reverse: 5-CACAGGAGTCTTGGCTGCTA-3 

MTTP  Forward: 5-ATGATCCTCTTGGCAGTGCTT-3  

  Reverse: 5-TGAGAGGCCAGTTGTGTGAC-3  

LDLr  Forward: 5-GCTCCATAGGCTATCTGCTCTTCA-3  

  Reverse: 5-CTGCGGTCCAGGGTCATC-3 

ABCA1  Forward: 5-AGGGTTTCTTTGCTCAGATTGTC-3  

  Reverse: 5-TGCCAAAGGGTGGCACA-3  
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SR-B1 Forward: 5-TCAGAAGCTGTTCTTGGTCTGAAC-3 

  Reverse: 5-GTTCATGGGGATCCCAGAGA-3 

NPC1L1 Forward: 5-CCACAGACCCTGTGGAACTG-3  

Reverse: 5-GCTCGTCATGGAAAGCCTTT-3 

Actin 

 

Forward: GACAGGATGCAGAAGGAGATTACTG 

Reverse: CCACCGATCCACACAGAGTACTT 

HMG-CoAr Forward: 5-ATTCTGGCAGTCAGTGGGAACT-3  

Reverse: 5-CCTCGTCCTTCGATCCAATTTA-3 

PCSK9 Forward: 5-GCACCAGACAGAGGAAGACC-3 

Reverse: 5-GTGACCCTGCCCTCAATCT-3 

SREBP2 Forward: 5-CGACCAGCTTTCAAGTCCTG-3 

Reverse: 5-CCTGTACCGTCTGCACCTG-3 

LXRα Forward: 5-GGAGTGTCGACTTCGCAAAT-3 

Reverse: 5-CTTGCCGCTTCAGTTTCTTC-3 

PERK Forward: 5-ATCTGTTCTGCCTTGGGATG-3 

Reverse: 5-CAAAGTGGCCAACACTGAAA-3 

GPR78 Forward: 5-TGCAGCAGGACATCAAGTTC-3 

Reverse: 5-TACGCCTCAGCAGTCTCCTT-3 

IRE1 Forward: 5-CGCATCACCAAGTGGAAGTA-3 

Reverse: 5-CCTTCCAGCAAAGGAAGAGT-3 

ATF6 Forward: 5-TGTCACTGGTCCTGGAAACA-3 
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Reverse: 5-TGAATGATGATGGCTTTTGC-3 

 

Table S2: List of all antibodies used for immunohistochemistry analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibody Company Type Dilution 

Anti-ApoB Proteintech #20578-1-

AP 

Rabbit anti human  1:20 

Anti-MTTP Dr Jean Davignon Rabbit anti mouse 1:20 

Anti-Rabbit IgG 

– Alexa Fluor 

488 

Invitrogen # A-11008 Goat anti rabbit 1:500 



Table S3: Fatty acids composition in plasma of male Sar1b
del/+ 

and sar1b
mut/+ 

mice under a CHOW or HFD  
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Table S4: Fatty acids composition in plasma of female Sar1b
del/+ 

and sar1b
mut/+ 

mice under a CHOW or HFD  

 





Results 

 

Figure S1 Immunostaining of ApoB and MTTP in the yolk sac of Sar1b-disrupted mice.  

Male and female heterozygous Sar1bdel/+ and Sar1bmut/+ mice were mated. Once a vaginal plug was 

found, female mice were considered pregnant at day E0.5. Yolk sacs were collected from mice at 

13.5 days of age, fixed in formalin and embedded in O.C.T. Cryosections of the yolk sacs were cut 

at 4-6 µM for ApoB and MTTP immunostaining as described in Materials and Methods. This figure 

contains examples of images obtained after labeling, with the location of endodermal cells (END) 

and arrows indicating the presence of labeling. At least two specimens per group were used for 

the specified analyses.



Chapitre 6 – Discussion  

L'objectif général de cette thèse était donc de clarifier et de mieux comprendre les mécanismes 

intestinaux responsables de malabsorptions des graisses. Pour ce faire, nous avons étudié deux 

protéines clés, la Sar1b GTPase et la PLD1, dont les mutations peuvent générer des désordres au 

niveau intestinal.  

Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé des souris C57BL/6 ainsi que des cellules 

épithéliales Caco-2/15 qui, lorsqu'elles sont différenciées, ont des caractéristiques similaires aux 

entérocytes de l'intestin grêle. Grâce à de nouvelles technologies de transgénèse, nous avons 

modifié le gène de nos protéines d’intérêt. Les résultats obtenus à partir de ces modèles ont 

permis d'atteindre tous nos objectifs et de mieux comprendre le transfert et le métabolisme des 

lipides intestinaux. Plus précisément : 1) notre article de synthèse nous a permis de conclure que 

la PLD est possiblement impliquée dans le transfert intestinal des lipides et le développement des 

maladies métaboliques et vasculaires (article 1 de l’annexe); 2) nos données soulignent le rôle 

possible de la PLD, en particulier la PLD1, dans la sécrétion des CM et le métabolisme lipidique 

(article 1); 3) L’élaboration de deux modèles de souris avec des modifications génétiques a 

confirmé la relation de cause à effet entre la Sar1b GTPase et la MRC, en mettant en évidence 

que l’altération du gène Sar1b a récapitulé plusieurs des caractéristiques des patients (articles 2 

et 3); 4) la disponibilité de ces modèles a conduit à démontrer que le type de régime alimentaire 

et le génotype des souris sont tous d’importants facteurs pouvant influencer la fonctionnalité de 

la protéine Sar1b (article 2 et 3); 5) les résultats militent en faveur de la capacité régulatoire de 

la Sar1b GTPase à modifier l'expression génique et protéique de facteurs clés dans plusieurs voies 

métaboliques comme la β-oxydation, la lipogenèse et le métabolisme du CHOL, ainsi que dans 

d'autres voies comme le stress du réticulum (articles 2 et 3); 6) les observations expérimentales 

mettent en évidence les anomalies de la composition des lipoprotéines plasmatiques en fonction 

des défauts génétiques de Sar1b (article 3); et 6) nos observations témoignent de l’importance 

de maintenir l’intégrité du Sar1GTPase en vue des répercussions de ses mutations sur la létalité 

des souris homozygotes (article 3). L’ensemble de ces points seront discutés dans les paragraphes 

suivants.  
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6.1 La phospholipase D1 

Largement étudiée chez les plantes et les mammifères, l'enzyme appelée PLD a pour rôle principal 

de produire du PA à partir de PC. Le PA est un lipide de signalisation qui régule une grande variété 

de processus cellulaires tels que la survie, la migration, la prolifération, la différenciation, le trafic 

membranaire et l'autophagie des cellules (6, 464, 545). Bien qu'elle soit largement étudiée, elle 

n'est pas connue dans les domaines qui touchent aux désordres cardiométaboliques tels que 

l’obésité, la dyslipidémie, le syndrome métabolique, et les maladies cardiovasculaires. Dans 

l'article de synthèse qui a été élaboré au cours du présent programme de recherche, nous avons 

voulu comprendre davantage la PLD avec l'objectif de rassembler tous les articles qui proposent 

un rôle dans les composantes du syndrome métabolique telles que le stress oxydatif, 

l'inflammation, l'obésité, le diabète, les dyslipidémies, l'hypertension et la stéatose hépatique. 

Nous avons également examiné de près son implication dans le trafic vésiculaire tels que 

l'endocytose et l'exocytose. Nous avons conclu que les deux principales isoformes de la PLD chez 

les mammifères, PLD1 et PLD2, ont le potentiel de réguler l’ensemble des composantes du 

syndrome métabolique, particulièrement la résistance à l'insuline, à travers ses principaux 

facteurs étiologies à savoir le stress oxydatif et l’inflammation. En ce qui concerne la dyslipidémie 

et la formation des particules lipoprotéiniques, certaines études ont rapporté que l'inhibition de 

la PLD réduit la sécrétion de VLDL par le foie et que les isoformes de PLD, notamment la PLD1, 

sont essentielles à la formation du COPII et du COPI, ainsi qu'à la voie de sécrétion du RE et du 

Golgi. 

Étant donné les diverses fonctions importantes de la PLD, nous avons voulu savoir si la PLD, en 

particulier PLD1, était essentielle dans la formation de CM. La première approche était 

d'employer des inhibiteurs de l'activité enzymatique des isoformes de PLD dans des cellules Caco-

2/15. Dans ces études, bien que l'inhibiteur de la PLD1 ait fortement réduit l'activité totale de 

l’enzyme et que PLD2 l’ai légèrement diminué dans les cellules Caco-2/15, ils n’ont pas eu une 

influence substantielle sur la production de CM et le métabolisme lipidique intestinal, autre que 

la diminution de la formation d'esters de CHOL et l'augmentation de l'accumulation de PL dans 

les cellules intestinales par PLD1. Les résultats concernant la teneur en PL ne sont pas surprenants 

et confirment largement le fonctionnement de nos modèles. L'activité enzymatique de la PLD 
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étant de couper la choline de la phosphatidylcholine, une réduction de l'activité enzymatique 

augmentera nécessairement l'accumulation de phosphatidylcholine dans les cellules, qui est de 

loin le type de phospholipide le plus prédominant dans les cellules de mammifères (546-549). 

Cependant, les raisons de la réduction drastique de la synthèse du cholestérol en présence 

d'inhibiteurs de la PLD1 sont actuellement inconnues car aucune étude n'a montré que la PA ou 

la PLD peuvent influencer la synthèse du CHOL. Cependant, il est possible que la réduction de 

l'hydrolyse des phospholipides par les isoformes de PLD limite l'apport d'AG nécessaire à la 

formation de novo de l'ester CHOL. Il a déjà été observé que l'inhibition de la PLD réduit l'apport 

d'AG nécessaire à plusieurs événements tels que l'autophagie et que d'autres phospholipases 

telles que A2 peuvent réduire la formation de l'ester CHOL en réduisant l'apport d'AG à partir du 

PL. (550, 551). Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces 

observations. 

Comme deuxième approche, nous avons diminué l'expression du gène PLD1 dans ces mêmes 

cellules. Contrairement à l'utilisation d'un inhibiteur, l'ablation génétique de la PLD1 a affecté de 

manière significative la libération de CM dans le milieu basolatéral. Pour cette étude, nous avons 

décidé de cibler génétiquement la PLD1 et non la PLD2, parce que les inhibiteurs de PLD1 ont 

entraîné davantage de modulations , que la PLD1 se trouve principalement sur les membranes 

intracellulaires telles que le Golgi et le RE, alors que la PLD2 se trouve principalement sur la 

membrane plasmique, que PLD1 a des rôles importants dans la formation de vésicules du Golgi 

et du RE, et que nous avons observé des patients avec un syndrome de malabsorption avec une 

mutation du gène de la PLD1 (470). Nos résultats démontrent que bien que l'expression de l'ARN 

de PLD1 ait été fortement diminuée, l'expression de la protéine était encore d'environ 50 %. Cela 

pourrait s'expliquer par le fait que les isoformes PLD ont des demi-vies très longues, ce qui 

explique également pourquoi les oligonucléotides antisens de PLD ne provoquent qu'une faible 

diminution de l'expression dans de nombreux types de cellules (552-554).  

Collectivement, nos résultats suggèrent que l'expression de la protéine PLD1 peut être un 

contributeur critique à l'exocytose du CM vu la diminution de la sécrétion de lipides par les 

cellules PLD1 KD. Bien que les mécanismes soient encore nébuleux, PLD1 pourrait physiquement 
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réguler le trafic intracellulaire du CM. En effet, la PLD1 interagit directement avec plus de 40 

protéines différentes (497). Comme il a été indiqué précédemment, la plupart des interactions 

protéine-protéine avec PLD1 sont faites pour augmenter ou inhiber sa propre activité, mais PLD1 

peut aussi à son tour directement influencer l’activité d’autres protéines ou déclencher des 

sentiers intracellulaires qui pourraient ainsi moduler la sécrétion des CM. Dans ce contexte, des 

études précédentes ont rapporté un lien entre le recrutement de Sar1b et la PLD1 (504, 505). 

D'autres expériences sont certainement nécessaires pour élucider l'interaction synergique 

possible entre Sar1b et PLD1 en mesurant les niveaux d'ARNm et de protéines de Sar1b. Aussi, la 

PLD fonctionne en amont de la PKCζ, un facteur crucial pour le bourgeonnement de la vésicule de 

transport du pré-CM, et la régulation de la vitesse de transfert du CM à travers la cellule (555). La 

PLD1 peut non seulement interagir avec la PKCζ mais aussi avec la c-Jun N-terminal kinase 1 qui 

contrôle la sortie basolatérale du CM (556-558). 

Il faut également considérer que le rôle de l'activité de la PLD1 dans la sécrétion et la formation 

des CM pourrait être altéré par le rôle de l'inhibiteur VU0155069. En effet, il a été démontré que 

l'inhibition de l'activité de la PLD1 réduit le niveau d'inflammation dans plusieurs types de cellules, 

comme indiqué dans (6), mais l'inhibiteur VU0115069 peut également, indépendamment de la 

PLD1, réduire l'inflammation, la production de cytokines inflammatoires et l'apoptose des 

leucocytes (559). Comme l'augmentation des niveaux d'inflammation peut fortement affecter le 

métabolisme des lipides et des lipoprotéines et que son inhibition rétablit ce métabolisme, cet 

effet peut également jouer un rôle dans les résultats obtenus dans cette étude (560-562). 

Il est aussi à noter qu'un mécanisme compensatoire peut se produire dans les cellules Caco-2/15 

en présence d'un inhibiteur de la PLD1 pour assurer un approvisionnement stable en PA. Dans ce 

contexte, le PA peut être produit par l'acide lysophosphatidique avec l'acide lysophosphatidique 

acyltransférase et par le DG avec les DGK (6, 496, 563). Par exemple, dans les cellules épithéliales 

BSC-1, il a été observé que l'inhibition de la PLD augmente le PA cellulaire contrairement à 

l'inhibition de la DGK qui réduit drastiquement le contenu en PA (564). De même, lorsque la PLD 

est inhibée dans les cellules de l'astrocytome 1321N1, d'autres sources contribuent à la 

production de PA comme une sorte de mécanisme compensatoire (565). 
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La différence entre la sécrétion hépatique et intestinale des lipoprotéines est particulièrement 

intéressante. Ce fait est évident chez les patients atteints de CRD qui ne sécrètent pas de CM (59). 

Bien que cette maladie affecte fortement la formation et la sécrétion de CM avec une stéatose 

intestinale et une diarrhée, le foie n'est que légèrement affecté et semble être capable de 

sécréter des VLDL avec une concentration normale de TG dans le plasma, ce qui indique que Sar1b 

n'est pas aussi important dans le foie (3). Dans notre étude, nous avons une dichotomie similaire, 

puisque l'activité de PLD semble être plus importante dans le foie que dans l'intestin pour la 

sécrétion des lipoprotéines. Il a été démontré précédemment que la PLD semble jouer un rôle 

central dans l'assemblage des VLDL et que l'inhibition des PLD 1 et 2 réduit la sécrétion des VLDL 

en modifiant la production d'aldostérone (10, 519). D'autres études sont nécessaires pour 

élucider cette dichotomie, mais il est possible que la PLD joue un rôle plus important dans la 

production de PA dans le foie que dans l'intestin et que la DGK joue peut-être un rôle plus 

important dans la formation de PA dans l'intestin. 

Enfin, comme pour l'inhibition du MTTP qui modère l'oxydation des AG dans le foie (566), le KD 

de la PLD1 a ralenti la β-oxydation des AG et a augmenté la lipogenèse, deux processus importants 

qui contrôlent le métabolisme lipidique intestinal. Ces observations pourraient être expliquées 

par la régulation négative de PPARα et PGC1α. Comme commenté précédemment, ces deux 

facteurs de transcription sont primordiaux dans la régulation de l'oxydation des AG, et la 

diminution de leur expression protéique pourrait réguler à la baisse CPT1a (417, 567). En ce qui 

concerne la lipogenèse, la diminution de la phosphorylation de l'ACC, la forme non active de l'ACC, 

pourrait résulter d'une faible activité de l'AMPKα en réponse au KD de la PLD1. 

L'impact de la protéine PLD1 ou même de l'activité de la PLD sur la lipogenèse et l'oxydation des 

AG n'est pas encore clair. Cependant, plusieurs éléments pourraient soutenir son rôle dans ces 

processus. En effet, dans les cellules MDA-MB-231, Calu-1 et BJ-hTERT, il existe un mécanisme de 

rétroaction réciproque entre l'AMPK et la PLD (533). Alors que l'inhibition de l'AMPK augmente 

l'activité de la PLD, la suppression de la PLD augmente l'activité de l'AMPK. Il est également connu 

que mTOR est un régulateur important du métabolisme lipidique (568). En particulier, il a été 

observé dans les cellules musculaires qu'il est important pour le maintien des fonctions 
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oxydatives mitochondriales en augmentant l'expression de PGC1α (569). Comme la PLD influence 

fortement l'activité de mTOR, on peut suggérer que sa régulation a également un impact indirect 

sur les fonctions mitochondriales. En outre, en tant que régulateur important de l'autophagie, 

l'inhibition de la PLD1 dans les cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231, réduit l'apport d'AG 

provenant des PL issus de l'autophagie, ce qui réduit à son tour l'oxydation des AG par les 

mitochondries (550). Enfin, le facteur de transcription PPARγ, un important activateur de la 

lipogenèse, est inhibé par la production d'AG provenant des PLD dans plusieurs lignées cellulaires 

ainsi que chez la souris (570, 571). 

6.2 Le Sar1b GTPase  

Comparativement à la PLD1 qui n'était pas connue pour moduler la formation de CM avant 

l'obtention des présents résultats, le gène Sar1b a déjà été associé à la MRC plusieurs années 

auparavant (5). Cependant, même si une telle association avait été proposée, aucune étude 

démontrant une relation de cause à effet entre ce gène et la sécrétion de CM n'avait été publiée 

à ce jour. De plus, les conséquences sur l'homéostasie lipidique de la délétion de ce gène étaient 

inconnues. La première étape pour élucider tous ces aspects mystérieux était évidemment de 

simplement procéder par des expériences cellulaires. Au début de mon doctorat, on a pu observer 

que la délétion du gène Sar1b dans les cellules Caco-2/15 réduisait effectivement la sécrétion de 

CM, sans nécessairement l'abolir comme on le constate chez les patients avec la MRC (195). Pour 

empêcher totalement la libération des CM, il était nécessaire de supprimer à la fois le gène Sar1b 

ainsi que le gène de son isoforme Sar1a. Cette abolition s'est accompagnée alors d'une 

accumulation de TG cellulaires et d'une diminution de la production de HDL. 

Dans une deuxième étape dans un article dont j’ai été coauteur (article de l’annexe 2), nous avons 

placé l’emphase sur des expériences in vitro qui consistaient à examiner si la déficience en Sar1b 

pouvait affecter l'homéostasie des lipides. Les résultats obtenus ont confirmé ces hypothèses et 

nous avons pu observer une augmentation de la β-oxydation et une diminution de la lipogenèse 

qui pourraient s'expliquer par l’accumulation de lipides, des anomalies dans le transport des 

protéines, des défauts dans la formation des vésicules naissantes et de la courbure des 

membranes favorisant la production des vésicules intracellulaires, un mauvais recrutement des 

composants du manteau COPII et des altérations dans la biogenèse du CHOL (572, 573). 
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Des avancées importantes ont été réalisées par nos travaux in vitro en démontrant pour la 

première fois que la délétion spécifique de Sar1b pouvait abaisser la sécrétion des CM. Nos 

résultats témoignent également que la délétion de Sar1b modifie l'homéostasie lipidique, des 

informations non connues chez les patients avec MRC. Cependant, les modèles cellulaires ont 

leurs limites et ces résultats doivent évidemment être confirmés dans des organismes complexes 

qui permettent de scruter les phénotypes cliniques établis chez les patients et d’élucider plusieurs 

aspects de la MRC, notamment les divergences fonctionnelles du Sar1b, pertinentes à l'intestin 

et le foie. 

En utilisant l'approche d'édition de génome CRISPR-Cas9, nous avons donc généré deux lignées 

de souris, l'une avec une délétion et l'autre avec une mutation ponctuelle du gène Sar1b. 

Effectivement, la relation génotype-phénotype est également un facteur important à prendre en 

compte lors de la conception de souris génétiquement modifiées. Il convient de noter que la 

présence potentielle d'une hétérogénéité allélique indique que différentes mutations dans le 

même locus génétique peuvent entraîner des phénotypes cliniques divergents (584) . En outre, 

la compensation génétique est également un phénomène répandu qui doit être pris en compte 

(585). La perte de fonction d'une protéine causée par un knockout pourrait entraîner une 

régulation ascendante d'autres gènes ou protéines susceptibles de compenser cette déficience, 

ce qui explique pourquoi les souris présentant certains knockdowns présentent des phénotypes 

plus sévères que les souris knockout (585). Il a également été noté que dans de nombreuses 

maladies, les mutations de perte de fonction se produisent rarement, contrairement aux 

mutations subtiles qui sont beaucoup plus fréquentes et qui influencent les propriétés des 

protéines (586, 587). Par conséquent, les défauts dans un gène peuvent conduire à des 

phénotypes plus sévères ou, au contraire, provoquer un mécanisme compensatoire sans rapport 

avec la maladie observée chez l'homme (588). Comme il a été dit précédemment, une 

compensation génétique de Sar1a a été observée avec la délétion complète de Sar1b dans les 

cellules entérocytaires Caco-2/15 (195). Pour ces raisons, nous avons décidé de développer des 

souris avec une grande délétion de paires de bases et des souris avec une mutation subtile qui 

s'est avérée avoir un impact clinique sévère chez les patients (528). Il est intéressant de noter que 

la mutation ponctuelle du gène Sar1b (décrite chez les patients atteints de CRD) était plus 
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délétère dans la quasie totalité des résultats que nous avons obtenu dans ce projet. Les raisons 

exactes de ces différences sont inconnues, mais l'hétérogénéité allélique ou la compensation 

génétique pourraient être des facteurs importants jouant un rôle significatif dans nos résultats 

puisque la délétion entraîne l'absence de production de la protéine GTPase Sar1b, alors que la 

mutation ponctuelle entraîne la formation d'une protéine instable et/ou non fonctionnelle (586, 

587).  

Lors de ce projet, notre première observation se réfère à l’absence totale de souris homozygotes 

suite au croisement de souris hétérozygotes, ce qui n'est pas cohérent avec les rapports de 

fréquence mendéliens. Nous avons alors émis l'hypothèse d’une létalité embryonnaire comme 

cela a été le cas pour les modèles de souris homozygotes avec des délétions d'ApoB et de MTTP 

correspondant à l’hypobétalipoprotéinémie et l’abétalipoprotéinémie, respectivement (589, 

590).  

Des expériences intra-utérines subséquentes ont été menées pour examiner la présence 

d’embryons homozygotes. Nous avons été alors surpris de constater que les embryons de souris 

homozygotes pour Sar1b étaient effectivement capables de se développer jusqu'à un stade de 

développement assez avancé (18,5 jours) sans anomalies macroscopiques, ce qui est 

dichotomique avec les autres autres modèles de maladies congénitales 

(hypobétalipoprotéinémie et abétalipoprotéinémie) où les embryons développent dès l'âge de 

13,5 jours des malformations entraînant leur résorption, les empêchant ainsi de croître davantage 

(589, 590). Ce résultat est dû au défaut du sac vitellin à transférer les lipides à l'embryon. Par 

contre, les embryons homozygotes pour la mutation et la délétion de Sar1b affichent une 

croissance embryonnaire normale et une quantité normale de lipides dans les sacs vitellins, ce 

qui les exclut comme cause de létalité embryonnaire. Nous avons examiné histologiquement à 

18,5 jours certains organes des embryons incluant le cerveau, le foie et l'intestin. Il a été démontré 

précédemment que Sar1b est abondant dans le cerveau et que sa délétion dans les embryons de 

poisson-zèbre entraîne l'absence de neurones neuro-D-positifs (591), et que sa délétion dans le 

cortex cérébral en développement altère la migration radiale et l'élongation des axones des 

neurones corticaux chez la souris (592). Les neurones Neuro-D-positifs sont des neurones qui 

expriment la protéine neuro-D, un facteur de transcription qui contrôle la transcription de 
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nombreux gènes dans le développement du cerveau (593). Cependant, nous n'avons pas observé 

de pathologies dans le cerveau et le foie des embryons, mais nous avons constaté une 

accumulation de lipides dans l'intestin. Il se pourrait que le défaut du transfert des lipides et des 

vitamines liposolubles vers la circulation empêche les embryons de survivre après 

l'accouchement. Effectivement, dans le ventre de la mère, les embryons reçoivent directement 

les nutriments dans la circulation sanguine de la mère grâce au plancenta et dès qu’ils sortent de 

ce ventre, les aliments passent par l’intestin, ce qui pourrait expliquer cette situation (594, 595).  

Il faut aussi garder à l'esprit que ces observations ont eu comme base que l’histologie, mais des 

anomalies moléculaires ou biochimiques non explorées jusqu’à présent peuvent entraîner la 

létalité. De plus, Sar1b est présent dans de nombreux tissus, il peut donc jouer un rôle à plusieurs 

sites (596). Comme indiqué par Turgeon et al, 2009, il est très difficile de déterminer la cause de 

la mort néonatale chez la souris (597). En effet, il existe un réseau biologique très complexe de 

relations entre les défauts des organes et les processus physiologiques qui sont nécessaires à la 

survie de la souris. Par exemple, les défauts squelettiques et neuromusculaires peuvent 

empêcher l'embryon de respirer ou simplement de téter (597). De nombreux défauts du 

métabolisme peuvent altérer l'homéostasie du fœtus et l'empêcher de survivre. Un bon exemple 

est l'homozygotie de ATG5 et ATG7 qui empêche l'autophagie (598, 599). Juste après la naissance, 

le taux de sucre dans le sang de la souris étant très bas, elle doit donc synthétiser du glucose. L'un 

des moyens est l'autophagie qui est un des processus critiques pour obtenir de l'énergie en raison 

de sa capacité à décomposer le glycogène du foie pour la biogenèse du glucose, une source 

d'énergie nécessaire à la survie de l'animal (600). 

Même en absence d’homozygotes, nous avions encore des hétérozygotes viables sous la main, et 

notre première étape consistait à caractériser ces animaux hétérozygotes et d’examiner s’ils 

présentaient certaines des caractéristiques des patients. Nous avons pu démontrer que la 

perturbation d'un seul allèle de Sar1b entraîne une importante malabsorption intestinale des 

lipides due au défaut de sécrétion de CM et une altération de son métabolisme lipidique, 

établissant ainsi l'association cause-effet entre Sar1b et la MRC. Effectivement, nos modèles de 

souris Sar1bmut/+ et Sar1bdel/+ ont récapitulé les défauts de malabsorption des graisses intestinales 
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et de sécrétion de CM, qui sont les caractéristiques les plus dominantes des patients atteints de 

la MRC. Il est probable que ces mutations empêchent la formation de COPII et bloquent ainsi le 

transport de CM du RE au complexe de Golgi, ce qui entraîne une augmentation du dépôt de 

lipides dans les cellules absorptives de l’intestin grêle proximal et, par conséquent, une 

diminution de la concentration de lipides dans le plasma. Il est intéressant de noter que les souris 

Sar1bmut/+ et Sar1bdel/+ présentent une déplétion intestinale de l'expression des protéines MTTP 

et ApoB-48, ce qui peut contribuer à la malabsorption des graisses (601, 602). Ceci est cohérent 

avec la diminution récemment rapportée de l'expression de la protéine ApoB-48 en réponse à la 

délétion du gène Sar1b dans les cellules Caco-2/15 (195). 

L’assemblage des CM intestinaux et des VLDL hépatiques a fait l'objet d'intenses recherches au 

cours des quatre dernières décennies. La biogenèse de ces lipoprotéines partage plusieurs 

protéines clés telles que l'ApoB-48, la MTTP et la Sar1b GTPase. Leurs mutations perturbent 

complètement les étapes d'initiation de la formation des pré-CM et des VLDL dans le cas des deux 

premiers gènes, et bloquent la maturation et la sortie des CM du RE vers le Golgi dans le cas du 

dernier gène. De façon inattendue, seule une stéatose sporadique et très limitée a été notée chez 

quelques patients atteints de la MRC malgré les aberrations de Sar1b (457, 461, 528). De plus, 

contrairement à l'absence totale de CM dérivé de l'intestin grêle chez les patients avec MRC en 

réponse à un challenge de repas gras, le niveau de VLDL dérivé du foie était similaire à celui des 

participants humains témoins. En accord avec ces observations, nos deux modèles de souris 

Sar1bmut/+ et Sar1bdel/+ présentent un comportement similaire compte tenu de la faible implication 

du foie sous une diète chow. En effet, aucune accumulation significative de lipides hépatiques et 

aucune anomalie du métabolisme lipidique n'ont été observées malgré la modification génétique 

de Sar1b. Néanmoins, le peu d'impact des mutations de Sar1b sur la sécrétion des VLDL par le 

foie des patients et des souris avec MRC par rapport aux hépatocytes McArdle-RH7777 est une 

question intrigante, qui doit être clarifiée dans de futures investigations (572). 

La constatation d'une baisse du taux de HDL-CHOL, chez nos souris, nous a conduits à examiner 

l'ApoA-I et l'ABCA1, deux protéines essentielles à la biogenèse du HDL. Dans nos expériences, une 

faible expression génétique de l'ApoA-I et de l'ABCA1 dans l'intestin a entraîné un faible taux de 

HDL-CHOL chez les animaux atteints de la MRC. Ces résultats confirment non seulement les 
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données obtenues précédemment dans les cellules intestinales Caco-2/15 en réponse à la 

délétion de Sar1b (461, 528, 603), mais peuvent également expliquer la teneur fortement réduite 

en CHOL de la fraction HDL des patients atteints de la MRC (460, 461). Une sécrétion réduite 

d'ApoA-1 et de HDL a également été observée chez les patients présentant une délétion de l'ApoB 

et de MTTP, mais les mécanismes sont encore inconnus (604, 605). Bien que ces mécanismes 

restent à être définis, il a été démontré que l'afflux de CHOL à travers la membrane apicale des 

entérocytes Caco2/15 augmente l'expression de l'ABCA1 et qu'une diminution de la quantité de 

CHOL au niveau apical diminue le transport des lipides par l'ABCA1. Cependant, l'expression 

d'ABCA1 n'a pas changé avec cette diminution, mais cet article démontre l'importance de l'entrée 

de CHOL dans l'activité d'ABCA1 (606). Il a également été démontré qu'une consommation accrue 

de CHOL chez les souris augmentait l'excrétion de CHOL dans les cellules par le biais des voies de 

signalisation LXRα-ABCA1 (607). Puisque l'accumulation de lipides, comme cela a été observé chez 

nos souris dont le gène Sar1b est altéré et chez les patients souffrant de malabsorption des 

lipides, affecte l'entrée des lipides dans la cellule, il serait possible que cela affecte l'expression 

de l'ABCA1 et de l'ApoA-1 (2). De plus, une augmentation du catabolisme de l'ApoA-1 et des HDL 

comme mécanisme supplémentaire expliquant les faibles niveaux de HDL-CHOL pourrait être une 

piste à explorer. 

Compte tenu de notre faible compréhension de l'interaction entre les aberrations de Sar1b et le 

métabolisme médié par la consommation de graisses, nous avons soumis des souris Sar1bmut/+ et 

Sar1bdel/+ à un régime riche en graisses à long terme. Les résultats de ces expériences seront 

importants pour mieux évaluer les recommandations faites aux patients atteints de MRC de 

s'abstenir de consommer des graisses. En outre, ces étapes expérimentales permettront de tester 

l'hypothèse selon laquelle les souris présentant des défauts de Sar1b sont protégées contre la 

prise de poids et les anomalies métaboliques induites par le HFD. Comme le montrent nos 

résultats, cette hypothèse est largement confirmée puisque les souris mutantes ont montré une 

certaine protection contre la prise de poids, l'expansion du tissu adipeux, la résistance à l'insuline, 

l'hyperlipidémie et la stéatose hépatique de manière dépendante du sexe et du génotype. Nos 

résultats peuvent indiquer un nouveau lien entre l'absorption des lipides médiée par Sar1b et le 

métabolisme, ce qui est soutenu par nos travaux précédents mettant en évidence que les souris 
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transgéniques surexprimant Sar1b développent un poids corporel accru, une adiposité, une 

stéatose hépatique, des lipides plasmatiques et une insensibilité à l'insuline (196). De plus, nos 

résultats soulignent également que ces souris génétiquement modifiées soumises à un régime 

HFD sont plus représentatives de la MRC que les souris sous une diète CHOW, car elles avaient 

des différences significatives plus importantes comparativement à leur contrôle respectif dans les 

différents paramètres métaboliques étudiés. 

Nous avons analysé la composition de différentes classes d'AG afin d'examiner si les souris 

hétérozygotes sont affectées par des troubles des AG, en particulier la carence en AG essentiels. 

Il est rapidement apparu que les souris mutantes Sar1bmut/+ et Sar1bdel/+ sous HFD présentaient 

plus d'AG saturés, moins d'AG polyinsaturés, une faible abondance de n-6 et un rapport SFA/PUFA 

réduit. Plus précisément, les souris Sar1bmut/+ présentaient un rapport 16:1(n-7)/18:2(n-6) accru, 

un indice de carence en AG essentiels, et un rapport oméga-6/oméga-3 réduit (608, 609). Des 

preuves de carence en AG essentiels et une diminution du rapport oméga-6/oméga-3 ont 

également été documentées chez des patients canadiens et français atteints de MRC (460). Ces 

résultats sont probablement dus au fait que les souris, ainsi que les patients, ont une sécrétion 

réduite de CM (461, 610). Il est évident que les CM sont essentiels pour le transport des AG, et ce 

mécanisme est particulièrement important pour les AG qui ne peuvent pas être produits par des 

enzymes dans notre corps. Ces acides gras sont polyinsaturés comme les oméga-6 et les oméga-

3, ce qui explique les résultats observés. Cependant, il faut également tenir compte du fait que 

l'acide eicosapentaénoïque et l'acide docosahexaénoïque, tous deux oméga-3, peuvent être 

synthétisés par l'acide linoléique, un oméga-6, et l’acide α-linolénique, un oméga-3, même si ce 

taux de conversion est faible (611-614). En outre, certaines enzymes peuvent modifier le profil 

des acides gras comme le SCD1, un facteur à prendre en compte. (615). Justement, il a été observé 

qu'une délétion spécifique à l'intestin de la protéine 4 du locus Surfei, une protéine dont on a 

récemment proposé qu'elle joue un rôle synergique avec Sar1b dans la formation du COPII, 

diminue l'expression génétique de plusieurs facteurs de la lipogenèse tels que SCD1 et FAS, et de 

la β-oxydation tels que CPT1a (463, 616). 

Dans les troubles de malabsorption congénitale, non seulement la quantité de lipoprotéines est 

altérée, mais aussi leur qualité. Nos études précédentes sur l'hypobétalipoprotéinémie et la MRC 
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ont rapporté une composition irrégulière des lipoprotéines chez les patients, reflétée par un profil 

anormal de VLDL, LDL et HDL (603, 617). Dans le présent projet, même avec un seul allèle modifié, 

les souris Sar1bmut/+ et Sar1bdel/+ soumises à un régime HFD à long terme présentaient une 

composition lipoprotéique altérée. A l'heure actuelle, il n'est pas possible de savoir si les 

modifications de la composition et de la taille des lipoprotéines sont dues à des anomalies de leur 

biogenèse ou de leur métabolisme sanguin. 

Malgré l'intérêt croissant pour l'influence du sexe et du genre sur la santé, peu d'attention a été 

accordée aux maladies de malabsorption congénitales. Pourtant, ils peuvent influencer la 

prévalence, l'apparition, la réponse au traitement et le pronostic. Nos résultats ont montré que 

les souris femelles étaient moins affectées par le HFD et l'altération de Sar1b que les souris mâles. 

Récemment, de nombreuses études ont montré que les rongeurs femelles étaient plus protégés 

que les mâles du développement de l'obésité et de la stéatose hépatique lorsqu'ils étaient nourris 

avec un régime riche en graisses (618-621), ce qui est cohérent avec nos résultats. La clairance 

postprandiale des lipides est également plus rapide chez les femelles et leur pic postprandial est 

plus bas que chez les mâles, très probablement en raison d'une activité plus élevée de leur 

lipoprotéine lipase (281). Ces différences entre les sexes ne doivent pas être négligées à l'ère de 

la médecine personnalisée, d'autant plus que plusieurs études ont signalé des différences entre 

les sexes dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines (280, 622, 623).  

Finalement, nos résultats suggèrent que l'altération de Sar1b favorise le stress du RE, en 

particulier dans l'intestin des souris soumises à un régime HFD, car l'expression génétique de 

facteurs clés tels que Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), Inositol-

requiring enzyme 1 (IRE1), Activating transcription factor 6 (ATF6) et G protein-coupled receptor 

78 (GPR78) a augmenté. Ces résultats sont appuyés par des études in vitro qui ont montré que 

les mutations de Sar1b provoquent un transport défectueux des protéines dans le RE, entraînant 

un stress du RE suite à l'accumulation de proinsuline mal repliée (624). 



Chapitre 7 – Conclusion et perspectives  

En conclusion, nous pensons que les résultats obtenus dans cette thèse ont permis d’élargir notre 

compréhension des processus et des mécanismes qui régulent le transport intestinal des lipides, 

ainsi que la formation et la sécrétion des CM. En effet, nos résultats originaux soulignent que 

retirer la protéine PLD1 affecte la sécrétion des CM et le métabolisme lipidique intestinal, même 

si des résultats supplémentaires seraient nécessaire pour confirmer cet effet. Nous sommes 

également les premiers à confirmer la relation de cause à effet entre la MRC et la protéine Sar1b 

GTPase dans un modèle de mammifère, et à découvrir que l'altération du gène Sar1b peut 

fortement modifier l'homéostasie lipidique intestinale dépendamment de son génotype et de sa 

diète. Par ailleurs, nos travaux ont mis en relief que le défaut des deux allèles de Sar1b entraine 

une létalité embryonnaire. Finalement, nos observations mettent en évidence les anomalies de 

la composition chimique et protéique des lipoprotéines plasmatiques en réponse aux défauts 

génétiques de Sar1b. 

Nous pensons que la présente thèse de doctorat présente plusieurs atouts. Tout d'abord, elle est 

très diversifiée puisqu'elle a permis la production d'un article de synthèse et des articles 

scientifiques différents les uns des autres, mais complémentaires. En nous attaquant à la fois au 

PLD1 et au Sar1b GTPase, nous avons substantiellement contribué à la compréhension de 

l’absorption intestinale des lipides, mais aussi à l’élucidation des mécanismes qui sont essentiels 

pour le diagnostic, traitement et suivi des patients. Enfin, le projet a également pris en compte le 

sexe de l'animal, son régime alimentaire, ainsi que son génotype. En effet, même s'il n'est pas 

courant de considérer les deux sexes dans des études, il est de plus en plus recommandé d’en 

tenir compte, car les résultats peuvent évidemment différer selon le sexe. Quant au génotype, il 

est encore rare de voir des auteurs employer plus qu’un seul génotype afin d’étudier une maladie 

en raison des coûts et du temps que cela peut demander. Nos travaux ont mis l’emphase sur deux 

génotypes du Sar1b GTPase qui ont démontré une utilité biologique certaine.  

Notre programme de recherche a plusieurs limites. Pour la PLD1, seules des cellules 

immortalisées ont été utilisées pour identifier sa contribution à la formation et sécrétion des CM. 

L’emploi des cellules a des limites dans l’interprétation des résultats, et il aurait été intéressant 
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de comparer les résultats cellulaires à ceux de souris avec une délétion de la PLD1. De plus, nous 

n'avons pas comparé avec des cellules dont l'expression des gènes PLD2 et PLD1+2 est diminuée, 

ce qui empêche de confirmer que seule la PLD1 joue un rôle. Enfin, il est possible que d'autres 

facteurs masquent les effets de l'inhibition de l'activité de PLD1, puisque cette inhibition peut 

affecter l'inflammation et que l'inhibiteur utilisé, indépendamment de PLD1, peut affecter 

l’inflammasome. Quant aux expériences sur des animaux présentant une altération de Sar1b, les 

modèles, même s'ils ont produit des résultats remarquables, sont une limite en soi. En effet, étant 

hétérozygotes, ils ne représentent pas exactement la situation des patients qui ne peuvent 

sécréter de CM. Il faut quand même mentionner que cette situation n'était pas sous notre 

contrôle puisque les deux génotypes créés produisaient des homozygotes non viables. Il aurait pu 

être intéressant de produire des souris avec une délétion spécifique à l'intestin ou au foie de la 

sar1b GTPase, ou de développer des souris dont la délétion est induite par le tamoxifène. Ces 

différents modèles auraient pu nous permettre d'obtenir possiblement des homozygotes viables. 

En outre, d'autres variables doivent être prises en compte pour confirmer la différence entre les 

mâles et les femelles. Par ailleurs, les analyses histologiques des embryons nécessiteraient toutes 

une confirmation par Oil Red O avec quantification des GTL.  

Enfin, ces projets fondamentaux ont plusieurs perspectives à long terme. Tout d'abord, la 

découverte du rôle de la PLD1 dans la sécrétion de CM est très intéressante car il serait tout à fait 

envisageable de développer des médicaments ciblant cette enzyme pour réduire la sécrétion de 

CM et donc éventuellement traiter les désordres associés aux maladies cardiométaboliques. De 

plus, ces résultats pourraient aider au génotypage des patients atteints de malabsorption 

lipidique puisque, selon nos résultats, il serait possible qu'une mutation du gène PLD1 provoque 

bien des maladies absorptives. Quant à la Sar1b GTPase, nos résultats rassureront les cliniciens 

en démontrant la relation de cause à effet entre ce gène et la MRC, et pour les alerter sur des 

complications supplémentaires. Comme pour la PLD1, il pourrait être intéressant de développer 

des médicaments qui réduisent l'activité de la Sar1b GTPase pour modifier la sécrétion de CM 

dans des pathologies cardiométaboliques. Cette enzyme serait encore plus pertinente que le 

MTTP puisqu'elle ne provoquerait pas les effets indésirables de ce dernier, à savoir le 

développement d'une stéatose hépatique. Nos résultats ont également mis en évidence 
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l'importance de prendre en compte le sexe et le type de mutation pour diagnostiquer la sévérité 

de la maladie. 
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ABSTRACT 

Significance: Cardiometabolic disorders (CMD) are composed of a plethora of metabolic 

dysfunctions such as dyslipidemia, NAFLD, insulin resistance and hypertension. The development 

of these disorders is highly linked to inflammation and oxidative stress (OxS), two metabolic states 

closely related to physiological and pathological conditions. Given the drastically rising CMD 

prevalence, the discovery of new therapeutic targets/novel nutritional approaches is of utmost 

importance. Recent Advances: The tremendous progress in methods/technologies and animal 

modeling has allowed the clarification of phospholipase D (PLD) critical roles in multiple cellular 

processes, whether directly or indirectly via phosphatidic acid, the lipid product mediating 

signaling functions. In view of its multiple features and implications in various diseases, PLD has 

emerged as a drug target. Critical issues: Although insulin stimulates PLD activity and, in turn, PLD 

regulates insulin signaling, the impact of the two important PLD isoforms on the metabolic 

syndrome components remains vague. Therefore, after outlining PLD1/PLD2 characteristics and 

functions, their role in inflammation, OxS and CMD have been analyzed and critically reported in 

the present exhaustive review. The influence of functional foods and nutrients in the regulation 

of PLD has also been examined. Future Directions: Available evidence supports the implication of 

PLD in CMD, but only few studies emphasize its mechanisms of action and specific regulation by 

nutraceutical compounds. Therefore, additional investigations are first needed to clarify the 

functional role of nutraceutics and, second, to elucidate whether targeting PLDs with food 

compounds represents an appropriate therapeutic strategy to treat CMD.  
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1. INTRODUCTION 

The increase in the incidence of obesity is now considered as a major world health problem. 

Obesity is most of the time accompanied by multiple cardiometabolic disorders (CMD) such as 

dyslipidemia, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and type 2 diabetes (T2D) (89). Even 

though several of these problems can be averted or at least attenuated by exercising and adopting 

healthy eating habits, the development of appropriate therapeutic strategies is of prime 

importance provided significant progress is made in understanding the mechanisms of action. In 

this context, growing awareness is devoted to phospholipase D (PLD), a signal transduction-

activated enzyme, which generates phosphatidic acid (PA), a significant lipid-derived second 

messenger. Indeed, PLD is a regulator of numerous signaling processes such as endocytosis, 

exocytosis and cytoskeletal reorganization, as well as vesicular trafficking and fusion. Moreover, 

PLD is involved in cell proliferation, inflammation, survival, redox signaling, mitochondrial 

function and many pathophysiological actions along with appreciated connections to neuronal 

ailments, cancer, thrombotic events, and infectious diseases. 

In this review, we will discuss the role of PLD in CMD after outlining its main biochemical 

characteristics and functions. The comparative analysis of the two isoforms PLD1 and PLD2 will 

also be presented. Attempts will be made to shed light on the mechanisms triggered in the 

development of CMD such as obesity, NAFLD, dyslipidemia and T2D. Finally, we will examine 

whether nutrients constitute suitable means to treat CMD by targeting PLD activity.  

2. PHOSPHOLIPASE D: GENERAL INFORMATION 

PLD isofroms are impressive proteins in view of their structural, biochemical and biological 

features, which will be developed in the following sections.  

2.1 Physicochemical proprieties and structure domain roles 

The PLD family is composed of two classic isoforms: PLD1 and PLD2 (216). The two isoenzymes 

are expressed in nearly every mammalian tissue and are found in various organisms such as 

viruses, bacteria, yeast, plants, animals and humans (216). Other family members have been 

reported, including PLD3, PLD4 and PLD6 (86,177,178). This review will mostly focus on 
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mammalian PLD1 and PLD2 as they represent the predominant forms with unique functions and 

regulation. By contrast, PLD3 and PLD4 are not endowed with phospholipase activity and properly 

defined functions (177,261). On its side, PLD6 possesses a single strand-specific nuclease activity 

(109). PLD1 and PLD2 catalyze the same reaction and use mostly the same abundant membrane 

phospholipid, phosphatidylcholine (PC), as a substrate (86,177,178). They can also hydrolyze 

phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine and phosphatidylglycerol (216), but their key 

catalytic activity consists in hydrolyzing PC to produce membrane-bound PA and soluble choline. 

The members of this enzymatic family are transphosphatidylases, underscoring their ability to 

exchange the PA headgroup at the terminal phosphodiester bond (189). In this reaction, water is 

used as the nucleophile, but primary alcohol can also be used (216). Figure 1 exhibits all the PLD 

reaction components, including enzymes, substrates and products. 

The most used alcohols are butanol and ethanol, yielding phosphatidylbutanol and 

phosphatidylethanol, respectively. In fact, transphosphatidylases are even more attracted to 

alcohol as a nucleophile than water. For this reason, researchers were accustomed to employing 

ethanol or 1-butanol as a PLD inhibitor. However, it has recently been found that 

phosphatidylethanol can also activate downstream signaling pathways, implying that the studies 

using these inhibitors might not be highly specific. The transphosphorylation process depends on 

the chemical composition of the H(X)K(X)4D motifs, which represents the catalytic domain of PLD 

(216). Although PLD1 and PLD2 have only 56% homology in their amino acid sequence, they 

possess the characteristic catalytic domain. Their molecular weights are 120 and 106 kDa, 

respectively. Their structure is composed of additional domains holding different potential roles. 

As described in Figure 2, PLD1 and PLD2 contain PX, PH and lipid binding domains, which are able 

to interact with substrates depending on the type of isoform. Their similarities and divergences 

are summarized below.  

PLD1 and PLD2 contain a lipid binding sequence, absolutely essential for the activation of their 

activity, which heavily depends on lipid phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, but the two family 

PLD members have also secondary cofactors such as phosphoinositides (179). Nevertheless, 

phosphatidylinositol 4,5-biphosphate specifically causes the translocation of PLD1 to the plasma 

membrane where it is activated by signaling factors (53). It should be remembered that PA 
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directly promotes the activation of type I and type II phosphatidylinositol kinases, thereby 

generating PI(4,5)P2 (214). In this way, PA and the two phosphatidylinositol kinases enable a feed 

forward regulation loop that is key in the production of signaling lipids. 

The PX domain at the N-terminal domain is as well advantageous for PLD activities. PLD1 binds to 

phosphoinositides allowing the enzyme translocation to vesicle membranes to culminate in 

endocytosis (53). As to PLD2, the binding of its PX domain to specific enzymes (e.g. 

phospholipases, tyrosine or protein kinases) is necessary for their activation (114,139). For 

example, the formation of the PLD2-phospholipase C-gamma1 complex activates the enzymatic 

activity of phospholipase C-gamma1, in turn triggering epidermal growth factor that is implicated 

in cytoskeletal reorganization and cell proliferation (114). Also, the formation of the PLD2-Protein 

Kinase C (PKC)ζ complex enhances the activity of PKCζ, allowing downstream PKCζ protein 

activation (e.g. P70S6 kinase phosphorylation), which in turn detonates on mammalian target of 

rapamycin (mTOR) pathway (114). For both PLD isoforms, the PX domain plays the role of 

dynamin GTPase (141). Indeed, PLD interacts directly with dynamin and activates its GTPase 

domain, thus causing the endocytosis of epidermal growth factor receptor at the plasma 

membrane. The PH domain in the C-terminus of the PX domain binds to the phosphoinositides 

playing a similar role for PLD1 and PLD2 (97). Although mutations or deletions of PLD1 and PLD2 

do not modify their activity in vitro, inactivation is possible in vivo given fairly large modifications 

in their translocation to membranes and final intracellular compartmentalisation (54,214).  

The biggest difference in PLD1 and PLD2 structure is that the former is equipped with a loop-

shaped domain of 116 amino acids necessary for negative regulation (235). This specific domain 

could explain why PLD1 has a low basal activity compared to PLD2.  

The structure and functions of all these different domains constitute important factors for PLD 

activity. Impeding the integrity of these domains by pharmacological inhibitors disturbs PLD 

activity, which actually represents a useful strategy to treat PLD-mediated several diseases (listed 

in Table 1). As seen in this Table, PLD acts on a plethora of signaling events, which subsequently 

exerts an influence on various diseases such as arthritis, Alzheimer, cancer, cardiovascular events, 

inflammatory bowel disease and others. Noteworthy, most chemical inhibitors have the 
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possibility to target the H(X)K(X)4D domain as demonstrated in Table 2. The latter contains a non-

exhaustive list of some direct or indirect PLD inhibitors (216). As previously reported, these 

inhibitors can be synthetic or natural molecules (215,259). In low concentrations, synthetic PLD 

inhibitors display higher specificity and affinity than natural molecules, but various nutraceuticals 

clearly exhibit a significant number of beneficial effects (96,168,199) as well described in the last 

section of this review.  

2.2 Biological proprieties  

2.2.1 Molecular biology of PLD1 and PLD2 

Firt stimulated by their achievement in isolating and cloning the first eukaryotic PLD derived from 

plants (250), investigators succeeded in cloning yeast and mammals PLD isoforms (135,251). 

Although these genes display differences, they have common characteristics and highly 

conserved sequence motifs such as the catalytic HKD domain, N-terminal PX/PH and C2 domain 

(166). The identification of the PLD genes in the various species, including bacteria and viruses 

(42,55), led to the definition of PLD superfamily garnished with the sequence motif 

HxK(x)4D(x)6GSxN (x for amino acid residue) (194). Noteworthy, the same PLD superfamily 

contains non-PLD enzymes equipped with the HxKx4Dx6G(G/S) consensus sequence, e.g. 

endonucleases (193), cardiolipin synthase (111) and phosphatidylserine synthase (49). It should 

also be stressed that the superfamily members express little homology but they show a 

comparable catalytic HKD sequence, which consists of the domains I-IV, dictating similar reaction 

mechanisms (166). Nevertheless, there are some species (e.g. Streptomyces) that contain only 

domains I, II and IV, while bacterial endonucleases exhibit only the domains I and IV (166). To 

highlight some concrete examples, Table 3 indicates the amino acids homology of PLDs from 

selected species (from viruses to mammals). Most of these data were produced by BLAST of 

selected amino acid sequences.  

Available evidence suggests an ancient common precursor for eukaryotic PLD genes in view of 

the comparable sequence between the domains I & II and III & IV (146). Possibly, the PLD genes 

underwent duplication and fusion events, suggesting that they might be bilobed enzymes with 

two putative HKD motifs (194). A second proposal estimates that it is rather a gene duplication 
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giving rise to mammalian PLD1 and PLD2, which happened during the evolution of chordates 

(181). Finally, there was merit that every PLD is unique in its eukaryotic species (256) and, of 

course, different from prokaryotes. Despite significant progress in this area, the first crystal 

structure of PLD has been reported only in 2000 for Streptomyces (27) followed by that of the 

human in 2020 (233). The scientific community currently faces difficulty in unravelling the human 

crystal structure of PLD2 and engineering mammalian PLD recombinant compared to plant and 

prokaryote PLD. As of now, both isoforms of mammalian and human PLD have been expressed in 

eukaryotic systems (e.g. insect cells and yeasts) (29,124,226) concurring with the need of 

eukaryotic chaperones for the enzyme folding (257).  

The first detailed kinetics of regulated PLD activity toward PC substrate was described in 2006 

(93). At low substrate concentrations, initial velocity of PLD-catalyzed reaction is proportional to 

initial substrate concentration. At elevated substrate concentrations, the reaction approaches 

maximal velocity. Pointing out the differences in gene structure and localization between PLD1 

and PLD2 in humans and mice may enhance the different patterns in their regulation and 

mechanisms of action. First of all, human PLD1 is localized in the chromosome 3 (3q26.31) while 

PLD2 is localized in the chromosome 17 (17p13.2) (51). If mouse PLD1 is also localized in 

chromosome 3 (3 A3; 3 11.15 cM), PLD2 belongs to chromosome 11 (11 B3; 11 42.99 cM) (202). 

Human PLD1 gene spans 210 kb and is composed of 31 exons, the majority of them (27 exons) 

express 4 spliced transcripts (PLD1a, PLD1b, PLD1a2, PLD1b2) (51). However, PLD2 gene is smaller 

and spans only 16.3 kb with 25 known exons. Mouse PLD1 gene (147 kb) contains 28 exons 

whereas PLD2 (17.1 kb) has only 25 exons (202). The variance noted in the two isoforms is due to 

a rapid 20-fold extension/contraction occurring in the sets of introns (202).  

2.2.2 Regulation of PLD1/PLD2 activities and PA production 

As mentioned before, PLD1 and PLD2 play an important role in various biological pathways, 

indicating that their regulation is extremely significant. These two isoforms contribute to the 

formation of ~1–4 % of lipids found in cells, but their localization and activities are different (50). 

Under basal activity, PLD1 is mostly found in perinuclear membranes such as lysosomes, 

endosomes, Golgi apparatus and secretory granules (43,107). PLD1 has a low intrinsic activity and 
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needs to be activated by various proteins such as G protein-coupled receptors, PKC, Rac, Rho, 

ADP-ribosylation factors family members and receptor tyrosine kinase agonists in order to 

transduce an extracellular signal. All these proteins can directly interact with specific PLD1 

sequences to increase its activity. Once PLD1 is activated, it is translocated to the plasma 

membrane or endosomes to hydrolyze PC into PA. Thereafter, PLD1 is recycled, with the 

assistance of its PX and PH domains, to resettle in specific intracellular membranes such as those 

of the Golgi and endoplasmic reticulum (ER) (53). Notably, for its biological activity, PLD1 does 

not need to be phosphorylated compared to PLD2 (1). On the other hand, PLD2 is mostly found 

in the plasma membrane under basal activity (43). It has a high catalytic activity and is usually 

activated by G protein-coupled receptors and receptor tyrosine kinase through direct interaction 

(148). Similarly to PLD1, PLD2 cycles between plasma membrane and subcellular vesicles during 

an alteration of one of its motifs (53). It can be translocated to recycled vesicles with desensitized 

receptors but, compared to PLD1, its activity and protein interaction are modulated by 

phosphorylation (43). PLD2 has many phosphorylation sites at the PX domain and can be 

phosphorylated by Janus Kinase 3 at Tyr415 and C-Src, epidermal growth factor at Tyr296 (95). 

Depending on the signaling pathway and on different settings, both PLD isoforms can be non-, 

partially- or highly redundant. With total inhibition of PLD activity, possible compensatory 

mechanisms take place (70,165). In these circumstances, cells or animals with a PLD deletion 

could still produce PA via additional pathways given the ultimate need to have an operational 

signaling (59,66). This could explain the absence of lethality of mice with PLD1 or PLD2 ablation 

(47,175,267). To mention only one example, long-term loss activities of both PLD isoforms or the 

constant use of their specific inhibitors results in an upregulation of diacylglycerol kinases or lyso-

PA acyltransferases allowing PA production (66,70). In fact, diacylglycerol and lyso-PA can be 

transformed into PA (80).  

Most studies focus on PA, as the PLD substrate, to understand downstream regulation of many 

processes, but the proper role of the PLD protein has often been omitted. Even if numerous 

events are controlled by PA, PLD protein is endowed with its own functions. Actually, PLD1 and 

PLD2 were found to physically interact with 30 different proteins (115). More precisely, as 

mentioned in the previous section, the interaction of the PLD2-PX domain with phospholipases, 
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tyrosine and protein kinases is necessary for their activation (114,130,141). PLD2 was also shown 

to be a guanine nucleotide exchange factor for the Rac2 GTPase (152). As for PLD1, it is the direct 

interaction (not the enzymatic activity) that is able to regulate the activation of Ped/Pea-15, an 

important regulator of insulin resistance (IR) (264). Also, the deletion of PLD1 regulates tumor 

necrosis factor (TNF)α production, while the inhibition of its enzymatic activity had no effect 

(134).  

Therefore, one should take into account the impact of each of the respective assumed parameters 

when assessing PLD biological merit, either by employing PLD activity inhibitors or by genetic 

manipulations. The next section will cover the involvement of PLD in the regulation and 

amplification of many cellular signaling pathways and functions. 

2.2.3 Role of PLD1 and PLD2 in endocytosis, exocytosis and vesicular trafficking  

The transport of components between different cell compartments, performed by endocytosis or 

exocytosis of vesicles from an organelle to another, is an essential mechanism for proper cellular 

function, and PLD (mostly PA in this case) is a major player in these intracellular processes. One 

plausible explanation is the negative PA charged state and the local accumulation of its negative 

headgroup, known to promote the formation of a curved membrane in the lipid bilayer, necessary 

for the formation of vesicles (230). More recently, some mechanisms have been proposed for 

vesicle genesis and budding mediated by PA. The findings were mostly related to trafficking 

between the ER and the Golgi apparatus. Proteins synthesized in the ER are transported outside 

of the organelle by COPII vesicles (236). In a such process, PA was found to initiate the formation 

of these vesicles through the activation of Sar1b GTPase and the recruitment of Sec23/24 and 

Sec13/31 to the ER membranes (187). Figure 3 summarizes this concept in the formation of COPI 

and COPII vesicles. Support for this mechanism was obtained via the inhibition of PLD1 activity 

that resulted in the accumulation of proteins in the ER, favouring the development of an ER stress 

(41). Generally, the vesicles move from the ER to the trans-Golgi apparatus for the maturation of 

proteins (236). Even if PA increases the fusion of COPII vesicles with the trans-Golgi, further efforts 

should shed more light on the mechanisms. The same relate to the transport of the COPI vesicles 

from the cis-Golgi apparatus back to the ER (22). Interestingly, ethanol and butanol inhibited PLD 
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activity and blocked the secretion of vesicles through the budding network (38,225). 

Furthermore, the removal of PLD in drosophila led to Golgi disorganization and defective vesicular 

trafficking due to the reduction of the fission process in the trans-Golgi (138). Altogether, these 

results suggest that PLD is an essential actor in the accountable mechanisms. Collectively, these 

data also indicate that PLD and its PA product play a significant role in the membrane structure 

and membrane transport regulation. However, additional work is needed to complete our 

understanding of the basic mechanisms of action. 

2.2.4 Role of PLD1 and PLD2 in major signaling processes  

Other than its essential function in vesicular trafficking, PLD also regulates a plethora of different 

signaling events involved in cell proliferation (67), metastasis (210), cell movement (269), 

apoptosis (116) and platelet aggregation (149). Abnormal control of these processes by both PLD 

isoforms can trigger the development of several diseases such as Alzheimer, cancer, infections, 

thrombosis, arthritis and chronic inflammation. PLD may therefore represent a potent 

pharmaceutical target to treat specific diseases. Unfortunately, although chemical inhibitors were 

designed (215), clinical trials have not been carried out. This is especially true for different human 

cancers as PLD1 and PLD2 remain the most up-regulated genes in the brain (176), breast (94), 

colon (121), lung (102) and prostate (171). Supporting evidence was observed with PA that 

directly interacts with the domain of mammalian mTOR target for its activation, which in turn 

stimulates downstream effectors responsible for cell growth and proliferation, including P70S6 

kinase (62). It is also important to note that PLD can even elicit signaling associated with cell 

receptors localized in the plasma membrane, including G protein-coupled receptors, receptor 

tyrosine kinases and integrins (105,207). Importantly, PLD mediates the internalization of these 

receptors by activating PI(4,5)P2 kinases capable of phosphorylating phosphatidylinositol-4-

phosphate, thereby inducing the translocation of proteins (e.g. coatomer proteins) and receptor 

budding from the membrane (e.g. dynamin and AP180) (115,167).  

3. PLD AND METABOLIC STATES 

IR results from a complex interplay between inflammation and oxidative stress (OxS). At the 

molecular level, inflammatory components and reactive oxygen species (ROS) activate several 
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serine/threonine kinases, which represent important negative modulators of the insulin-signaling 

pathway. Above all, inflammation and OxS are indivisibly linked in physiological and disease 

states: inflammation elicits cellular side effects principally via continuous and excessive 

production of free radicals and depletion of antioxidants, whereas OxS also increases 

inflammation by activating certain stress-activated kinases (64,98). IR, promoted by inflammation 

and OxS, may contribute to the development and progression of metabolic syndrome, T2D and 

CMD (63,69,79,204). Therefore, the next section will mainly underscore the role of PLD in 

inflammation and OxS as illustrated in Figure 4.  

3.1 Inflammation 

Inflammation is a common factor in the pathogenesis of multiple diseases. There is evidence that 

PLD1 and PLD2 are implicated in the modulation of inflammatory factors in various tissues and 

conditions. For example, in synovial organ culture and rheumatoid arthritis synovial fibroblasts, 

PLD isoforms positively modulated the transcriptional expression of interleukin (IL)-17 and TNFα-

evoked expression of IL-6, IL-8 and CCL20 (68). Noteworthy, a more prominent pro-inflammatory 

role was shown for PLD1 in response to IL-1β (123). Blocking PLD1 in a rodent model of peritonitis 

lessens TNFα-driven inflammation (219). Furthermore, PLDs participate in the bacterial cell wall 

component lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory process in retinal pigment epithelium 

cells through extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) activation and cyclooxygenase-2 

(COX-2) expression/prostaglandin E2 production (157). Damage to retinal pigment epithelium 

cells may be provoked by PLD-dependent activation of ERK1/2 and COX-2 induction in response 

to LPS. Interestingly, although the two PLD isoforms were activated by LPS, there was also a 

cellular PKC signaling elicited by LPS, which was found to be modulated only by the PLD1 pathway 

(157). Other studies report that PLD-derived PA is tightly implicated in thrombin-induced IL-6 

synthesis in osteoblasts (136) and in TNFα-induced nuclear factor-κB (NF-κB) activation in a 

myeloblastic cell line (192). Not only is PLD involved in NF-κB activation in fibroblasts (192), but it 

also participates as an activator protein-1-mediated activation in Jurkat T cells (163). Using airway 

cells, it could be demonstrated that PLD-induced cytokine inflammation is dependent on the 

upstream recognition of sphingosine 1-phosphate to its receptor on the cell surface, which 
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stimulates Gi protein-coupled signaling cascades with the involvement of Rho (46). A second 

mechanism may explain PLD-induced inflammation in macrophages: the key PA signaling 

molecule induces Akt and mTOR-p70S6K1, which enhances the formation of pro-inflammatory 

cytokines (TNFα, IL-1β, IL-6) and the mediators (nitric oxide, prostaglandin E2) (145). Moreover, 

there is a close connection between PLD and the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) that 

induce the expression of pro-inflammatory genes. Among the MAPKs, JNK is particularly critical 

for the pro-inflammatory gene expression (52). Activated JNK is able to phosphorylate both 

Ser63/Ser73 within the transactivation domain of the transcription factor c-Jun (84), which 

regulates a variety of genes by binding to their promoter and enhancer regions (220). In this 

context, LPS-induced stimulation of PLD1 intensified TNFα expression through activation of JNK/c-

Jun pathway in Raw murine macrophages (174). Conversely, p38 MAPK phosphorylates PLD1 at 

Thr147 and increases the activity of the enzyme, thereby stimulating the binding of Rho-

associated protein kinase 1 to ATF-2, culminating in an increased IL-13 production. Some groups 

have also reported the pro-inflammatory action of PLD2 in microglial cells via toll-like receptor 4 

internalization (144). Similarly, PA elevation in neutrophils through activation of PC-hydrolyzing 

PLD enhances degranulation, i.e. the release of granule enzymes for killing invading bacteria 

(120). From there, it proceeds to mention that inhibiting the hydrolysis of the most abundant 

membrane phospholipid PC and PA generation by PLD constitutes a strategy to fight 

inflammation. Nevertheless, caution is appropriate since PLD1 and PLD2 also function to 

coordinately regulate macrophage phagocytosis (112), a central response of innate immunity 

which is requisite to host defence against infection and tissue remodeling (82,159).  

3.2 Oxidative stress 

In addition to their role in DNA damage, pro-oxidants and ROS may serve as intracellular signaling 

molecules with the ability to directly regulate the activity of various proteins and enzymes. 

Mammalian PLD is likely to play an important role in the formation of ROS. For their part, as 

described below, ROS can directly or indirectly modulate PLD activity, implying the significant 

impact of PLD on redox signaling.  
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It has previously been demonstrated that PLD signaling is activated by the synaptic response to 

OxS (156). For example, development of iron-induced OxS, one common characteristic of 

neurodegenerative diseases in synaptic endings of the cerebral cortex, is mediated especially by 

the activation of PLD1 (156). These observations are not surprising since PA produced by PLD has 

been noted as a key regulator of synaptic vesicle trafficking and neurotransmission (198). 

Importantly, several groups have emphasized the crosstalk between PLD and P K C  during 

oxidative injury (129).  

Earlier investigations reported the stimulation of PLD in smooth muscle cells, vascular endothelial 

cells and fibroblasts using prooxidants and ROS such as hydrogen peroxide, fatty acid 

hydroperoxides, and 4-hydroxynonenal (162,169). It was discovered that PLD activation is 

implicated in OxS- induced proliferation and migration of vascular smooth muscle cells, which can 

contribute to vascular pathology, including wound healing defectiveness, restenosis in grafted 

and injured vessels, and formation of the atherosclerotic lesion. 

In endothelial cells forming the inner monolayer lining of blood vessels, prooxidants and free 

radicals activate PLD under the upstream modulation of phospholipase A2 along with eicosanoids 

generated by COX-2 and lipoxygenases (170,221). They are capable of catalyzing the production 

of bioactive eicosanoids, including prostaglandins and leukotrienes (32), with potential 

cytotoxicity. Likewise, exposure of lung microvascular endothelial cells to bleomycin-mediated 

ROS resulted in loss of glutathione antioxidants, together with activation of PLD and formation of 

PA, which may produce cell cytotoxicity and drive the initiation of idiopathic pulmonary fibrosis 

(186). Attenuation was observed with antioxidants or PLD-specific inhibitors. Thus, oxidant-

mediated lung microvascular endothelial PLD signaling likely participates in chronic, degenerative 

and progressive fibrosing lung disorders. It is worth mentioning that components with a thiol 

group, such as N-acetyl-L-cysteine and 2-mercaptopropionylglycine, increase the formation of 

glutathione while attenuating ROS-mediated PLD activation (182). This is supported by studies 

using mercury (87). In fact, the latter raised ROS-mediated PLD activation while reducing the 

cellular content of thiols. These results indicate that PLD in endothelial cells is redox dependant 

as PLD is either activated in the presence of ROS or reduced in the presence of antioxidant thiols. 
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The precise signaling pathway for pro-oxidant-induced and thiol-regulated activation of PLD 

requires additional efforts in order to delineate the mechanisms of action in lung microvascular 

endothelial cells in view of the complex regulation by different effectors, including intracellular 

calcium, PKC, heterotrimeric/small molecular weight G proteins and protein tyrosine 

kinases/protein tyrosine phosphatases (182,188,245). This is all the true given the paradoxical 

PLD activation by vitamin C, a powerful antioxidant, reported in vasculature endothelial cells 

(232). Is it due to the presence of pharmacological doses of vitamin C employed in this study? 

Does vitamin C at supra-physiological doses behave as a pro-oxidant that induces OxS, thereby 

activating PLD? Is this because of calcium signaling or the crosstalk among the lipid signaling 

enzymes such as phospholipase A2, COX-2 and lipoxygenases in the regulation of agonist (vitamin 

C)-induced activation of PLD? Definitely, these issues still require clarification. In further 

exploration, it is mandatory to elucidate the link between PLD and NADH/NADPH oxidase as PLD-

derived PA upregulates the activity of this enzyme in many studies and different cell types, thereby 

enhancing the formation of ROS (20,23,26,209,218,242,249). In response to PLD, NADPH oxidase 

generates superoxide, which is transformed into hydrogen peroxide, a molecule involved in 

regulation of cell signaling pathways leading to the modulation of enzyme activities or alteration 

in gene expression (90). At present, two roles are proposed for PLD in the activation of NAPDH 

oxidase: (i) NADPH oxidase uses cytochrome b in neutrophils at the plasma membrane level for its 

own activation (PLD-independent process) (253). However, once the complex is inactivated, PLD is 

necessary for the translocation of new cytochrome b molecules from cellular stores to the plasma 

membrane, thereby heightening NADPH oxidase. (ii) PA produced by PLD activity in neutrophils 

activates protein kinase, which further phosphorylates the subunit p22phox found in cytochrome b 

(203). Once phosphorylated, it activates NAPDH oxidase, indicating that PA accumulation markedly 

raises NAPDH oxidase activity. Furthermore, the role of PLD activation in hydrogen peroxide-induced 

signal transduction and cellular responses was also examined in the PC12 cell line derived from a 

pheochromocytoma of the rat adrenal medulla (18). PLD2 activation was implicated in Src-

dependent phosphorylation of calcium-dependent tyrosine kinase, Pyk2 (Tyr580 and Tyr881) by 

promoting the complex formation between Pyk2 and activated Src in PC12 cells exposed to 

hydrogen peroxide, thereby resulting in activation of phosphatidylinositol 3-kinase 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_culture#Common_cell_lines
https://en.wikipedia.org/wiki/Pheochromocytoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Rat
https://en.wikipedia.org/wiki/Adrenal_medulla
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(PI3K)/Akt/p70S6K. Thus, these observations indicate a contribution of PLD2 to the 

Pyk2/PI3K/Akt pathway that acts as a survival signaling in response to H2O2.  

In summary of this section, PLDs and their metabolic products function as critical signaling 

molecules in various types of tissues. In particular, they appear as central players in inflammation 

and ROS-induced cellular disorders in view of their intricate implication in key signaling pathways 

required for the modulation of epithelial and endothelial functions. The crosstalk between PLDs 

and noxious inflammatory and oxidative processes may trigger the development and progression 

not only of IR, but also of the multifactorial MetS condition (obesity, impaired glucose metabolism, 

dyslipidemia and hypertension), T2D and NAFLD, as summarized in Table 4.  

4. PLD AND CARDIOMETABOLIC DISEASES 

The high uptake of nutrients causes ROS accumulation (206,239). As a consequence, many 

serine/threonine kinases, like specific MAPKs, are activated and culminate in insulin receptor 

substrate-1 phosphorylation, further reducing glucose transport, causing the development of IR, 

and finally increasing the development of CMD (224). Many groups propose that ROS-mediated 

PLD stimulation constitutes the mechanism behind the etiopathogenesis of CMD and related 

complications. This assumption has prompted further exploration and is discussed in the light of 

available data linking metabolic syndrome components to PLD.  

4.1 PLD and obesity 

The role of PLD1 and PLD2 in metabolic homeostasis was investigated in knockout mice and it was 

noted that the absence of PLD2 lead to overweight (243). This observation was an age-dependent 

process since old mice developed a more obesogenic phenotype. Weight gain and elevated 

adipose tissue content were associated with increased food intake and reduced energy 

expenditure in mice deficient in PLD1 and PLD2 (243). Although PLD2 and PLD1 in this work were 

highly expressed in hypothalamus (the major site for satiety and hunger coordination), and each 

of them modulates a distinct set of neuropeptide genes involved in the control of food intake, the 

distribution of orexigenic and anorexigenic neuropeptides did not offer a clear picture in mice 

deficient in PLD1 or in PLD2 (243). The authors suggest that PLD-dependent inhibition of food 
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intake may originate from changes outside of the central nervous system. Their assumption is 

that elevation of peroxisome proliferator-activated receptor γ and mTOR activity in the absence 

of PLD1 and PLD2 takes place in the adipocytes, which may also contribute to the increase in body 

weight. However, supportive data were not presented. Validation of the results was brought by 

Song and Yoon who found that treatment with both PA and PLD1 overexpression caused a 

decrease in adipogenic differentiation through activation of mTORC1 (228). In fact, this group of 

investigators confirmed the negative roles of PLD1 and PA in adipogenic differentiation, with the 

indication that PLD1 reduces the formation of lipid droplets during adipogenic differentiation. 

Confirmation was obtained in experimental animal models of obesity: PLD activity was decreased 

in high-fat diet-induced obese mice and ob/ob mice, indicating a correlation between PLD activity 

and obesity state (228). However, further work is needed not only to clarify the role of PLD and 

PA in the control of adipogenesis, but also to ensure the implication of different pathways, 

including lipin1β localization, cAMP formation, peroxisome proliferator-activated receptorγ, 

C/EBP𝛽/𝛼 and mTOR signaling through DEP domain-containing mTOR-interacting protein, which 

will help design the strategy to prevent excessive differentiation.  

It is important to stress that ambivalent information has left some doubt about the role of PLD in 

obesity. For example, the enzymatic activity of PLD was shown to be essential for the formation 

of lipid droplets (6,153), whose number and size are correlated with growth/expansion of adipose 

tissue and obesity (60). Similarly, PA is converted to diacylglycerol, which is further metabolized 

into either triglyceride (TG) or PC, followed by enhanced lipid accumulation in adipose tissue 

(205). Finally, in the early stages of adipogenesis, the expression of PLD1 and PLD2 was mildly 

increased during adipogenic differentiation (228).  

4.2 PLD and insulin resistance 

In PLD1 and PLD2 knockout mice, blood samples showed a significant elevation of free fatty acid 

concentrations (228), which generally promote IR (211). Accordingly, insulin and glucose 

tolerance test documented IR and impairment in insulin-stimulated glucose uptake in animals 

with PLD1 or PLD2 deletion (243). Other workers showed that human PLD1 overexpression 

enables the intracellular insulin-stimulated glucose transporter 4 trafficking and glucose uptake, 
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whereas disruption of PLD1 function by genetic modifications results in IR (103). In hepatocytes, 

inhibiting PLD with halopemide and/or n-butanol was also found to reduce glucose uptake (13). 

On the basis of these findings, the presence of PLD1 and PLD2 seems necessary to maintain insulin 

sensitivity and glucose homeostasis. 

Inconsistent results were observed by focusing on the PED/PEA-15 protein, involved in the 

regulation of proliferation and apoptosis (65) and whose gene overexpression impairs glucose 

tolerance and promotes IR, ultimately leading to T2D-associated comorbidities (247). In line with 

these findings, PED/PEA-15 protein levels are highly expressed in skeletal muscle and adipose 

tissues from individuals with T2D (44). The gluco-regulatory disorders generated by PED/PEA-15 

are supposedly caused by direct PLD1 activation (264). In fact, PED/PEA-15 functions as a 

chaperone that interacts with the PLD1 D4 domain, thus promoting PLD1 activity and lengthening 

PLD1 protein stability unduly (264). Therefore, PA accumulates and is converted to other 

mediators, including diacylglycerol that markedly activates PKCα, a negative regulator of PKCζ 

isoform (45). Conversely, upsetting or preventing PED/PEA-15-PLD1 interaction with cell-

penetrating agents reduced basal PKCα activity and restored PKCζ dependent insulin-stimulated 

glucose disposal (248). As established, PKCα and PKCζ display a divergent impact on the regulation 

of insulin signal transduction, since activation of PKCζ by insulin is required for the modulation of 

glucose uptake in adipocytes and skeletal muscle cells (16,17), whereas PKCα behaves as an 

endogenous negative feedback inhibitor of insulin signaling by modulating insulin receptor 

substrate 1, PI3K and PKCζ/λ (143). As blocking PKCα with specific antisense or inhibiting PLD1 by 

pharmacological agents permitted recovery of the glucose uptake into muscle and fat cells over-

expressing PED/PEA-15 (248), it is reasonable to suggest that PLD1 has deleterious effect on 

insulin sensitivity. Therefore, generating novel strategies to interfere with PED/PEA-15 and/or 

PLD1 functions may represent an innovative and highly selective approach to improve both insulin 

sensitivity. Confirmation of the positive effects of PLD on the development and progression of IR 

was obtained in primary mouse hepatocytes (263). PLD1 or PLD2 overexpression significantly 

increased the content of PA containing palmitic fatty acid and hampered insulin signaling. 

Accordingly, PLD-mediated hydrolysis of PC produced PA that promoted mTOR-raptor assembly, 
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thereby activating mTORC1, which generally inhibits insulin signaling by enhancing insulin 

receptor substrate 1 phosphorylation at serine sites (62,240).  

Although PLD appears clearly involved in insulin signaling, glucose transport and, particularly, the 

translocation of glucose transporters from the ER into the plasma membrane, significant doubts 

persist as to its true impact on insulin sensitivity and glucose metabolism. Probably, a great deal 

of confusion is due to the various sources and quantitative supply of PA, presence of ceramide 

towards which PLD is very sensitive (12), cell and tissue origin, and intracellular localization (e.g. 

endosomes, lysosomes, secretory granules, plasma membrane, Golgi apparatus). In the next few 

years, the increase in our understanding will help meet the challenge how PLD1, PLD2 and PLD-

derived PA regulate insulin signaling and contribute to glucose metabolism. 

4.3 PLD and type 2 diabetes 

We have already mentioned the decreased insulin sensitivity caused by the interaction of 

PED/PEA-15 with PLD. The administration of high-fat diet to PED/PEA-15 transgenic mice led to 

T2D (247). However, inhibition of PLD activity rescued insulin sensitivity and primed glucose 

transport, thereby documenting the critical role of PLD in IR and T2D (247). Upregulation of PLD 

in T2D leads to various complications. For example, PLD activation by ADP-ribosylation factor 6 

under high glucose condition may alter mesangial cell phenotype associated with diabetic 

nephropathy (180). Moreover, PLD is implicated in severe vascular calcification observed in 

subjects with T2D and chronic kidney disease (227). Conversely, inhibition of PLD1 by selective 

inhibitors prevented calcification. Furthermore, PLD-mediated PA signaling pathway is implicated 

in thrombosis (99), a disorder frequently met in T2D. Therefore, PLD inhibitors may prevent the 

onset and progression of diabetic complications such as CVD.  

4.4 PLD and dyslipidemia 

Little information is available regarding the association between PLD and dyslipidemia. However, 

the activation of PLD by ADP-ribosylation factors and the formation of PA are known to be critical 

for the formation of very-low-density lipoprotein (VLDL) by the liver (10,11). For example, PA as 

a significant substrate for TG biosynthesis (255) may influence VLDL assembly and output. In line 

with these observations, 1-butanol inhibited the production of PA and inhibited VLDL assembly 
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(10). Therefore, PLD-mediated production of PA was a prerequisite for the assembly of VLDL. A 

recent study has shown that PLD is directly implicated in VLDL-induced aldosterone production 

(244), aldosterone being a major mineralocorticoid hormone responsible for increased blood 

pressure. The actions of aldosterone include damage to the heart, kidneys and vasculature (28). 

The VLDL response to PLD was mediated by steroidogenic acute regulatory protein and 

aldosterone synthase expression through the phosphorylation of transcription factors factors 

(244). Figure 5 proposes a schematic representation of aldosterone production in response to 

PLD activation. 

Moreover, incongruous aldosterone elevation has been associated not only with hypertension 

but also with impaired glucose metabolism, IR and dyslipidemia (61,190). Therefore, PLD may 

indirectly trigger aldosterone synthesis via VLDL output, in combination with CMD, including 

hyperlipidemia. Noteworthy, a positive correlation between TG levels and serum aldosterone was 

observed in subjects with MetS (71) along with the progression of atherosclerosis in animal 

models (72,158). Further efforts are necessary to specify the precise contribution of PLD to 

lipoprotein formation in physiological and pathophysiological states.  

4.5 PLD and hypertension 

PLD2 is activated by angiotensin II type 1 receptor and is the most predominant isoform in the 

regulation of blood pressure (7). Overexpression of PLD2 increases the internalization of the 

receptor while the use of negative mutant reduces the vesicle budding (54). There are now many 

evidences that AT1R, once endocytosed, regulates specific intracellular signaling pathways, 

indicating that PLD2 is necessary for this regulation (242). Besides, PLD2 is equally important in 

the control of aldosterone production (196,244). Once activated by angiotensin II, PLD2 increases 

the production of PA. PA can be transformed into diacylglycerol. The latter stimulates PKC activity, 

which controls aldosterone secretion from glomerulosa cells (201). These studies are in line with 

a genome-wide analysis that identified PLD2 polymorphisms contributing to hypertension 

(100,137). Given the involvement of PLD2 in angiotensin II-induced steroidogenesis, PLD 

activation seen in various cells producing aldosterone could account for an enhanced PLD2 
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expression. At this point in time, it can be stated that PLD regulates aldosterone synthesis and 

blood pressure and plays a role in hypertension pathogenesis.  

4.6 PLD and NAFLD 

NAFLD appears most of the time as a hepatic manifestation of the MetS. The prevalence of NAFLD 

rises with increasing rates of obesity, IR and T2D. Surprisingly, the role of PLD has hardly been 

investigated, except in a mouse model (108). Although activation of PLD induced various CMD, 

PLD elimination intriguingly resulted in NAFLD pathogenesis. Pld1-/- mice exhibited an increase in 

hepatic TG and liver weight in parallel with reduced β-oxidation rate, and consequently 

mitochondria dysfunction. To explain NAFLD etiology, the investigators proposed a defect in 

autophagy as a consequence of the absent fusion between autophagosomes and lysosomes 

(108). To support these results, pharmacological inhibitors of PLD1 were found to reduce 

autophagy (47). On the other hand, another group reported that PLD1 negatively regulates 

autophagy via the coordination of important molecules in the autophagic pathway (AMP-

activated protein kinase-mTOR-ULK1 and Vps34/Beclin 1) (117). Additionally, PLD1 was noted to 

play a role in the development and progression of rat liver fibrosis (217,268). For these reasons, 

the results of this single study should be interpreted with caution pending further investigation. 

5. THE ROLE OF ACTIVE FOOD COMPOUNDS/NUTRACEUTICALS IN PLD REGULATION 

Nutraceuticals are natural products (119), which can be used as supplements especially for health 

and medical purposes (262). Most of these active food compounds have many therapeutic 

properties and have been shown to exert beneficial effects on several complications such as CMD 

(127), cancer (223) and neurological diseases (2). The majority of nutraceuticals have also a 

significant anti-oxidative and/or anti-inflammatory feature (125,185). As most of these complex 

diseases result in a redox state imbalance and in a pro-inflammatory condition, as documented 

in the previous sections, nutraceuticals are recommended as part of self-care to improve these 

disorders (31,229). In some cases, the nutraceuticals are consumed as safe pharmaceutical 

alternatives or food supplements (15,168,212). However, even though they unequivocally exert 

multiple healthful actions, their inordinate consumption is not without adverse consequences. 

Unfortunately, only few studies have focused on their toxicity or safety as a function of very high 
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consumption and excessive doses, and the same for their interaction with drugs and mechanisms 

of action (5,15,91,208). Considering that PLD plays a role in redox signaling and inflammation, 

while being associated with the development of several complications (e.g. CMD and cancer), it 

is possible that many nutraceuticals are able to efficiently target PLD to occasion beneficial 

effects. Although the development of pharmaceutical PLD inhibitors represents a potential way 

to tackle related cardiometabolic conditions (36,164,231), active food nutrients and foodborne 

compounds represent a combined strategy to handle more competently PLD-associated diseases. 

Therefore, the following section is devoted to discuss the role and effectiveness of nutraceuticals 

such as polyphenols, Chinese medicines and nutrients in PLD regulation. Figure 6 illustrates the 

impact of nutraceuticals on PLD modulation, and Table 5 summarizes available literature 

information. 

One of the promising food compounds that could be used for the inhibition of PLD is polyphenolic 

compounds such as resveratrol, which is contained in specific fruits such as grapes and 

blackberries (110). Incubation of human neutrophils with resveratrol was found to greatly reduce 

PLD activity and limit inflammation by lessening protein expression of the transcription factor NF-

κB and the production of inflammatory cytokines IL-6, Il-1β and TNFα (110). This was supported 

by reduction of chemotaxis, degranulation and oxidative burst. Noteworthy, when Balb/c mice 

with acute peritonitis were intraperitoneally injected with resveratrol, this phenolic nutrient 

highly ameliorated the disorder phenotype, while reducing inflammation (110). For the first time, 

the impact on PLD was suggested even if investigations have previously demonstrated the ability 

of resveratrol to attenuate inflammation and OxS without focusing on PLD involvement 

(25,48,154,191).   

Curcumin is another polyphenol displaying the potential to affect PLD activity (33,259). Curcumin 

lessened PLD activity in mouse macrophages, and it was assumed that the anti-inflammatory -

oxidative and -carcinogenic effects of curcumin might be caused by PLD inhibition (56,161). These 

findings were supported by the reduction of PLD activity in response to the administration of 

curcumin to pulmonary artery smooth muscle cells (33). In the same experimental conditions, a 

reduction of NADPH oxidase derived superoxide production was detected in response to 
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curcumin, suggesting an inhibition of PLD-mediated OxS by curcumin. In the field of blood 

pressure, curcumin exerted an antihypertensive effect by down-regulating the AT1 receptor in 

vascular smooth muscle cells (260). PLD2 has also been reported to regulate blood pressure 

through the endocytosis of AT1 receptor, making this enzyme the possible mechanism for 

curcumin antihypertensive actions (54). The same may apply to hyperlipidemia. Many clinical 

trials have demonstrated the ability of curcumin to lower plasma TG and low-density lipoprotein 

cholesterol (4,197), but the potential causal mechanism has not been defined. Since PLD activity 

influences VLDL secretion (10), additional work is needed to determine whether PLD plays a role 

in curcumin-mediated anti-dyslipidemic effects.   

Quercetin, a flavonoid found in many medical plants, has been demonstrated to abolish PLD1 

protein expression and activity in glioma cells, along with the down regulation of NF-κB and 

metalloproteinase-2 (184). These results suggest that the anti-proliferative and anti-

inflammatory effects of quercetin are caused by PLD1 downstream regulation. As with the above-

mentioned polyphenols, quercetin shows an ability to attenuate CMD such as IR, hypertension, 

dyslipidemia and obesity (37,118). Again, whether PLD1 is a key factor in the influence of 

quercetin on CMD requires further evidence.  

Many traditional Chinese medicines were found to regulate PLD activity. The first one is honokiol, 

a natural product extracted from seed cones of Magnolia grandiflora. At first, it was mostly used 

as an anti-microbial product (41), but later it was found to reduce tumour growth in vivo (14). It 

has been suggested that the beneficial effect may be caused by PLD inhibition (76). Indeed, 

treatment with honokiol in different cancer cell lines raised apoptosis and limited cell viability via 

reduced PLD activity. These observations were supported by a reduction of Ras activation, 

followed by decreased S6K, eukaryotic initiation factor 4E and binding protein 1, all implicated in 

transmitting proliferative signals. As PLD is a downstream activator of Ras, targeting its activity 

may play a role in tumour growth and apoptosis (222). Regarding CMD, honokiol has been found 

to highly improve IR in T2D mice (133,234). Honokiol is also considered as an antioxidant and anti-

inflammatory molecule capable of inhibiting JNK and ERK1/2 in macrophages in response to LPS 

(34,157,174). Studies should be carried out to determine whether honokiol could be used to 

improve IR. 
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Triptolide, an epoxide from the vine Tripterygium wilfordii, was also able to reduce PLD activity in 

cancer cells (122). Although the mechanisms are not well established, PLD is likely an important 

downstream factor causing the anti-cancer effects of triptolide (104,160,246). If triptolide has 

been mostly studied for its anti-cancer activity, it was also found to improve diabetes 

complications by attenuating inflammation and OxS (74,150). The mechanisms implicated 

transforming growth factor beta 1, osteopontin, hydroxynonenal and monocyte chemoattractant 

protein-1, but the role of PLD1 in these mechanisms has not been studied. However, triptolide 

has been found to attenuate LPS-induced secretion of pro-inflammatory cytokines such as TNF-

α, IL-1β, and IL-6 (252) and OxS markers (265), which are all implicated in CMD etiology.   

Many nutrients such as certain fatty acids, vitamins and dietary fibers are able to regulate PLD 

activity (24,254,258). The unsaturated fatty acids such as linoleic, linolenic, arachidonic, 

docosahexaenoic and eicosapentaenoic and oleic acids modulate PLD activity (9,19,21,77). For 

example, in C2 mast cells, all the classes of the above-mentioned polyunsaturated fatty acids, 

apart from arachidonic acid, abolish the translocation of PLD1 to the plasma membrane, which is 

absolutely necessary for the hydrolysis of PC into PA. As most of the polyunsaturated fatty acids 

(except arachidonic acid) display important anti-inflammatory and anti-oxidative proprieties 

(200), while mitigating several pathological factors of the metabolic syndrome (85,113), the 

regulation of PLD1 may represent one of the mechanisms of action of polyunsaturated fatty acids 

for the control of a few MetS components. 

Noteworthy, it is strange to observe the activation of PLD by vitamins C and D3, two molecules 

with many beneficial actions such as the attenuation of inflammation and CMD (58,75,128,245).  

6. CONCLUSION AND PERSPECTIVES 

PLD1 and PLD2 are the master regulators of various signaling pathways, giving rise to the 

development of a large spectrum of diseases. Both isoforms have their specific roles and 

implications, and it is important to study them separately. For example, PLD2 seems to be more 

implicated in Alzheimer’s disease while PLD1 is more implicated in CMD. Also, it is important to 

highlight the mechanisms implicating PLD protein expression instead of its activity, to 

discriminate the properties of PLD versus PA. One of the conclusions of this manuscript is the lack 
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of uniformity in the role of PLD in all pathologies. Sometimes PLD seems to have a beneficial effect 

on certain diseases and sometimes a negative influence. Herein, we have highlighted the role of 

PLD in inflammation and OxS in CMD. It is clear that PLD has an essential role in these disorders, 

and in this case PLD may represent a bioactive, beneficial treatment. Targeting PLD with 

functional foods could also be an important way to treat CMD. As explained, many nutraceuticals, 

especially polyphenols, are found to exert their anti-inflammatory effect via PLD downregulation.  
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LIST OF ABBREVIATIONS 

CMD: Cardiometabolic disorder 

COX-2: Cyclooxygenase-2 

ER: Endoplasmic reticulum 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase 

IL: Interleukin 

IR: Insulin resistance 

LPS: Lipopolysaccharide  

MAPK: Mitogen-activated protein kinases 

MetS: Metabolic syndrome 

mTOR: Mammalian target of rapamycin 

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease 

NF-kB: Nuclear factor-kB 

OxS: Oxidative stress 

PA: Phosphatidic acid 

PC: Phosphatidylcholine 

PKC: protein kinase C 

PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase 

PLD: Phospholipase D 

ROS: Reactive oxygen species 

TG: Triglycerides 
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T2D: Type 2 diabetes 

TNF: Tumor necrosis factor 

VLDL: Very low-density lipoprotein 
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5.1.2 TABLES 

Table 1. Roles of PLD1 and PLD2 in the progression of several diseases 

Disease Model Isoform Dose of inhibitors Duration  General effects Outcomes Ref 

Arthritis 

 

IL-1Ra−/− mice PLD1 VU015506:10 mg/kg  4 weeks Autoimmune 

arthritis  

IL-1β activity 

NF-κB and HIF-1α 

(123) 

Alzheimer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC12 expressing PLD2 

PLD2-/- swAPP mice 

PLD2 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

Dysfunctions 

and deficits in 

Alzheimer’s 

disease  

Synaptotoxic action 

of amyloid β-peptide 

Memory deficits  

Synaptic protection 

(175) 

PS1-FAD overexpressing 

PLD1 

 

 

 

PS1 and PS1-/- cells 

PLD1 

 

 

 

 

PLD1/2 

N.A. 

 

 

 

 

0,3% 1-butanol 

 

N.A. 

 

 

 

 

15–90mins 

Development of 

Alzheimer’s 

disease 

 

 

 

 

Budding of Amyloid 

β-precursor protein- 

containing vesicles 

Surface delivery 

 

Amyloid β-precursor 

protein 

(30) 
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Cancer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Human glioma cells U87 

overexpressing PLD1 or 

PLD2  

PLD1/2 

 

 

N.A. N.A. Tumour cells 

invasion 

 

MMP-2 (183) 

C57BL6 

 

 

 

PLD1-/- mice 

 

PLD1/2 

 

 

 

PLD1 

 

FIPI: 

Twice daily (1 mg/kg first 

and second 3 mg/kg)  

 

N.A. 

 

10 days 

 

 

 

N.A. 

 

Cancer and 

metastasis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microvessels in 

tumour 

 

 

Akt activation 

Tumour angiogenesis 

Migration 

Adhesion 

Tumour cell platelet 

interactions by 

impaired aIIbb3 

integrin 

(36) 
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Cancer 

 

 

 

 

 

PLD2-/- mouse lung 

endothelial cells 

 

 

 

 

PLD2 

 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

 

Tumour growth  

 

 

 

 

Angiogenesis, 

tumour growth 

Vascular 

regeneration 

HIF-1α genes 

VEGF-A, PFKFB3, 

NTRK2, HMOX1, and 

NOX2 genes 

 

 

 

 

(78) 

Human glioma U87 cells 

transfected with PLD1/2 

PLD1/2 N.A. N.A. Cell proliferation 

and survival 

HIF-1a 

Secretion of VEGF 

(88) 

Cardiovascular 

events 

 

PLD1-/- mice PLD1 N.A. N.A. Thrombus 

formation 

Arterial 

thrombosis and 

Shear dependent 

aIIbβ3 integrin 

Platelet aggregation 

formation 

(59) 
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ischemic brain 

infarction 

PLD1-/- mice PLD1 N.A. N.A. 

 

Protection of 

arterial 

thrombosis 

Reduction of α-

granule release  

(238) 

C57BL6  

 

 

 

 

 

PLD1/2-/-   mice  

PLD1/2 

 

 

 

 

 

PLD1/2 

FIPI: 3 mg/kg or 6 mg/kg  

 

 

 

 

 

N.A. 

13 h/1h,  

or 8 h after 

reperfusion 

 

 

 

N.A. 

Thrombotic 

events 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-granule release 

Integrin activation 

Thrombus formation 

Infarct sizes 

 

 

Alpha-granule 

release 

Integrin activation 

Thrombus formation 

(231) 
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Cardiovascular 

events 

 

 

 

 

 

PLD1-/- mice  

 

 

 

 

PLD1 

 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

 

N.A. 

 

 

 

 

 

Cardiac function 

after ischemia 

 

 

 

 

 

Cell adhesion  

Migration of 

inflammatory cells 

TNF-α 

Impair NF-κβ 

expression 

Il-1 releases 

 

 

 

 

 

(213) 

Fibrosis 

 

 

 

Hepatic stellate cells 

overexpressing PLD1 

PLD1 N.A. N.A. 
Type 1 collagen 

level 

 

 

Autophagy 

p62 

LC3 

 

(217) 
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Wistar rats PLD1/2 N-methylethanolamine: 

200 mg/kg 

28 days 

Progression of 

liver fibrosis 

 

TIMP1 

COL1A1 

MMPs 

 

(268) 

HIV-1 

 

 

 

 

 

Quiescent CD4+ T cells PLD1 VU0359595:10 or 5 µm  

 

24h/48h HIV-1 infection 

 

 

 

 

 

C-Myc (237) 

Immunity 

 

 

 

 

PLD1-/- and PLD2-/-mice 

macrophages 

PLD1 and 

PLD2 

N.A. N.A. Immunity 

 

 

 

 

Macrophage integrity 

phagocytosis 

Neutrophil migration 

and extravasation 

Macrophage 

transmigration 

(3) 



372 

 

 

 

 

Inflammatory 

bowel disease 

 

 

 

C57BL/6 PLD2 CAY10594: 4 mg/kg 10 days Intestinal 

mucosal 

inflammation 

 

 

Neutrophil 

recruitment by CXCR2 

 

 

(266) 

Influenza 

 

 

 

 

 

A549 cells 

 

 

 

 

PLD2 VU0364739: 10 µM 1h 

Influenza 

stimulates PLD 

and PLD co-

locates with 

influenza 

 

Viral entry 

Viral titers 

RIG-1, IRF3 and MxA 

 

(173) 

Peritonitis 

 

 

siRNA-PLD1 of BALB/c mice  PLD1 N.A. N.A. 

 

Inflammation of 

the peritoneum 

 

Protection against 

TNF-α induction 

(219) 
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IL-6, MIP-1α and MIP-

1β 

Vascular 

permeability and 

neutrophil/monocytes 

influx  

Polycystic 

kidney disease 

 

 

 

 

 

 

 

Polycystic kidney disease 

cells  

PLD1  

 

 

 

 

PLD2 

PLD1 inhibitor: 0, 10 and 20 

µM  

 

 

 

PLD2 inhibitor: 0, 10 and 20 

µM 

(Inhibitor name not 

indicated) 

48h  

 

 

 

 

48h 

Polycystic 

kidney disease 

progression 

 

 

 

 

 

 

 

Cell proliferation 

mTOR signaling 

Autophagy 

 

 

Cell proliferation 

mTOR signaling 

Autophagy 

(147) 
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Ulcerative 

colitis 

 

 

 

PLD2 IEC KO mice 

C57BL6 

PLD2 

PLD2 

N.A. 

10 mg/kg VU0364739 

10 days  

 

 

 

 

Protection 

against the 

development of 

colitis  

 

Phosphorylation of 

occludin 

Proteosomal 

degradation by the c-

Src pathway 

(35) 

COLIA1: Collagen type I alpha1; CXCR2: C-X-C Motif Chemokine Receptor 2; DSS: Destran Sodium Sulfate; HIF-1α: Hypoxia-inducible 

factor 1-alpha; HMOX1: Heme oxygenase (decycling) 1; HIV-1: Human immunodeficiency virus 1; IL-1: Interleukin-1; IRF3: Interferon 

regulatory factor 3; MIP: Macrophage Inflammatory Proteins; MMP: Matrix metalloproteinase; mTOR: mammalian target of 

rapamycin; NF-Ƙβ: Nuclear factor-kappa B; N.A: Not Applicable; NOX2: NADPH oxidase 2; NTRK2: Neurotrophic Receptor Tyrosine 

Kinase 2; PFKFB3: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; PLD: Phophospholipase D; PS: Presenilin; RIG-1: Retinoic 

acid-inducible gene-I; TNF-α: Tumor necrosis factor alpha; VEGF: Vascular endothelial growth factor; : Increase; : Decrease  
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Table 2. Molecules involved in phospholipase D inhibition 

Inhibitors Isoform In vitro or In vivo/studies Dose or IC50 Molecular interaction 

or 

mechanism 

Ref 

Indirect inhibitors 

Resveratrol NS  In vivo: Human neutrophils 50µM  No data (241) 

Fungal 

metabolites 

SCH49211 

SCH49212 

SCH53823 

SCH53825 

NS In vivo: HL-60 cells 

 

IC50 

11 µM 

12 µM 

24 µM 

19 µM 

No data (39,40) 

Leaves 

extracts 

Saponin 1 

NS In vivo: HL-60 cells 

 

 

IC50: 

3 µM 

2 µM 

No data (92) 
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Saponin 2 

Anti-tumour 

drugs 

Suramin 

Xanthogenate 

U-73 

NS In vitro: Rat brain PLD 

 

IC50: 

15 µM 

820 µM 

78 µM 

No data (81) 

Primary 

alcohols 

NS In vitro and in vivo N.A. Trans esterification (216) 

 

Direct and not specific inhibitors 

AEBSF NS In vitro: Purified plant PLD 

 

IC50: 75 µM No data (8) 

Raloxifen PLD1 

PLD2 

In vivo: MCF-12A/MDA-MB-231 cells 

In vivo: MCF-12A/MDA-MB-231 cells 

IC50: 5–10 µM 

5-10 µM 

No data (57,215) 

 

Curcumin NS In vivo: J774.1 cells IC50: 10 µM No data (259) 
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Gβγ subunit 

from GPCR 

PLD1/2 In vivo: MDA-MB-231 cells Dose: 5 µM  PH domain interaction (195) 

Munc-18-1 PLD1/2 In vivo: COS-7 cells 

 

IC50: 2-5 µM 

 

PX domain interaction (140) 

Aldolase PLD2 In vivo: COS-7 cells IC50: 1 µM PH domain interaction (132) 

CRMP-2 PLD2 In vivo: COS-7 cells IC50: 30 µM Interaction with the n-

terminal domain 

(142) 

 

Direct and specific inhibitors 

Halopemide  

PLD1  

 

PLD2 

 

In vitro: Mammalian PLD  

In vivo: Calu-1 cells 

In vitro: Mammalian PLD  

In vivo: HEK293-gfp-PLD2 cells  

IC50 

21 nM 

220 nM 

300 nM 

310 nM 

HKD domain interaction (215) 

FIPI   IC50: HKD domain interaction (73,215) 
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PLD1  

 

PLD2 

In vitro: Mammalian PLD  

In vivo: HEK293-gfp-PLD2 cells 

In vitro: Mammalian PLD  

In vivo: Calu-1293-PLD2 

1 nM 

9.5 nM 

44 nM 

17 nM 

ML299  

PLD1  

PLD2 

 

In vivo: Calu-1 cells 

In vivo: HEK293-gfp-PLD2 cells 

IC50: 

6 nM 

20 nM 

HKD domain interaction (172) 

 

VU0155069 

VU0359595 

 

PLD1 

PLD1 

 

In vitro: Mammalian PLD 

In vitro: Mammalian PLD 

In vivo: Calu-1 cells 

IC50: 

11 nM 

46 nM 

3.7 nM 

HKD domain interaction (215) 

 

VU0364739 

 

ML298 

 

PLD2 

 

PLD2 

 

In vitro: Mammalian PLD 

 

In vivo: HEK293-gfp-PLD2 cells 

IC50: 

20 nM 

 

355 nM 

HKD domain interaction  

(215) 

 

(172) 
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AEBSF: 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl; CRMP-2: Collapsin Response Mediator Protein-2; FIPI: 5-fluoro-2-indolyldes-

chlorohalopemide; GPCR: G protein-coupled receptors; HKD: (H(X)K(X)4D; NS: Not specified; PLD: Phospholipase D  
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Table 3. Degree of amino acid homology of PLD from selected species  

Species Enzyme % homology with human PLD1 

Homo sapiens PLD2 56.57% 

Pan troglodytes PLD1 99.72% 

Mus musculus PLD1 91.06% 

Columba livia PLD1 78.57% 

Danio rerio PLD1 67.29% 

Drosophila melanogaster PLD 46.52% 

Caenorhabditis elegans PLD from F09G2.8 gene 34.43% 

Ricinus communis PLDα1 30.14% 

Arabidopsis thaliana PLDα1 30.77% 

Arabidopsis thaliana PLDγ1 30.41% 

Physcomitrella patens PLD 31.35% 

Oryza sativa subsp PLDα1 29.28% 

Saccharomyces cerevisiae  SPO14 45.15% 
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K4L: Phospholipase-D-like protein K4, PLD: Phospholipase D.  

Rickettsia conorii PLD 34.78% 

Streptomyces antibioticus PLD  30.56% 

Vaccinia virus P37 55% 

Vaccinia virus K4L 31.43% 
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Table 4. Roles of PLD1 and PLD2 in the progression of cardiometabolic disorders 

Disease Model Isoform Inhibitor dose Time Effect Mechanisms Ref 

Dyslipidemia 

 

 

 

 

McA-RH7777 cells 

transfected with arf-

1 GPD restrictive 

mutant 

Pld1/2 1- or 2-butanol: 0 

to 2% 

30 mins 

VLDL-induced 

dyslipidemia 

 

 

VLDL production 

(Arf-1 activates PLD 

that is necessary for 

VLDL production) 

 

(10) 

Insulin 

resistance 

 

 

 

 

 

L6PED/PEA-15 cells 

 

PLD1/2 N.A. N.A. Insulin 

sensitivity 

 

 

 

 

 

Impairment of 

PLD1/PED/PEA-15 

interaction reduces 

PKC activity, which 

restores insulin 

sensitivity 

 

(248) 
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Primary hepatocytes PLD1/2 Halopemide:  

200 nM or 300 nM 

90 mins Insulin 

sensitivity 

 

Glucose uptake (13) 

Primary hepatocytes 

overexpressing PLD1  

 

Primary hepatocytes 

overexpressing PLD2 

PLD1  

 

 

 

PLD2 

N.A. 

 

 

 

N.A. 

N.A. 

 

 

 

N.A. 

Insulin signaling 

 

 

 

 

 

 

 

mTORC2 

mTOR-rictor 

association 

 

mTORC2 

mTOR-rictor 

association 

(263) 

Hypertension 

 

 

HAC15 cells PLD1/2 FIPI 

CAY10593 

CAY10594 

30 mins 
aldosterone 

production 

induced by VLDL 

Phosphorylation of 

steroidogenic acute 

regulatory, 

aldosterone synthase 

(244) 
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Non-alcoholic 

fatty liver 

diseases 

 

 

 

 

 

 

 

PLD1-/- mice 

 

 

 

 

 

Primary mice 

hepatocytes  

PLD1 

 

 

 

 

 

PLD1 

N.A. 

 

 

 

 

 

VU0155069: 

5 µM  

N.A. 

 

 

 

 

 

24 hours 

Development of 

hepatic steatosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

CPT1a, PPARγ, 

ACAT1, ACADVL  

β-oxidation rates 

Autophagosomes 

and lysosomes fusion 

 

Autophagosomes 

and lysosomes fusion 

(108) 

Obesity 

 

 

 

3T3-L1 

preadipocytes 

 

 

 

PLD1 VU0155069: 

5 µm  

4/8 days  Adipogenic 

differentiation 

 

 

 

Displacement of  

DEPTOR from 

mTORC1 

Phosphorylation of 

IRS-1  

(228) 
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NIH 3T3 

surexpriming PLD1  

PLD1 N.A. N.A. Cytosolic lipid 

droplet formation 

 

ADRP  

ERK  

 

(6) 

PLD1-/- mice 

 

 

 

 

PLD2-/- mice 

PLD1  

 

 

 

 

PLD2 

N.A. 

 

 

 

 

N.A. 

N.A. 

 

 

 

 

N.A. 

obesity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Food intake 

Body weight gain 

and adipose tissue 

Plasma FFA 

 

Food intake 

Body weight gain 

and adipose tissue 

Plasma FFA 

(243) 
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Pancreatic 

insulin 

secretion 

 

 

 

 

 

 

 

Min6 cells+/- 

catatically inactive 

PLD1 

PLD1 N.A. N.A. Insulin secretion 

 

 

 

 

 

Recruitment of 

insulin granules 

Fusion of insulin 

granules with the 

plasma membrane 

 

(106) 

Min6N8 cells PLD1 PLD1 siRNA  24 hours Insulin secretion 

 

 

 

mTOR 

p70S6K 

Beta-2 

(151) 

ACADVL: Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase; ACAT1: Acetyl-CoA acetyltransferase; ADRP: Adipose differentiation-

related protein; Arf: ADP-ribosylation factors; CPT1a: Carnitine palmitoyltransferase 1a; DEPTOR: DEP domain-containing mTOR-

interacting protein; ERK: Extracellular signal-regulated kinases; FFA: Free Fatty Acid; IRS-1: Insulin receptor substrate-1; mTOR: 
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Mammalian target of rapamycin; mTORC1: Mammalian target of rapamycin complex 1; N.A.: Not Applicable; PKC: Protein kinase C; 

PLD: Phospholipase D; PPARγ: Peroxisome proliferator-activated receptors gamma; P70S6S: Ribosomal protein S6 kinase beta-1; VLDL: 

Very Low Density Lipoprotein; : Increase; : Decrease  
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Table 5. Roles of nutrients and active food compounds in PLD activity regulation  

Functional food or nutrients Model PLD 

Isoform 

 

Dose Duration Outcomes PLD 

activity 

Ref 

ResveratroL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Human neutrophils 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Not 

indicated 

 

 

25 to 200 µM 

40 µM 

 

 

 

 

 

 

40 µM 

 

 

10 mins 

30 mins 

10 mins 

30 mins 

 

 

 

 

2 or 6 hours 

 

 

Not indicated 

NF-κβ 

SphK activity 

Chemotaxis, 

degranulation 

and oxidative 

burst 

 

IL-6, IL-1β, 

TNF-α, MIP-1α 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(241) 

 

(110) 
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BALB/c mic 

 

Intraperitone

al injection 

10 mg/kg 

 

 

 

 

Acute 

peritonitis 

IL-6, Il-1, TNF-

α, MIP-1αβ 

 

 

 

 

 

 

Quercetin 

 

Human U87MG 

glioma cells 

PLD1 20 µM 24 hours NF-κβ 

MMP-2 

 

 

(184) 

Honokiol 

 

 

 

 

Human cancer 

cells: 

MDA-MB-231  

Calu1 

T24 bladder 

Not 

indicated 

50 µM 2 or 4 hours Ras activation 

S6K, 4E-BP1 

Apoptosis 

induction 

Cell viability 

 

 

 

 

 

(76) 
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PARP cleavage 

 

 

 

 

Triptolide 

 

 

MDA-MB-231 cells PLD1 and 

PLD2 

0–500nM 

 

24 hours Cell 

proliferation 

 

 

 

(122) 

Saponin from Myrsine 

australis 

HL-60 cells Not 

indicated 

2 or 3 µM 30 mins Not indicated  

 

(92) 

Fungal metabolites: 

SCH49211 

SCH49212 

SCH53823 

SCH53825 

HL-60 cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

IC50: 

11 µM 

12 µM 

24 µM 

19 µM 

30 mins Not indicated 

 

 

 

 

 

 

(39,40) 
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Curcumin 

 

 

 

 

 

 

J774.1 cells 

 

 

Pulmonary artery 

smooth muscle 

cells  

Not 

indicated 

 

Not 

indicated 

IC50: 

10 µM 

 

20 µM  

30 mins 

 

 

30 mins 

Not indicated 

 

 

NADPH 

oxidase derived 

superoxide 

production 

 

 

 

 

 

 

 

(259) 

 

 

(33) 

Unsaturated fatty acid: 

 

 

Arachidonic acid 

 

 

Oleate Linoleic and 

arachidonic 

C2 mass cell 

 

 

Purified humain 

PLD2 

 

Cos-1 cells 

 

PLD1/D2  

 

 

PLD2 

 

 

PLD1/2 

 

20 μM 

 

 

20 µM 

 

 

20 µM 

 

8 days 

 

 

1 hour 

 

 

4 days  

 

Not indicated 

 

 

Not indicated 

 

 

Not indicated 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(19) 

 

 

(131) 

 

 

(77) 
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Linoleic and linolenic 

Oleate 

 

HEPG2 cells 

 

Not 

indicated 

 

50 µM 

 

24 hours 

 

mTORC1 

Cell 

proliferation 

Ccyclin A, E and 

pRB/RB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(9) 

Camptothecin 

 

HL-60 cells Not 

indicated 

0.1 µg/ml 0–180mins Apoptosis  

 

(155) 

Vitamin C 

 

BLMVECs Not 

indicated 

5 mM 0–120mins Erk1/2, p38  

 

(245) 

Vitamin D3 

 

 

 

HEK293 cells and 

HaCaT cells 

 

Primary mouse 

keratinocytes 

PLD1 

 

 

PLD1 

250 nM 

 

 

250 nM 

48 hours 

 

 

24 hours 

Not indicated 

 

 

Not indicated 

 

 

 

 

(128) 

 

 

(83) 
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Caco-2 cells 

 

 

Not 

indicated 

 

 

100 nM 

 

 

20 mins 

 

 

Not indicated 

 

 

 

 

 

 

 

(126) 

Dietary fiber (guar gum)  Sprague-Dawley Not 

indicated 

10% of the 

diet 

4 weeks Not indicated  

 

(101) 

ERK: Extracellular signal-regulated kinases; IL-1: Interleukin; MIP: Macrophage Inflammatory Proteins; mTORC1: Mammalian target of 

rapamycin complex 1; MAPK: Mitogen-activated protein kinases; MMP-1: Matrix metalloproteinase-1; NF-κβ: Nuclear factor-kappa B; 

PARP: Poly ADP ribose polymerase; PLD: Phospholipase D; SphK: Sphingosine kinase; S6K: S6 Kinase; TNF-α: Tumor necrosis factor 

alpha; 4E-BP1: Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; : Increase; : Decrease 





5.1.3 FIGURES 

 

Figure 1 Phosphatidylcholine transesterification and phosphatidic acid synthesis 

Phospholipase D1 and D2 are enzymes capable of hydrolyzing phosphatidylcholine to produce 

choline and phosphatidic acid. This is carried out by exchanging the headgroup of phosphatidic 

acid (PA) by a nucleophile such as H2O. The PLD enzymes are also capable of transesterification 

using a primary alcohol such as ethanol or n-butanol as a nucleophile. PA can also be produced 

by other intracellular pathways. Diacylglycerol can yield PA with the addition of an adenosine 

diphosphate in response to diacylglycerol kinase action, while lysophosphatidic acid transferase 

produces PA by the addition of an Acyl-CoA to lysophosphatidic acid. On the other hand, PA is 

converted to diacylglycerol in the presence of lipins, lysophosphatidic acid and phosphatidic acid-

selective phospholipase A. 
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Figure 2 Differences between PLD1 and PLD2 structural domains Phospholipase D1 (PLD1) 

and phospholipase D2 (PLD2) have multiple domains with specific roles. They are characterized 

by catalytic sequences called HKD. The PX domain, PH domain and lipid binding sequences (LBS) 

are necessary for the translocation of PLD1 to the plasma membrane. Likewise, PLD1, but not 

PLD2, possesses a loop-shaped domain responsible for its negative regulation. For PLD1 and PLD2, 

the PX, PH and LBS are able to bind to specific phosphatidylinositides (PIP). For its part, PLD2 

interacts directly with phospholipase C (PLC), dynamin, Rac2, growth factor receptor-bound 

protein 2 (Grb2) and Ras homolog family member A (RhoA) in PX domain, and with Rac2 and 

Raptor in the PH domain. As for PLD1, PLD2 interacts with dynamin and class III PI3K Vacuolar 

protein sorting 34 (VPS34) at the PX domain while its C-terminal HKD domain interacts with 

phosphoprotein (PEA-15) enriched in astrocytes. PLD2, but not PLD1, is phosphorylated at its PX 

domain by several proteins, including C-Src, epidermal growth factor (EGF), protein kinase C (PKC) 

and janus kinase 3 (JAK3) for efficient activation. Finally, the interaction of PKC and Arf at specific 

sequences can activate PLD1 and PLD2, while Rho activates only PLD1 at its C-terminal. The 

differences between PLD1 and PLD2 are in bold characters or framed.  
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Figure 3 The important role of phospholipase D activity in the formation of COPII and COPI 

vesicles. The recruitment of the Sar1b GTPase at the surface of the endoplasmic reticulum (ER) 

by the Sec12, a guanine exchange factor (GEF), allows the conversion of GDP to GTP, which 

activates the Sar1b GTPase enzyme. Once activated, Sar1b GTPase stimulates phospholipase D 

(PLD) activity, thereby increasing the quantity of phosphatidic acid (PA) found at the surface of 

the ER. PA accumulation is necessary for the tubulation of the membrane, allowing the 

recruitment of sec23/24 and t sec 13/31 by the Sar1b GTPase. When sec23/24 and sec 13/31 are 

recruited and coat the pre-budding complex, the COPII vesicle is detached from the ER and moves 

to the trans-Golgi in order to deliver its cargo. Similarly to COPII, the accumulation of PA in the 

cis-Golgi by PLD can also facilitate the fission of the COPI vesicles by inducing a negative 

membrane curvature. Finally, the COPI vesicle returns to the ER to deliver their protein cargo.  
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Figure 4  PLD1 and PLD2 as central players in inflammatory and oxidative pathways. 

Lipopolysaccharide (LPS) produced by bacteria binds to the toll like receptor 4 (TLR4), which then 

activates phospholipase (PLD). PLD is also activated by the sphingosine-1-phosphate (SIP) 

receptor and reactive oxygen species (ROS). Once activated, PLD stimulates the phosphorylation 

of c-Jun N-terminal kinases (JNK), extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2, mammalian 

target of rapamycin (mTOR) and Akt. These proteins enhance the formation of pro-inflammatory 

factors such as cyclooxygenase-2 (COX2), tumor necrosis factor-alpa (TNF-α), interleukin (IL) -8, 

IL-6, IL-1β, activator protein 1 (AP-1), nuclear factor-kappa B (NF-κβ), prostaglandin E2 (PGE2) and 

chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20). Regarding the oxidative pathway, PLD activation triggers 

the NADPH oxidase, thereby enhancing the production of superoxide O2
-.  
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Figure 5 PLD is necessary for VLDL-induced aldosterone production in adrenal glands. 

Very-low-density lipoproteins (VLDL) secreted by the liver bind to the scavenger receptor class b 

type 1 (SR-B1) at the surface of the adrenal gland. The binding stimulates phospholipase D (PLD) 

activity, which raises the production of phosphatidic acid (PA) and/or triggers the phosphorylation 

of c-AMP response element-binding protein (CREB). This phosphorylation increases the 

expression of steroidogenic acute regulatory protein (StAR) and CYP11B2, two important markers 

capable of raising aldosterone production. PA can also yield diacylglycerol (DG), a lipid signaling 

messenger that enhances protein kinase C (PKC) expression, followed by increased StAR protein 

expression. Aldosterone finally moves to the kidney to stimulate the retention of sodium and 

water, amplify blood volume, and give rise to hypertension.  
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Figure 6  Targeting PLD1 and PLD2 with active food components to treat several disorders. 

Numerous polyphenols, Chinese medicines and other compounds were found to inhibit 

phospholipase D (PLD) activity. Thus, these compounds could target PLD1 and PLD2, which will 

help treat several disorders.  
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ABSTRACT 

Genetic defects in SAR1B GTPase inhibit the step of chylomicron (CM) trafficking to the Golgi and 

result in a huge intra-enterocyte lipid accumulation with a failure to release CMs and liposoluble 

vitamins into the blood circulation. The central aim of this study is to test the hypothesis that 

SAR1B deletion (SAR1B-/-) disturbs enterocyte lipid homeostasis (e.g. FA β-oxidation and 

lipogenesis) while it promotes oxidative stress and inflammation. Another issue is to compare the 

impact of SAR1B-/- to that of its paralog SAR1A-/- and combined SAR1A-/-/B-/-. To address these 

critical issues, we have generated Caco-2/15 cells with a knockout of SAR1A, SAR1B or SAR1A/B 

genes. SAR1B-/- results in lipid homeostasis disruption, reflected by enhanced mitochondrial FA 

β-oxidation and diminished lipogenesis in intestinal absorptive cells via the implication of PPARα 

and PGC1α transcription factors. Additionally, SAR1B-/- cells, which mimicked enterocytes of 

chylomicron retention disease, spontaneously disclosed inflammatory and oxidative 

characteristics via the implication of NF-κB and NRF2. In most conditions, SAR1A-/- cells showed a 

similar trend, albeit less dramatic, but synergetic effects were observed with the combined 

defects of the two SAR1 paralogs. In conclusion, SAR1B and its paralog are needed not only for 

CM trafficking, but also for lipid homeostasis, pro-oxidant/antioxidant balance and protection 

against inflammatory processes.  

Keywords: Gene silencing, SAR1 paralogs, TG-rich lipoproteins, lipid metabolism, mitochondria, 

oxidative stress, inflammation, intestine, transcription factors 
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1. INTRODUCTION 

The small intestine is the essential site for the transport of alimentary fat in the form of 

lipoproteins. After the digestive phase, the lipolytic products in the lumen are absorbed by 

enterocytes that possess the unique ability to elaborate chylomicrons (CM), the largest 

triglyceride (TG)-rich lipoprotein and dietary lipid vehicle (1, 2). CM assembly within epithelial 

absorptive cells is a multistep pathway, including the translocation of lipolytic products from the 

apical membrane to the endoplasmic reticulum (ER) by cytosolic fatty acid-binding proteins 

(FABPs), lipid esterification, synthesis and post-translational modification of different 

apolipoproteins, especially B-48, as well as the packaging of lipid and apolipoprotein components 

into pre-CM particles (3-5). It is only under these specific conditions that CM particles move huge 

amounts of dietary fat into blood circulation via the lymphatic system. 

Accidents of nature reveal the intracellular roles of key proteins in CM assembly and secretion 

(6). For example, deciphering chylomicron retention disease (CRD) afforded new insight into the 

crucial functions of SAR1B GTPase, the defects of which lead to severe fat malabsorption, 

hypocholesterolemia, extensive steatorrhea and significant failure to thrive in children (7-8) with 

developmental abnormalities in various organs (9). It is now well established that mutations in 

SAR1B (SARA2) gene encoding the SAR1B GTPase protein prevent the coat protein complex II 

(COPII) from producing mature CM-contained vesicles endowed with the ability to bud from the 

ER and reach the Golgi apparatus (6, 10-11). Therefore, the genetic defects in SAR1B inhibit the 

step of CM trafficking to the Golgi and result in a huge accumulation of intra-enterocyte TG with 

a failure to release CM and liposoluble vitamins into the blood circulation (2, 12). 

Recently, we have shown that total silencing of SAR1B (SAR1B-/-) lessens but does not extinguish 

the output of TG-rich lipoproteins (13) in intestinal cells, as is the case for patients with CRD (6, 

10, 14). It is only through the combined depletion of SAR1B and SAR1A that CM delivery is fully 

eliminated. Additionally, SAR1B-/- modulates the protein expression of intestinal FABP, hepatic -

FABP and microsomal triglyceride transfer protein while decreasing ATP-binding cassette 

transporter A1, thereby affecting enterocyte cholesterol efflux and high-density lipoprotein 

generation (13). However, how the absence of CM mobilization and secretion, due to SAR1B 
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defects, influences lipid homeostasis in enterocytes remains an intriguing issue. Specifically, we 

have no information as to the impact of overwhelming lipid accumulation on intracellular FA β-

oxidation on the one hand, and on lipogenesis on the other hand. Furthermore, another question 

posed in the current study is the extent of intracellular oxidative stress (OxS) and inflammation 

provoked by SAR1B defects-derived steatosis. Finally, the contribution of or the complementarity 

between the distinct SAR1 paralogs, SAR1A and SAR1B, in the enterocyte lipid homeostasis, 

remains an open question.   

Therefore, the major aim of the present study is to test the hypothesis that Sar1b-/--mediated lipid 

accumulation influences intracellular lipid metabolic pathways (β –oxidation and lipogenesis) and 

impacts on oxidative stress and inflammation via the modulation of major transcription factors. 

To address these critical issues, we have generated Caco-2/15 cells with a disruption of SAR1A 

(SAR1A-/-), SAR1B-/- or combined SAR1A-/-/B-/- genes. In these engineered cells, we examined 

mitochondrial oxidative flux with a focus on critical factors (carnitine palmitoyltransferase 1 and 

acyl CoA dehydrogenase), lipogenesis with a particular emphasis on regulatory enzymes (acetyl 

CoA carboxylase and fatty acid synthase), lipophagy by stressing perilipin 2 protein expression, 

and mechanisms by punctuating the mass of transcription factors.  

  



406 

2. MATERIALS AND METHODS 

Generation of SAR1 knockout cells 

This procedure was carried out as described previously (13). In short, Zinc Finger Nucleases (ZFNs) 

constructs against human SAR1B (CKOZFN18849) were transduced in proliferating Caco-2/15 cells 

according to manufacturer’s guidelines to generate a SAR1B-/- clone. SAR1A Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) and CRISPR-associated protein (Cas9) knockout 

(KO) construct (sc-404190, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.) were also used in parallel to 

create SAR1A-/- cells. SAR1 double KO (SAR1A-/-/B-/-) was then established by transfecting SAR1B-

/- cells with the previous SAR1A CRISPR and Cas9 KO constructs. Cell viability was assessed via 

trypan blue staining. The clones for single (SAR1B-/- or SAR1A-/-) and double (SAR1A-/-/B-/-) KO were 

then assayed for ablation through qRT-PCR and immunoblotting. Non-transfected cells were used 

as controls. 

Cell culture 

Caco-2/15 cells were cultured as described previously (15). Briefly, they were grown at 370C with 

5% CO2 in EMEM containing 1% penicillin/streptomycin, 1% MEM nonessential amino acids and 

5% decomplemented fetal bovine serum. For experiments, cells were plated at a density of 1X106 

cells/well on six-well polycarbonate plates (Costar, Cambridge, MA). Prior to any experiment, cells 

were cultured for 14 days to fully differentiate into a monolayer with typical properties of 

absorptive enterocytes.  

Integrity of SAR1 KO cells 

Cell integrity was assessed by determining villin protein expression as a hallmark of cell 

differentiation (16). Transepithelial electric resistance was also measured to validate the 

monolayer regularity and the tight junction dynamics reliability (17). 

Lipid synthesis 
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Caco-2/15 cells were pre-incubated overnight in serum-free medium supplemented with 1 μmole 

of unlabelled oleic acid. The cells were then washed with PBS and incubated for 4 h in the 

presence of 5 μCi [14C]-acetate. Following these incubation periods, the cells were washed and 

scraped with a rubber policeman in a PBS solution containing antiproteases 

[phenylmethylsulfonyl fluoride (1 mM), pepstatin (1mM) and Trasylol (1 mM)]. Cellular [14C]-

labeled FAs were separated by TLC using the solvent mixture of hexane, ether and acetic acid 

(80:20:3, vol/vol/vol). The area corresponding to FFAs was scratched off the TLC plates and the 

silica powder was placed in a scintillation vial with Ecolite counting fluid cocktail (MP 

Biomedicals). Radioactivity was then measured by scintillation counting with HIDEX 300 SL 

Automatic liquid scintillation counter (Southern Scientific, United Kingdom). Cell protein was 

quantified using the Bradford method and results were expressed as DPM per mg of cell protein. 

FA β-oxidation measurement 

Differentiated Caco-2/15 cells were pre-incubated overnight in serum-free medium containing 

1μmole of unlabelled oleic acid. The cells were then trypsinized and washed in warm PBS prior to 

resuspension in 2 ml serum-free medium containing 0.6 μCi/ml [14C(U)]-palmitic acid conjugated 

with 10% FA-free BSA, pH 7.5. Cell suspensions were transferred into Mini-Erlenmeyer where a 

piece of hyamine hydroxide-wetted Whatman paper was placed to trap CO2 produced during the 

2-hour incubation at 370C under shaking. After the incubation, 300 μl of HCl (1N) were added to 

the cells, which were incubated for an additional 0.5 h at 370C with shaking to stop the reaction. 

At the end, the pieces of Whatman paper were transferred to scintillation vials for radioactivity 

counting. Cell suspensions were centrifuged and radioactivity in the supernatants was counted 

for evaluation of acid soluble metabolites. 

Mitochondrial Imaging 

Mitochondrial morphology was visualized utilizing Mitotracker CMXRos (Red) solution 

(Invitrogen) according to manufacturers’ instructions. Briefly, after a 12-day incubation, Caco-

2/15 cells were washed with warm PBS and the culture media was replaced with serum-free 

DMEM containing 50 nM MitoTrackerR probe (30 min at 37°C). Once again, Caco-2/15 cells were 
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washed and serum free DMEM was added for viewing with an inverted confocal microscope, 

Spinning Disk (Leica-DMi8) with 63X oil objective and CMOS select camera at laser emission 560 

nm. Using Visiview software, live-cell imaging and z-stacks were generated. The 3D-cell intensities 

were measured from z-stacks with image J Software and z-projections of the average intensity.  

Lipid peroxidation monitoring 

The amount of free malondialdehyde (MDA), a lipid peroxidation marker, produced in Caco-2/15 

cells following treatment with palmitate was measured in cell extracts by HPLC with fluorescence 

detection. The protein-free supernatants were obtained after protein precipitation with a 0.44 M 

phosphoric acid solution. They were then reacted with an equivalent volume of 0.5% (wt/vol) 

thiobarbituric acid solution (TBA; Sigma) at 95◦C for 1h. After cooling to room temperature, the 

pink chromo gene [(TBA) 2-MDA] was extracted with 1-butanol and dried under a nitrogen stream 

at 37◦C. The dry extract was finally dissolved in water before MDA determination with a reversed-

phase HPLC method with a diode array detector set at 532 nm. In parallel, the antioxidant defense 

was evaluated in the same cell extracts by assessing the expression level of glutathione 

peroxidase1 (GPx1). 

Western blot determination 

Differentiated Caco-2/15 cells were incubated with 0.25 μmole palmitate for 2h. Cells were then 

lysed in ice-cold buffer containing 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM 

EGTA, 1% NP-40, 1% deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM Na2VO4, 1 μg/ml 

leupeptin and 1 mM PMSF. Aliquots of homogenates containing 40 μg total proteins were 

subjected to 7.5% or 12% SDS-PAGE and electro blotted onto nitrocellulose membranes. These 

membranes were then incubated overnight at 40C with the specific primary antibodies of  

SAR1A/B (1/1000, kindly provided by Dr Randy Schekman, University of California, Berkley); villin 

(1/1000, BD Transduction);  tumor necrosis factor alpha (TNFα) (1/1000, Abcam); peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1α) (1/1000, Abcam); PPARα 

(1/1000, Cayman Chemical); acyl CoA dehydrogenase long chain (ACADL) (1/1000, Thermofisher 

Scientific); carnitine palmitoyl transferase I A (CPT-1A) (1/1000, Cell Signaling Technology); sterol 
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regulatory element-binding protein 1 (SREBP-1c) (1/1000, Abcam); uncoupling protein 2 (UCP-2) 

(1/1000, Novus Biologicals); nuclear factor kappa-B (NF-kB) p65 subunit (1/5000, Santa Cruz 

Biotechnology); nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (NR-F2) (1/1000, Abcam); inhibitor 

kappa-Bα (I-kBα) (Cell Signaling Biotechnology); GPx1 (1/1000, Novus Biologicals); perilipin 2 

(PLIN2) (1/250, Progen)  and β-actin (1/250000, Sigma) used as an internal control. After 

incubation with the relative second antibody mouse IgG-POD/rabbit IgG-POD (1/10000, Roche 

Diagnostics), immune complexes were revealed using Clarity Max Western ECL substrate (BIO-

RAD). Reactive bands were captured using a ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD). All the 

data are expressed as the ratio of target protein to β-actin in the same sample.  

RNA extraction and real-time quantitative PCR 

RNA was extracted from the samples using PureLink RNA Mini Kit (Ambion). RNA concentration 

and purity were measured using a Biodrop Touch Duo spectrophotometer (Montreal Biotech Inc). 

All RNA samples had an A260/A280 ratio of 1.95-2.05. After DNase treatment (Invitrogen), cDNA 

was generated from 1g aliquots of total RNA using SuperScript VILO Master Mix (Invitrogen). RT-

qPCR was performed using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The 

thermal profile included an initial denaturation at 95°C for 30 s, followed by 40 cycles of 

denaturation at 95°C for 3s, annealing and extension at 60°C for 30 s. Amplified genes were 

quantified by fluorescence using the PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). 

Levels of expression of target gene mRNAs were calculated by the 2-∆∆CT method. 

Statistical analysis 

All values are expressed as mean ± SEM of at least two independent experiments carried out in 

triplicates. Data were analyzed by the one-way ANOVA using PRISM 6.0 (GraphPad Software). 

Differences were considered significant with P<0.05. 
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RESULTS 

SAR1 deletion and Caco-2/15 cell integrity 

To dissect the impact of SAR1 KO on FA metabolism, we generated Caco-2/15 cells with the 

ablation of SAR1A, SAR1B or the combined two paralogs (SAR1A/B) as previously described (13). 

qRT-PCR (Figure 1A) and Western blot analysis (Figure 1B) illustrate the total ablation of genes of 

interest in differentiated Caco-2/15 cells. 

Moreover, we previously demonstrated that these genetic manipulations do not afflict cell 

integrity and viability nor the differentiation process as measured by trypan blue exclusion and 

trans-epithelial resistance assays (13). We confirmed that genetic manipulation does not affect 

villin protein expression, a biomarker of cell differentiation, in SAR1-defective cells compared to 

controls (Figure 1B). Trans-epithelial resistance measurements showed also no changes between 

controls and genetically modified Caco-2/15 cells (Figure 1C). Therefore, the different cellular 

models are well suitable to analyze the role of SAR1 genes in intestinal lipid homeostasis.  

Lipid peroxidation and antioxidant status in response to SAR1 KO 

A significant augmentation of MDA in SAR1B-/- cells, and a consistent two-fold raise magnitude in 

SAR1A-/-/B-/- cells compared to controls were clearly observed, indicating lipid peroxidation 

(Figure 2A). In view of these findings, we investigated the levels of expression of GPx, a protein 

whose role is to protect the organism from oxidative damage. GPx protein load was dramatically 

reduced in SAR1-/- cells, down to 9% in SAR1A-/-/B-/- cells compared to controls (Figure 2B). Then, 

we turn to NRF2, a nuclear transcription factor that functions as the key controller of the redox 

homeostatic gene regulatory network. SAR1-/- cells showed a deep decrease in NRF2 protein 

expression, which particularly collapses to 20% in SAR1B-/- and SAR1A-/-/B-/- (Figure 2C). 

Concomitantly with the decline of NRF2, the observations support a breakdown of antioxidant 

defense in SAR1-/- intestinal cells. 

Modulation of inflammation by SAR1 deletion 
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In view of SAR1-/- -derived lipid accumulation, it was necessary to evaluate inflammation. The 

TNFα was significantly more expressed in SAR1-disrupted cells at the gene (Figure 3A) and protein 

(Figure 3B) levels with more extended intensification in SAR1A-/-/B-/- cells. Since NF-kB is a key 

regulator of pro-inflammatory cytokines, we examined its potential activation in Caco-2/15 

intestinal cells. Genetically modified cells showed strong increase in NF-kB p65 protein expression 

in SAR1A-/- and SAR1B-/- which culminates with almost four-fold increase in SAR1A-/-/B-/-cells 

(Figure 3C) without any significant change in I-kB protein expression (Figure 3D). The marked 

elevation of NF-kB/I-kB ratio (Figure 3E) confirmed the activation of NF-kB in SAR1-/- cells. 

Impact of SAR1 deletion on FA β-oxidation  

To test the impact of SAR1-/- on mitochondrial oxidative flux, we incubated intestinal cells with 

[14C(U)]-palmitate and, at the end of the incubation period, 14CO2 production was estimated. As 

shown in Figure 4A, the degradation of the labeled palmitate was significantly increased in 

response to SAR1B-/-. While a similar trend of increased 14CO2 was noted in Caco-2/15 cells with 

SAR1A-/-, the results did not reach statistical significance. On the other hand, the double KO of 

SAR1 paralogs led to a four-fold increase in 14CO2 production compared to controls. Acid soluble 

metabolites, which are the so-called intermediates of FA β-oxidation, were also augmented (75%) 

particularly in SAR1A-/-/B-/- cells as compared to controls (Figure 4B). These results prompted us 

to appraise the mitochondrial expression of CPT-1α and ACADL since these proteins are rate-

controlling enzymes of the FA β-oxidation pathway. A higher level of gene and protein expression 

characterized CPT-1α in response to SAR1A-/-, SAR1B-/- and SAR1A-/-/B-/- (Figures 4C-4D). Even if 

we did not succeed to estimate ACADL gene expression in Caco-2/15 cells, the assessment of 

ACADL protein expression disclosed elevated content in genetically modified Caco-2/15 cells 

relatively to control cells with SAR1B-/- and SAR1A-/-/B-/-, reaching 120% and 186%, respectively 

(Figure 4E). Overall, these findings sustain a stimulation of FA catabolic process through 

promoting the activities of control enzymes, while underscoring poor lipogenesis. 

A potent mechanism for SAR1 deletion-mediated FA β-oxidation 
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We determined the protein mass of PPARα and PGC-1α since they represent two transcription 

factors necessary for the high-level expression of mitochondrial FA oxidation genesin conditions 

of SAR1 deficiency. Clearly, Western blot analysis showed an upregulation of PGC-1α (Figure 4F) 

and PPARα (Figure 4G) protein expression with an increase of 80-175 % and 85-120%, 

respectively, in SAR1-deficient cells. We also determined the protein expression of SREBP-1c and 

the protein content was particularly low in SAR1-defective cells (Figure 4H). As PGC-1α acts as a 

master regulator of mitochondrial function and biogenesis, it was interesting to examine 

mitochondrial content via assessment of fluorescence after MitoTracker Red CMXRos staining. 

Examination by laser scanning confocal microscope and analysis by ImageJ software (for 

processing images of individual three-dimensional Caco-2/15 cells) allowed us to note only a slight 

trend of increase in fluorescence intensity in SAR1A-/- and SAR1B-/-, which became significant in 

SAR1A-/-/B-/-. 

FA synthesis and expression profiles of key enzymes of lipid synthesis 

Cells were incubated with [14C]-acetate to estimate free FA synthesis in SAR1-depleted cells. As 

shown in Figure 5A, de novo cellular free FA synthesis was radically decreased to 30% in SAR1B-/- 

and SAR1A-/-/B-/- cells without changes in SAR1A-/- cells. Accordingly, an important decline was 

noticed in ACC and FAS mRNA (Figures 5B-5C). As AMPK represents a central regulator of 

lipogenesis, we investigated its gene expression, which was lower in genetically altered cells to 

an extent of 80% in SAR1A-/-/B-/- cells (Figure 5D). We also measured the protein expression of 

UCP-2 in genetically modified Caco-2/15 cells. As shown in Figure 5E, deletion of SAR1 promoted 

UCP-2 protein expression to 3-folds relatively to controls.  

Lipophagy and perilipin 2 

As lipophagy plays a significant role in the modulation of intracellular lipid metabolism and 

storage, we examined the status of perilipin 2 (PLIN-2), controlling how cells accumulate, mobilize 

and utilize lipids. Western blot analysis revealed a decreased protein expression in SAR1A-/- cells 

and an increased expression in SAR1B-/- and SAR1A-/- /B-/- cells (Figure 5F).  
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DISCUSSION 

As CRD is highly characterized by impaired intestinal fat transport due to the inability to assemble 

and secrete CM, we have hypothesized that the deficiency of SAR1B leads to disturbed lipid 

homeostasis in enterocytes. Indeed, our experiments revealed a significant enhancement of FA 

-oxidation in association with upregulation of key mitochondrial enzymes such as CPT-1 and 

ACADL, driven by induced expression of the transcription factors PPARα and PGC1α. On the other 

hand, SAR1 deletion lowered AMPK mRNA expression, a central regulator of cellular energy 

homeostasis, as well as NRF2 protein mass, which serves as a major modulator of cellular defense 

system against OxS. This caused a drop in GPx antioxidant protein and, consequently, an elevation 

of lipid peroxidation (MDA). Further, SAR1 KO raised NF-κB and promoted inflammation (TNF-α). 

Finally, lipogenesis diminished in response to SAR1 deletion, as reflected by the low levels of ACC, 

FAS and SREBP-1c. 

The critical issue before initiating the present study was to determine how the deletion of Sar1b, 

the gene responsible for CRD or Anderson’s disease (18, 19), affects intracellular lipid metabolism 

pathways. Our previous studies, using patients’ biopsies and genetically modified intestinal cells, 

clearly showed intracellular lipid retention and complete inability to secrete chylomicrons (13, 

18, 19). In fact, the molecular basis of this defect prevents the coat protein complex II (COPII) to 

form a shell around the vesicles transporting CM cargo in the secretory pathway for their budding 

and fusion with Golgi, thereby impeding intestinal CM exocytosis (6). This is consistent with the 

longstanding severe deficiency of apo B-48 and circulating lipid-soluble vitamins even following a 

fat load (18, 19). Therefore, these earlier observations led us to the hypothesis that lipogenesis 

would be restricted while beta-oxidation would be stimulated, and this assumption turned out to 

be true. Many factors may explain cellular homeostasis infringement in response to the Sar1b 

deletion, including the accumulation of lipids, abnormalities of protein transport, defects in 

nascent vesicle formation and membrane bending, poor recruitment of coat components, 

irregularities of epithelial−mesenchymal transition, and alterations of cholesterol biogenesis (20-

21). Evidently, reasonable efforts must continue to understand how Sar1b, which regulates the 
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formation and assembly of the ER-derived COPII vesicles and hence the trafficking of most of 

cellular proteins, is involved in the control of lipid metabolic pathways. 

We also assessed the repercussions of Sar1b deletion on diverse processes (e.g. oxidative stress 

and inflammation) in order to better understand the metabolic events occurring in CRD patients. 

Currently, there is no genetic mouse model of intestinal CRD. The only way forward in this field 

was to undertake studies in the genetically modified cell line to introduce Sar1b abnormalities. 

These issues were tackled with Caco-2/15 cells, which spontaneously differentiate into polarized 

mature enterocytes under standard culture conditions. Importantly, the epithelial monolayer 

lends itself to the in vitro study of human gut (particularly the jejunum segment), which optimally 

absorbs lipids, in view of its efficient intestinal transport processes and several morphological and 

functional features. In fact, this remarkable intestinal model is regarded as the most appropriate 

for the investigation of gut absorption and interactions, nutrition, toxicology food microbiology, 

bioavailability tests, and screening of drug permeability in discovery programs. Multiple studies 

from our laboratory (22-39) and from other groups (40-44) have shown that Caco-2/15 

monolayers are fully appropriate for the study of lipid/lipoprotein homeostasis. Furthermore, 

when seeded on porous filters (Transwell), Caco-2/15 cells permit access to both sides of the 

bipolar intestinal epithelium: apical and basolateral compartments corresponding to intestinal 

lumen or serosal circulation, respectively. However, it would be important to confirm our findings 

by developing a Sar1b-/- animal model. 

Lipid accumulation is generally one of the most important manifestation of oxidative stress. 

Various findings suggest that lipid accumulation are related to oxidative stress in liver steatosis 

(45-46). Another example is the ectopic lipid deposition in muscle, which has been shown to lead 

to oxidative stress generation (47). Therefore, we have measured intestinal redox balance in 

response to Sar1b ablation. Our results show a spontaneous and significant elevation of lipid 

peroxidation along with vulnerable low GPx, a thiol-based enzyme that catalyzes the breakdown 

of damaging H2O2 and hydroperoxides to H2O and stable alcohols. The increased intracellular 

lipids resulting from SAR1B deletion, may overwhelm the antioxidant defense and raise OxS in 

intestinal cells, which is consistent with the relationship between lipid accumulation and 
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generation of reactive oxygen species documented in earlier studies (48). Additionally, OxS may 

be attributable to amplified mitochondrial combustion of FAs since excessive FA oxidation leads 

to OxS and reduced antioxidant defenses (49). It is now well accepted that mitochondria 

constitute the foremost source of intracellular reactive oxygen species as the electron transport 

consumes about 85% of the oxygen that the cell uses (50).  

Moreover, we postulated that the SAR1B-defective intestinal cells spontaneously develop pro-

inflammatory features in view of the elevated lipid content and OxS. Indeed, our results clearly 

demonstrate that SAR1B deficiency enhanced the production of TNF-α. It is likely that SAR1B-/- 

exaggerated the production of cytokines through the transcription factor NF-κB, a powerful 

mechanism of inflammation. Interestingly, in our studies, UCP-2 was found to be highly up-

regulated, a strategy of survival in conditions of lipotoxicity and high OxS level (51). The rise of 

UCP-2 protein expression may be attributed to PPARα upregulation, as UCP-2 is a target gene of 

PPARα (52). Alternatively, UCP-2 may be activated by lipid content (53). 

PPARα is intrinsically involved in mitochondrial fuel oxidation and biogenesis (54). As an imposing 

transcription factor, it regulates the expression of genes responsible for mitochondrial FA uptake 

and β-oxidation. In conditions of SAR1B deletion, the protein expression of PPARα had more than 

doubled, thus upregulating CPT-1 (critical for mitochondrial fatty acyl import) and ACADL (a rate-

controlling enzyme of the β-oxidation pathway), which stimulated 14CO2 and acid-soluble 

metabolite production from [14C(U)]-palmitate, indicative of an elevated rate of FA β-oxidation. 

The same trend was observed for SAR1A deletion and even more so when the two paralogs were 

deleted (SAR1A-/-/B-/-). As PGC-1α exerts pleiotropic effects (e.g. mitochondrial biogenesis and FA 

β-oxidation) by coactivating transcription factors such as PPARα (55), we assessed its expression 

by western blot. Its protein mass was elevated, indicative of activation, which is in line with PPARα 

induction and FA β-oxidation enhancement. Furthermore, experiments with MitoTracker Red 

staining could document a trend of mitochondrial content rise in SAR1A-/- and SAR1B-/-, along with 

a significant augmentation in SAR1A-/-/B-/-, which suggests an increased mitochondrial mass and 

confirms PGC-1α findings. However, additional studies are necessary to evidence the stimulation 

of mitochondrial biogenesis. 
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SREBP-1c is the main modulator of FA synthesis by operating in the activation of lipogenic genes 

such as ACC and FAS (56). A stumpy expression characterized SREBP-1c, AMPK, ACC and FAS in 

SAR1B-/- cells, which is consistent with the decline in de novo FA synthesis. Overall, these findings 

reflect the drop in the lipogenic pathway. It is possible that PPARα is the master controller since 

various studies have shown that PPARα activation can suppress the activation of SREBP-1c (57-

60).  

As lipophagy plays a crucial role in lipid metabolism, it was important to determine its implication 

in the intestinal lipid accumulation caused by SAR1B deficiency. By definition, 

lipophagy is defined as the autophagic degradation of intracellular lipid droplets by the 

lysosomal acid lipase (61). Recently, it has been demonstrated that perilipin 2 (PLIN2) is a critical 

regulatory factor for lipophagy (62). For example, PLIN2-/- mice are characterized by a marked 

reduction of hepatic TG content and a sustained protection against fatty liver development (63). 

At the mechanistic level, a shortfall of PLIN2, acting as a shield for the TG core of cytosolic lipid 

droplets, enables lipases to access and hydrolyze triglycerides (64). Since PLIN2 is largely 

expressed in the intestine, represents one of the most abundant lipid droplet coat proteins 

with a profusion closely associated with the level of intracellular lipid (65-66), we determined 

its protein expression in genetically modified Caco-2/15 cells. Our data showed a significant 

PLIN2 increase in SAR1B-/- and SAR1A-/-/B-/- but with a decline inSAR1A-/-, suggesting different 

mechanisms for the two paralogs.  

Although one may speculate that the high levels of intracellular lipids may have 

pathophysiological implications for the intestinal mucosa of CRD patients in terms of cellular 

turnover rate and damage, the exploration of cell viability and differentiation did not show any 

defects in genetically modified Caco-2/15 cells. However, before totally dismissing this 

eventuality, measurements should be performed either in biopsies of CRD patients or in the small 

intestine of animal models engineered in the near future. 

In conclusion, SAR1B silencing results not only in a failure to absorb lipids and fat-soluble vitamins 

in the form of CMs, but also in lipid homeostasis disruption, reflected by enhanced mitochondrial 

FA β-oxidation and diminished lipogenesis in intestinal absorptive cells. Additionally, SAR1B−/− 
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cells, which mimicked enterocytes of CRD, spontaneously disclosed inflammatory and oxidative 

characteristics. In most conditions, the combined defect in SAR1A and SAR1B promoted the 

severity of the aforementioned disorders.  
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LIST OF ABBREVIATIONS  

ACADL; acyl CoA dehydrogenase long chain 

ACC;  acetyl-CoA-carboxylase 

AMPK;  AMP-activated protein kinase 

CM;  chylomicron 

COPII;  coat protein complex II 

CPT-1α; carnitine palmitoyl transferase-Iα 

CRD;  chylomicron retention disease 

ER;  endoplasmic reticulum 

FABP;  fatty acid-binding proteins 

GPX;  glutathione peroxidase 

I-kB;  inhibitor kappa-B 

MDA;  malondialdehyde 

NF-kB;  nuclear factor kappa-B 

NRF2;  nuclear factor erythroid-2-related factor 2 

OxS;  oxidative stress 

PLIN2  perilipin 2 

PGC-1α; peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha  

SREBP-1c; sterol regulatory element-binding protein 1 
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TER;  transepithelial resistance 

TG;  triglyceride 

TNFα;  tumor necrosis factor alpha 
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421 

REFERENCES 

1. Levy E. 2015. Insights from human congenital disorders of intestinal lipid metabolism. J. 

Lipid Res. 56: 945–962.  

2. Mansbach C. M. II, and Siddiqi S.. 2016. Control of chylomicron export from the 

intestine. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 310: G659–G668.  

3. Kumar N. S., and Mansbach C. M. II. 1999. Prechylomicron transport vesicle: isolation and 

partial characterization. Am. J. Physiol. 276: G378–G386.  

4. Mansbach C. M., and Siddiqi S. A.. 2010. The biogenesis of chylomicrons. Annu. Rev. 

Physiol. 72: 315–333.  

5. Siddiqi S., Saleem U., Abumrad N. A., Davidson N. O., Storch J., Siddiqi S. A., and Mansbach 

C. M. II. 2010. A novel multiprotein complex is required to generate the prechylomicron transport 

vesicle from intestinal ER. J. Lipid Res. 51: 1918–1928. 

6. Jones B., Jones E. L., Bonney S. A., Patel H. N., Mensenkamp A. R., Eichenbaum-Voline S., 

Rudling M., Myrdal U., Annesi G., Naik S., et al. . 2003. Mutations in a Sar1 GTPase of COPII vesicles 

are associated with lipid absorption disorders. Nat. Genet. 34: 29–31.  

7. Peretti N., Sassolas A., Roy C. C., Deslandres C., Charcosset M., Castagnetti J., Pugnet-

Chardon L., Moulin P., Labarge S., Bouthillier L., et al. . 2010. Guidelines for the diagnosis and 

management of chylomicron retention disease based on a review of the literature and the 

experience of two centers. Orphanet J. Rare Dis. 5: 24.  

8. Bouma M. E., Infante R., Jos J.,  and Schmitz J.. 1988. Chylomicron retention 

disease. Gastroenterology. 94: 554–556.  

9. Levic D. S., Minkel J. R., Wang W. D., Rybski W. M., Melville D. B., and Knapik E. W.. 

2015. Animal model of Sar1b deficiency presents lipid absorption deficits similar to Anderson 

disease. J. Mol. Med. (Berl.). 93: 165–176.  



422 

10. Magnolo L., Najah M., Fancello T., Di Leo E., Pinotti E., Brini I., Gueddiche N. M., Calandra 

S., Slimene N. M., and Tarugi P.. 2013. Novel mutations in SAR1B and MTTP genes in Tunisian 

children with chylomicron retention disease and abetalipoproteinemia. Gene. 512: 28–34.  

11. Treepongkaruna S., Chongviriyaphan N., Suthutvoravut U., Charoenpipop D., Choubtum 

L., and Wattanasirichaigoon D.. 2009. Novel missense mutations of SAR1B gene in an infant with 

chylomicron retention disease. J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 48: 370–373.  

12. Hussain M. M. 2014. Intestinal lipid absorption and lipoprotein formation. Curr. Opin. 

Lipidol. 25: 200–206.  

13. Sané A. T., Seidman E., Peretti N., Kleme M. L., Delvin E., Deslandres C., Garofalo C., Spahis 

S., and Levy E.. 2017. Understanding chylomicron retention disease through Sar1b Gtpase gene 

disruption: insight from cell culture. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 37: 2243–2251.  

14. Charcosset M., Sassolas A., Peretti N., Roy C. C., Deslandres C., Sinnett D., Levy E., and 

Lachaux A.. 2008. Anderson or chylomicron retention disease: molecular impact of five mutations 

in the SAR1B gene on the structure and the functionality of Sar1b protein. Mol. Genet. Metab. 93: 

74–84.  

15. Sané A., Seidman E., Spahis S., Lamantia V., Garofalo C., Montoudis A., Marcil V., and Levy 

E.. 2015. New insights in intestinal Sar1B GTPase regulation and role in cholesterol homeostasis. J. 

Cell. Biochem. 116: 2270–2282.  

16. Kleme M. L., Sané A. T., Garofalo C., and Levy E.. 2016. Targeted CFTR gene disruption with 

zinc-finger nucleases in human intestinal epithelial cells induces oxidative stress and 

inflammation. Int. J. Biochem. Cell Biol. 74: 84–94.  

17. Benson K., Cramer S., and Galla H. J.. 2013. Impedance-based cell monitoring: barrier 

properties and beyond. Fluids Barriers CNS. 10: 5.  



 

 

423 

18. Levy E., Marcel Y., Deckelbaum R. J., Milne R., Lepage G., Seidman E., Bendayan M., and 

Roy C. C.. 1987. Intestinal apoB synthesis, lipids, and lipoproteins in chylomicron retention 

disease. J. Lipid Res. 28: 1263–1274.  

19. Roy C. C., Levy E., Green P. H., Sniderman A., Letarte J., Buts J. P., Orquin J., Brochu P., 

Weber A. M., Morin C. L., et al. . 1987. Malabsorption, hypocholesterolemia, and fat-filled 

enterocytes with increased intestinal apoprotein B. Chylomicron retention 

disease. Gastroenterology. 92: 390–399.  

20. Fryer L. G., Jones B., Duncan E. J., Hutchison C. E., Ozkan T., Williams P. A., Alder O., 

Nieuwdorp M., Townley A. K., Mensenkamp A. R., et al. . 2014. The endoplasmic reticulum coat 

protein II transport machinery coordinates cellular lipid secretion and cholesterol biosynthesis. J. 

Biol. Chem. 289: 4244–4261. 

21. Huang M., and Wang Y.. 2019. Targeted quantitative proteomic approach for probing 

altered protein expression of small GTPases associated with colorectal cancer metastasis. Anal. 

Chem. 91: 6233–6241.  

22. Marcil V., Delvin E., Seidman E., Poitras L., Zoltowska M., Garofalo C., and Levy E.. 

2002. Modulation of lipid synthesis, apolipoprotein biogenesis, and lipoprotein assembly by 

butyrate. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 283: G340–G346.  

23. Bernotti S., Seidman E., Sinnett D., Brunet S., Dionne S., Delvin E., and Levy E.. 

2003. Inflammatory reaction without endogenous antioxidant response in Caco-2 cells exposed 

to iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 285: 

G898–G906.  

24. Sané A. T., Sinnett D., Delvin E., Bendayan M., Marcil V., Menard D., Beaulieu J. F., and 

Levy E.. 2006. Localization and role of NPC1L1 in cholesterol absorption in human intestine. J. 

Lipid Res. 47: 2112–2120.  



424 

25. Grenier E., Maupas F. S., Beaulieu J. F., Seidman E., Delvin E., Sané A., Tremblay E., Garofalo 

C., and Levy E.. 2007. Effect of retinoic acid on cell proliferation and differentiation as well as on 

lipid synthesis, lipoprotein secretion, and apolipoprotein biogenesis. Am. J. Physiol. Gastrointest. 

Liver Physiol. 293: G1178–G1189.  

26. Leblond F., Seidah N. G., Précourt L. P., Delvin E., Dominguez M., and Levy E.. 

2009. Regulation of the proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 in intestinal epithelial 

cells. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 296: G805–G815. 

27. Levy E., Menard D., Delvin E., Montoudis A., Beaulieu J. F., Mailhot G., Dube N., Sinnett D., 

Seidman E., and Bendayan M.. 2009. Localization, function and regulation of the two intestinal 

fatty acid-binding protein types. Histochem. Cell Biol. 132: 351–367.  

28. Taha R., Seidman E., Mailhot G., Boudreau F., Gendron F. P., Beaulieu J. F., Menard D., 

Delvin E., Amre D., and Levy E.. 2010. Oxidative stress and mitochondrial functions in the 

intestinal Caco-2/15 cell line. PLoS One. 5: e11817.  

29. Marcil V., Seidman E., Sinnett D., Boudreau F., Gendron F. P., Beaulieu J. F., Menard D., 

Precourt L. P., Amre D., and Levy E.. 2010. Modification in oxidative stress, inflammation, and 

lipoprotein assembly in response to hepatocyte nuclear factor 4alpha knockdown in intestinal 

epithelial cells. J. Biol. Chem. 285: 40448–40460.  

30. Levy E., Harmel E., Laville M., Sanchez R., Emonnot L., Sinnett D., Ziv E., Delvin E., Couture 

P., Marcil V., et al. . 2011. Expression of Sar1b enhances chylomicron assembly and key 

components of the coat protein complex II system driving vesicle budding. Arterioscler. Thromb. 

Vasc. Biol. 31: 2692–2699.  

31. Cammisotto P. G., Bendayan M., and Levy E.. 2012. Regulation of leptin receptor 

expression in human polarized Caco-2/15 cells. Endocr. Metab. Immune Disord. Drug Targets. 12: 

57–70.  



 

 

425 

32. Précourt L. P., Marcil V., Ntimbane T., Taha R., Lavoie J. C., Delvin E., Seidman E. G., 

Beaulieu J. F., and Levy E.. 2012. Antioxidative properties of paraoxonase 2 in intestinal epithelial 

cells. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 303: G623–G634.  

33. Grenier E., Garofalo C., Delvin E., and Levy E.. 2012. Modulatory role of PYY in transport 

and metabolism of cholesterol in intestinal epithelial cells. PLoS One. 7: e40992. 

34. Levy E., Ben Djoudi Ouadda A., Spahis S., Sané A. T., Garofalo C., Grenier E., Emonnot L., 

Yara S., Couture P., Beaulieu J. F., et al. . 2013. PCSK9 plays a significant role in cholesterol 

homeostasis and lipid transport in intestinal epithelial cells. Atherosclerosis. 227: 297–306.  

35. Yara S., Lavoie J. C., Beaulieu J. F., Delvin E., Amre D., Marcil V., Seidman E., and Levy E.. 

2013. Iron-ascorbate-mediated lipid peroxidation causes epigenetic changes in the antioxidant 

defense in intestinal epithelial cells: impact on inflammation. PLoS One. 8: e63456.  

36. Grenier E., Mailhot G., Dion D., Ravid Z., Spahis S., Bendayan M., and Levy E.. 2013. Role 

of the apical and basolateral domains of the enterocyte in the regulation of cholesterol transport 

by a high glucose concentration. Biochem. Cell Biol. 91: 476–486.  

37. Harmel E., Grenier E., Bendjoudi Ouadda A., El Chebly M., Ziv E., Beaulieu J. F., Sané A., 

Spahis S., Laville M., and Levy E.. 2014. AMPK in the small intestine in normal and 

pathophysiological conditions. Endocrinology. 155: 873–888.  

38. Kleme M. L., Sané A., Garofalo C., Seidman E., Brochiero E., Berthiaume Y., and Levy E.. 

2018. CFTR deletion confers mitochondrial dysfunction and disrupts lipid homeostasis in 

intestinal epithelial cells. Nutrients. 10: E836.  

39. Courtois F., Suc I., Garofalo C., Ledoux M., Seidman E., and Levy E.. 2000. Iron-ascorbate 

alters the efficiency of Caco-2 cells to assemble and secrete lipoproteins. Am. J. Physiol. 

Gastrointest. Liver Physiol. 279: G12–G19.  



426 

40. Zhang J. H., Ge L., Qi W., Zhang L., Miao H. H., Li B. L., Yang M., and Song B. L.. 2011. The 

N-terminal domain of NPC1L1 protein binds cholesterol and plays essential roles in cholesterol 

uptake. J. Biol. Chem. 286: 25088–25097.  

41. Yamanashi Y., Takada T., and Suzuki H.. 2007. Niemann-Pick C1-like 1 overexpression 

facilitates ezetimibe-sensitive cholesterol and beta-sitosterol uptake in CaCo-2 cells. J. 

Pharmacol. Exp. Ther. 320: 559–564. 

42. Vidal R., Hernandez-Vallejo S., Pauquai T., Texier O., Rousset M., Chambaz J., Demignot S., 

and Lacorte J. M.. 2005. Apple procyanidins decrease cholesterol esterification and lipoprotein 

secretion in Caco-2/TC7 enterocytes. J. Lipid Res. 46: 258–268.  

43. Field F. J., Watt K., and Mathur S. N.. 2007. Ezetimibe interferes with cholesterol trafficking 

from the plasma membrane to the endoplasmic reticulum in CaCo-2 cells. J. Lipid Res. 48: 1735–

1745.  

44. Feng D., Ohlsson L., and Duan R. D.. 2010. Curcumin inhibits cholesterol uptake in Caco-2 

cells by down-regulation of NPC1L1 expression. Lipids Health Dis. 9: 40.  

45. Charradi K., Elkahoui S., Karkouch I., Limam F., Ben Hassine F., El May M. V., and Aouani 

E.. 2014. Protective effect of grape seed and skin extract against high-fat diet-induced liver 

steatosis and zinc depletion in rat. Dig. Dis. Sci. 59: 1768–1778.  

46. Palmieri V. O., Grattagliano I., Portincasa P., and Palasciano G.. 2006. Systemic oxidative 

alterations are associated with visceral adiposity and liver steatosis in patients with metabolic 

syndrome. J. Nutr. 136: 3022–3026.  

47. Wada T., Ichihashi Y., Suzuki E., Kosuge Y., Ishige K., Uchiyama T., Makishima M., Nakao R., 

Oishi K., and Shimba S.. 2018. Deletion of Bmal1 prevents diet-induced ectopic fat accumulation 

by controlling oxidative capacity in the skeletal muscle. Int. J. Mol. Sci. 19: E2813.  



 

 

427 

48. Vidyashankar S., Sandeep Varma R., and Patki P. S.. 2013. Quercetin ameliorate insulin 

resistance and up-regulates cellular antioxidants during oleic acid induced hepatic steatosis in 

HepG2 cells. Toxicol. In Vitro. 27: 945–953.  

49. Malaguarnera M., Di Rosa M., Nicoletti F., and Malaguarnera L.. 2009. Molecular 

mechanisms involved in NAFLD progression. J. Mol. Med. (Berl.). 87: 679–695.  

50. Vitale G., Salvioli S., and Franceschi C.. 2013. Oxidative stress and the ageing endocrine 

system. Nat. Rev. Endocrinol. 9: 228–240.  

51. Kuai X. Y., Ji Z. Y., and Zhang H. J.. 2010. Mitochondrial uncoupling protein 2 expression in 

colon cancer and its clinical significance. World J. Gastroenterol. 16: 5773–5778. 

52. Zhang X., Li L., Prabhakaran K., Zhang L., Leavesley H. B., Borowitz J. L., and Isom G. E.. 

2007. Uncoupling protein-2 up-regulation and enhanced cyanide toxicity are mediated by 

PPARalpha activation and oxidative stress. Toxicol. Appl. Pharmacol. 223: 10–19. 

53. Nübel T., and Ricquier D.. 2006. Respiration under control of uncoupling proteins: clinical 

perspective. Horm. Res. 65: 300–310. 

54. Muoio D. M., Way J. M., Tanner C. J., Winegar D. A., Kliewer S. A., Houmard J. A., Kraus W. 

E., and Dohm G. L.. 2002. Peroxisome proliferator-activated receptor-alpha regulates fatty acid 

utilization in primary human skeletal muscle cells. Diabetes. 51: 901–909.  

55. Lin J., Wu H., Tarr P. T., Zhang C. Y., Wu Z., Boss O., Michael L. F., Puigserver P., Isotani E., 

Olson E. N., et al. . 2002. Transcriptional co-activator PGC-1 alpha drives the formation of slow-

twitch muscle fibres. Nature. 418: 797–801.  

56. Ben Djoudi Ouadda A., Levy E., Ziv E., Lalonde G., Sané A. T., Delvin E., and Elchebly M.. 

2009. Increased hepatic lipogenesis in insulin resistance and Type 2 diabetes is associated with 

AMPK signalling pathway up-regulation in Psammomys obesus. Biosci. Rep. 29: 283–292.  



428 

57. Fernández-Alvarez A., Alvarez M. S., Gonzalez R., Cucarella C., Muntane J., and Casado M.. 

2011. Human SREBP1c expression in liver is directly regulated by peroxisome proliferator-

activated receptor alpha (PPARalpha). J. Biol. Chem. 286: 21466–21477.  

58. Cherkaoui-Malki M., Meyer K., Cao W. Q., Latruffe N., Yeldandi A. V., Rao M. S., Bradfield 

C. A., and Reddy J. K.. 2001. Identification of novel peroxisome proliferator-activated receptor 

alpha (PPARalpha) target genes in mouse liver using cDNA microarray analysis. Gene Expr. 9: 291–

304.  

59. Reddy J. K., and Hashimoto T.. 2001. Peroxisomal beta-oxidation and peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha: an adaptive metabolic system. Annu. Rev. Nutr. 21: 193–

230.  

60. Reddy J. K. 2001. Nonalcoholic steatosis and steatohepatitis. III. Peroxisomal beta-

oxidation, PPAR alpha, and steatohepatitis. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 281: 

G1333–G1339.  

61. Singh R., Kaushik S., Wang Y., Xiang Y., Novak I., Komatsu M., Tanaka K., Cuervo A. M., and 

Czaja M. J.. 2009. Autophagy regulates lipid metabolism. Nature. 458: 1131–1135. 

62. Mardani I., Tomas Dalen K., Drevinge C., Miljanovic A., Stahlman M., Klevstig M., Scharin 

Tang M., Fogelstrand P., Levin M., Ekstrand M., et al. . 2019. Plin2-deficiency reduces lipophagy 

and results in increased lipid accumulation in the heart. Sci. Rep. 9: 6909. 

63. Chang B. H., Li L., Paul A., Taniguchi S., Nannegari V., Heird W. C., and Chan L.. 

2006. Protection against fatty liver but normal adipogenesis in mice lacking adipose 

differentiation-related protein. Mol. Cell. Biol. 26: 1063–1076.  

64. Kaushik S., and Cuervo A. M.. 2015. Degradation of lipid droplet-associated proteins by 

chaperone-mediated autophagy facilitates lipolysis. Nat. Cell Biol. 17: 759–770.  



 

 

429 

65. Xiong X., Bales E. S., Ir D., Robertson C. E., McManaman J. L., Frank D. N., and Parkinson J.. 

2017. Perilipin-2 modulates dietary fat-induced microbial global gene expression profiles in the 

mouse intestine. Microbiome. 5: 117.  

66. Werno M. W., Wilhelmi I., Kuropka B., Ebert F., Freund C., and Schurmann A.. 2018. The 

GTPase ARFRP1 affects lipid droplet protein composition and triglyceride release from 

intracellular storage of intestinal Caco-2 cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 506: 259–265.   



430 

5.3.2 FIGURES 

 

Figure 1. SAR1 knockout and integrity of genetically modified Caco-2/15 cells. Caco-2/15 

cells were genetically engineered as described in Methods to produce cells with knockout 

of Sar1a, Sar1b or both paralogs. To validate the ablation efficiency, we determined the gene (A) 

and protein (B) expressions by qRT-PCR and Western blot, respectively. . The genetic effect of 

manipulation on cell monolayer integrity of Caco-2/15 cells was assessed by determining (C) villin 

protein expression as a marker of cell differentiation, and (D) the transepithelial resistance (TER) 

as an index of cell permeability and tight junction constancy. Data are expressed as the mean ± 

SEM of two to three experiments in triplicates.  
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Figure 2 MDA levels and antioxidant response in SAR1-deleted cells. Differentiated Caco-

2/15 cells were pre-incubated overnight with 1 μmole oleate and treated with 0.25 μmole 

palmitate for 2h. Lipid peroxidation was evaluated by assessing (A) MDA content. Cells were also 

probed for (B) NR-F2 and (C) GPx protein expression by Western blot. Data are expressed as the 

mean ± SEM of at least two experiments in triplicates. *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001, 

****P<0.0001 vs. Controls; ##P<0.01 vs. SAR1A-/-; &P<0.05, &&P<0.01 vs. SAR1B-/-. 

 

Figure 3  Impact of SAR1 disruption on inflammatory markers. To rate the inflammation 

status, (A) gene expression and (B) protein mass of TNFα, (C) NF-kB p65 and (D) I-kB were assessed 
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by qRT-PCR and western blot, respectively. Then after, (E) the ratio NF-kB/I-kB was calculated. 

Data are expressed as the mean ± SEM of two to three experiments in triplicates. *P<0.05, ***P< 

0.001, ****P<0.0001 vs. Controls; #P<0.05, ###P<0.001 vs. SAR1A-/-; &P<0.05, &&P<0.01 vs. SAR1B-

/-. 

 

Figure 4  Effects of SAR1 depletion on production of 14CO2 and expression of major 

markers of FA β-oxidation. Cell suspensions of differentiated Caco-2/15 cells were incubated for 

2 hours with a reaction mixture containing 0.6 μCi/ml [14C(U)]-palmitate. (A) The amount of 14C in 

the paper disc CO2 fraction and in (B) the acid-soluble metabolites (ASM) fraction were measured 

by scintillation counting. Furthermore, (C) mRNA and protein levels of (D) CPT-1α, (E) ACADL, (F) 

PGC1α, (G) PPARα and (H) SREBP-1c were determined by Western blot. Data are expressed as the 

mean ± SEM of at least two experiments in triplicates. *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001, 

****P<0.0001 vs. Controls; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.0001 vs. SAR1A-/-; &P<0.05, 

&&&P<0.001 , &&&&P<0.0001 vs. SAR1B-/-. 
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Figure 5   Impact of SAR1 impairment on FA synthesis, lipogenesis biomarkers and 

perilipin-2, a regulatory factor for lipophagy. Differentiated Caco-2/15 cells were pre-cultured 

overnight with fatty acid substrate as described in Methods. Cellular [14C]- FFAs were resolved by 

TLC. The area corresponding to FFAs was then counted for radioactivity and results expressed as 

DPM per mg of  cell protein (A). Gene expression or protein content were evaluated for (B) ACC, 

(C) FAS, (D) AMPK, (E) UCP-2 and (F) PLIN2. Data are presented as averages ± SEM of at least two 

experiments in triplicates. *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001, ****P<0.0001 vs. Controls; #P<0.05, 

##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.0001 vs. SAR1A-/-; &P<0.05 vs. SAR1B-/-.  
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5.3.3 SUPPLEMENTARY DATA 

Table 1: List of all primers used for qPCR analysis 

Gene Forward Primer Reverse Primer 

SAR1A TTGGGCTTTATGGACAGACC TTGAGCACACTGCACATGAA 

SAR1B TGCAGGAAAAACAACATTGC GGTCAGTTCTTCGGAAGTGG 

TNFa GACAAGCCTGTAGCCCATGT TTATCTCTCAGCTCCACGCC 

CPT1a ATTATGCCATGGATCTGCTG AGCGGAGCAGAGTGGAATC 

ACC ACTTCGAGCACGCCAGGTTCT TTCCGCCCATCCGCTGACAA 

AMPKa GACAGCCGAGAAGCAGAAAC AGGATGCCTGAAAAGCTTGA 

FAS ATGGAGGAGGTGGTGATT TGGCTTCATAGGTGACTTC 

GAPDH AGAAGGCTGGGGCTCATT GGGCCATCCACAGTCTTCT 

 

Figure S1: Mitochondrial morphology. The 3D-cell intensities were measured from z-stacks with 

image J Software and z-projections. The average intensity was calculated as described in Method 

section. Data are presented as averages ± SEM of 10 cells/section. *P<0.05 vs. Controls. 
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