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Résumé 
Dans l’alimentation des pays industrialisés, l’apport en protéines est bien supérieur à l’apport 

nutritionnel conseillé (ANC). De plus, cet apport peut être encore supérieur lors de la 

consommation de régimes riches en protéines utilisés à des fins de perte de poids par des 

personnes obèses ou en surpoids. Cependant, les conséquences des régimes riches en protéines 

au niveau de l’écosystème du gros intestin sont encore très mal connues. Dans la première partie 

de cette thèse, nous avons étudié l’impact d’un régime hyperprotéique sur le microbiote, le contenu 

endoluminal du gros intestin et le métabolisme des colonocytes. Les rats ont consommé pendant 

15 jours soit un régime hyperprotéique (53% de protéines) soit un régime normoprotéique (14% de 

protéines). Nous avons observé que le régime hyperprotéique réduit la quantité des groupes 

bactériens majeurs comme Clostridium coccoides et Clostridium leptum, ainsi que 

Faecalibacterium prausnitzii dans le microbiote du gros intestin avec conjointement des 

modifications sur sa biodiversité. En même temps, les quantités des produits finaux de la 

fermentation des acides aminés par le microbiote, les acides gras à chaîne courte (AGCC) et les 

acides gras à chaîne branchée sont fortement augmentées. Cependant, l’expression des 

transporteurs des acides monocarboxyliques et l’oxydation du butyrate par les colonocytes ne sont 

pas modifiés en lien avec des modifications mineures des concentrations en AGCC dues à une 

augmentation des contenus du gros intestin après l’ingestion du régime hyperprotéique. Il en 

résulte une augmentation de l’excrétion des AGCC dans les fèces. Ces phénomènes permettraient 

une homéostasie du métabolisme du butyrate dans les colonocytes, en lien avec le rôle crucial de 

cet AGCC sur l’épithélium du côlon. 

Dans la deuxième partie de cette thèse, nous avons testé l’effet d’un mélange d’acides aminés 

(Thr, Met et Glu) sur la cicatrisation de la muqueuse colique après une colite induite par le DSS 

(dextran sodium sulfate) ; un modèle d’étude des maladies inflammatoires intestinales souvent 

utilisé. Une optimisation de la cicatrisation de la muqueuse intestinale émerge comme une cible 

thérapeutique, dans la prise en charge de ces maladies. La colite a été induite chez le rat avec 5% 

(w/v) de DSS pendant 6 jours, puis, à l’arrêt du traitement DSS, les animaux ont soit reçu le 

mélange d’acides aminé soit l’Ala comme témoin iso-azoté, pendant 3, 7 et 10 jours. Nous avons 

observé que 10 jours de complément en mélange d’acides aminés améliorent la cicatrisation post-

colite, avec des modifications sur le taux de synthèse protéique dans la muqueuse colique, sans 

toutefois modifier la résolution de l’inflammation. Nos résultats suggèrent que l’utilisation des 

mélanges d’acides aminés améliore la cicatrisation de la muqueuse colique après colite chimio-

induite. 

Mots clé : régime riche en protéines, microbiote, acides gras à chaîne courte, métabolisme des 

colonocytes, colite, cicatrisation de la muqueuse intestinale. 
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Summary 
In industrialized countries, protein intake is largely higher than the recommended dietary allowance 

(RDA). Furthermore, high protein diets are used for their slimming effect by obese or overweight 

people. However, little is known regarding to the consequences of a high protein diet on the large 

intestinal ecosystem. We thus study the influence of a high protein diet on the microbiota, on the 

endoluminal composition of the large intestine and on the butyrate metabolism by isolated 

colonocytes. Rats received during 15 days either a high protein diet (53% of proteins) or a normo 

protein diet (14% of proteins). We observed that the quantity of major bacterial groups Clostridium 

coccoides and Clostridium leptum, but also Faecalibacterium prausnitzii was reduced in the microbiota 

of the large intestine together with modifications of its biodiversity. In the same time, the quantities of 

short-chain fatty acids (SCFA) and branched-chain fatty acids, final products of bacterial fermentation 

of amino acids, were increased. However, the expression of monocarboxylic acid transporters and 

butyrate oxidation in colonocytes remained unchanged, in association with minor changes of the 

SCFA concentrations due to marked increase of the weight of the large intestine content. We then 

observed an increase in the amount of SCFA in the feces. These phenomena would allow 

homeostatic metabolism of butyrate in colonocytes, in relationship with its crucial role on the colonic 

epithelium  

In the second part of this thesis, we have tested the effects of a mixture of amino acids (Thr, Met and 

Glu) on the colonic mucosa healing after colitis induced by DSS (dextran sodium sulphate); a model to 

study intestinal inflammatory bowel diseases largely used. Optimization of intestinal mucosa healing is 

more and more considered as a therapeutic goal. Colitis was induced in rats by 5% (w/v) DSS during 6 

days, then at the end of the treatment with DSS, animals received either the amino acid mixture or Ala 

as iso-nitrogenous control, during 3, 7 or 10 days. We observed that 10 days amino acid mixture 

supplementation was able to improve the colonic mucosal healing, with modification of the protein 

synthesis rate, without however changes in the resolution of inflammation. Our results suggest that the 

supplementation with the amino acid mixture improve the mucosal healing after experimental colitis. 

Key words : high protein diet, microbiota, short-chain fatty acids, colonocyte metabolism, colitis, 

intestinal mucosal healing. 
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1 Protéines dans l’alimentation 

1.1 Protéine : macronutriment 

Les protéines constituent, avec les glucides et les lipides, une des trois grandes familles de 

macronutriments. Les protéines sont constituées d’atomes de carbone, d’hydrogène, d’oxygène, 

d’azote et de soufre pour certains d’entre eux, sous formes de chaînes d’acides aminés, unités de 

base des protéines, qui sont reliés entre eux par des liaisons peptidiques. Il existe 20 acides aminés 

qui peuvent être utilisés par l’organisme pour la synthèse des protéines, dont 9 sont indispensables 

(Tableau 1), c’est-à-dire que l’organisme n’est pas capable de les synthétiser ou en quantité 

insuffisante pour satisfaire ses besoins. Certains acides aminés sont conditionnellement 

indispensables en fonction des conditions pathologiques ou physiologiques spécifiques car leur taux 

de synthèse peut être limité par divers facteurs (Reeds et al., 2000; Reeds, 2000). Par exemple, 

l’arginine est un acide aminé indispensable chez les mammifères seulement en phase de 

développement précoce. 

Tableau 1. Les 20 acides aminés classés selon Reeds et al. (2000) 

Indispensables 
Conditionnellement 

indispensables 
Non indispensables 

Lysine (Lys) Cystéine (Cys) Aspartate (Asp) 

Phénylalanine (Phe) Tyrosine (Tyr) Asparagine (Asp) 

Méthionine (Met) Glycine (Gly) Glutamate (Glu) 

Histidine (His) Arginine (Arg) Alanine (Ala) 

Valine (Val) Glutamine (Gln) Sérine (Ser) 

Isoleucine (Ile) Proline (Pro)  

Leucine (Leu)   

Thréonine (Thr)   

Tryptophane (Try)   

 

1.2 La consommation des protéines en France 

La recommandation par l’Organisation Mondiale de la Santé en consommation de protéines est de 

132 mg d’azote/kg/j, soit 0,83 g/kg/j de protéines (Rand et al., 2003). L’agence nationale de sécurité 

sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail (ANSES) a établi l’apport nutritionnel 

conseillé (ANC) en protéines pour la population française à 0,83 g/kg/j chez les adultes en bonne 

santé. Cependant, la consommation en protéines actuelle française est bien supérieure puisqu’elle 

représente environ 1,5 à 2 fois la valeur de l’ANC. 
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La ration calorique journalière recommandée par l’ANSES est de 15 % en protéines (avec 50 % en 

glucides et 35 % en lipides). Selon les résultats de l’étude INCA2 (Etude individuelle Nationale sur les 

Consommations Alimentaires 2006-2007), l’apport en protéines chez les français adultes représente 

en moyenne 17% de l’apport énergétique (44% de glucides et 39% de lipides). Chez les femmes, cet 

apport énergétique représente 74 g de protéines par jour et chez les hommes, 100 g de protéines par 

jour. Pour un homme ayant un poids corporel de 80 kg, son ANC est de 66,4 g de protéines par jour. 

La consommation moyenne de 100g de protéines par jour est donc 1,5 fois plus élevée que l’ANC. 

Les régimes hyperprotéiques sont aujourd’hui largement utilisés pour des finalités amaigrissantes non 

seulement chez les personnes en surpoids ou obèses (Indice de masse corporelle, IMC ≥ 25), mais 

aussi chez les gens ayant un IMC normal ou proche de la normale (18,5 < IMC < 24,9) et voulant 

perdre quelques kilos. Dans le cas d’un régime hyperprotéique, l’apport en protéines peut être doublé 

voire triplé par rapport à la valeur de l’ANC. 

Aux 100 g de protéines ingérées par jour, s’ajoutent les protéines endogènes (sécrétions salivaire et 

gastro-intestinale), 6 – 18 g passent la jonction iléo-caecale et arrivent dans le gros intestin. 

1.3 Les rôles des acides aminés au niveau de l’intestin 

En plus de leur fonction de précurseur pour la synthèse protéique au niveau intestinal, plusieurs 

acides aminés sont des précurseurs pour la synthèse de composés impliqués dans les fonctions 

physiologique et métabolique de l’intestin (Tableau 2) : 

Tableau 2. Fonctions des acides aminés dans l’intestin en condition physiologique (Reeds, 
2000) 

Fonctions Produits Précurseurs 

Génération d’énergie ATP Glu, Asp, Gln 

Prolifération Acides nucléiques Gln, Gly, Asp 

Protection 

Glutathion Cys, Glu, Gly 

Oxyde nitrique Arg 

Mucines Thr, Cys, Ser, Pro 

 

1.4 Dégradation et absorption des protéines 

Les protéines exogènes et endogènes vont subir une série complexe de transformations réalisées par 

les protéases gastrique (pepsine) et pancréatique dans un premier temps. Les produits issus de cette 

dégradation sont essentiellement des peptides de grande taille, qui vont être ensuite dégradés par les 

peptidases présentes sur la membrane en bordure en brosse de l’épithélium intestinal en 
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oligopeptides dont les di-et tripeptides et en acides aminés avant d’être absorbés à travers les 

entérocytes absorbants. L’analyse du contenu luminal après l’ingestion des protéines chez l’homme 

montre que les acides aminés sont présents plutôt sous forme de peptides que sous forme libres. Les 

peptides représentent jusqu’à 80% des acides aminés totaux dans la lumière intestinale et sont 

composés majoritairement de 2 à 6 acides aminés. 

Même si la dégradation des protéines est initiée au niveau de l’estomac, l’absorption des acides 

aminés, des dipeptides et tripeptides est réalisée essentiellement au niveau de l’intestin grêle par des 

systèmes de transports actifs ou passifs présents sur la membrane de la bordure en brosse des 

entérocytes. Il a été rapporté que les colonocytes auraient également la capacité d’absorber les 

acides aminés et les di-, tripeptides, mais à un niveau bien moindre que celui observé dans les 

entérocytes (Calonge et al., 1990; James and Smith, 1976; Robinson et al., 1973; Sepulveda and 

Smith, 1979). Cependant, il est généralement admis que les acides aminés ne sont pas absorbés 

dans le gros intestin sauf dans la période néonatale (Darragh et al., 1994).  

Il est à souligner qu’une partie non négligeable de protéines et peptides (12 – 18 g) ayant échappé à 

la digestion et à l’absorption dans l’intestin grêle est transférée via la jonction iléo-caecale dans le gros 

intestin. S’y ajoutent des protéines endogènes (sécrétions pancréatiques, mucus, entérocytes 

desquamés etc.). Il a été rapporté que la perte d’ azote alimentaire est de l’ordre de 10% (Bos et al., 

2005). 

Les protéines et peptides non digérés ou non totalement digérés sont transférés dans le gros intestin, 

et vont être métabolisés par les bactéries du microbiote  intestinal. Cet aspect sera détaillé dans le 

chapitre 3.2. 
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Messages clé: 

ü Les protéines font partie des macronutriments et sont composées d’acides 

aminés indispensables ou non. 

ü La dégradation des protéines est initiée dans l’estomac et le site majeur 

d’absorption est l’intestin grêle. 

ü La consommation de protéines, par rapport aux apports nutritionnels 

conseillés, est très importante dans un régime de type occidental et encore 

plus en cas de régime hyperprotéique. 

ü Une partie des protéines et peptides, notamment lorsque la consommation 

de protéines est importante, peuvent échapper à la digestion et passer la 

jonction iléo-caecale vers le gros intestin, où elle sera fermentée par le 

microbiote intestinal (voire chapitre 3). 
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2 Physiologie du gros intestin 

Les résidus alimentaires et les composés endogènes non absorbés et non digérés dans l’intestin grêle 

sont transférés dans le gros intestin par l’activité péristaltique intestinale via la jonction iléo-caecale. 

Le rôle physiologique principal du gros intestin est de transformer les contenus liquides ou semi-

liquides de l’intestin grêle en résidus plus déshydratés en réabsorbant l’eau et les électrolytes. Pour 

assurer cette fonction, plusieurs types de cellules sont présents au niveau de l’épithélium du gros 

intestin. 

2.1 Structure du gros intestin 

2.1.1 Structure au plan longitudinal 

Le gros intestin est la partie distale du tractus gastro-intestinal. Il commence à la fin de l’ileum et se 

termine à l’anus. Chez l’homme, le gros intestin comprend les segments suivants : le caecum, le côlon 

ascendant, le côlon transverse, le côlon descendant, le côlon sigmoïde et le rectum. Le caecum est le 

premier segment du gros intestin qui fait suite à l’ileum. Sa taille est relativement petite chez l’homme, 

alors que certains animaux, comme le rat, la taille du caecum est plus importante. 

2.1.2 Structure au plan transversal 

Du point de vue microscopique, le gros intestin est un tube constitué de plusieurs tuniques (Figure 1A 

et B). Le centre de ce tube est la lumière intestinale où se trouvent le bol alimentaire et le microbiote. 

On trouve ensuite 5 tuniques formant la structure du gros intestin (DANIELS, 1979) : 

La muqueuse 
Elle est constituée de cryptes tubuleuses (glandes de Lieberkühn), droites et serrées qui comprend 2 

types de cellules : des colonocytes et de nombreuses cellules caliciformes à mucus. Le tissu 

conjonctif de soutien remplissant les espaces entre les cryptes est le chorion (lamina propria), contient 

beaucoup de cellules, en particulier des cellules lymphatiques, et de nombreux vaisseaux sanguins et 

lymphatiques. Les nodules lymphatiques peuvent y être présents et s’étendent jusqu’à la sous-

muqueuse.  

La musculaire-muqueuse (muscularis mucosae)  
C’est une couche de tissu musculaire lisse où les parties inférieures des cryptes reposent directement 

sur cette couche. Elle est responsable des mouvements locaux et des replis de la muqueuse. 

La sous-muqueuse  
Elle est composée de tissus conjonctifs et soutient la muqueuse. Elle contient de gros vaisseaux 

sanguins, lymphatiques et des nerfs.  
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Figure 1. La structure histologique de la muqueuse colique. 

 

 

Selon Paillusson, S., et al. Rev Med Interne 2012 ;33(6): 335-338. 

 

 

 

A 

B 



 

19 

La musculeuse (muscularis externa) 
Elle est constituée de muscles lisses qui comprennent 2 couches musculaires, circulaire interne et 

longitudinale externe et assurer l’activité péristaltique du gros intestin. 

La tunique externe (l’adventice ou la séreuse) 
C’est un tissu conjonctif qui enveloppe le gros intestin et qui est le tissu de soutien des gros vaisseaux 

et des nerfs. 

 

2.2 Epithélium colique  

L’épithélium colique est un tissu en renouvellement constant et rapide (tous les 3 à 5 jours chez 

l’homme), Les cellules souches pluripotentes sont responsables du renouvellement de l’épithélium 

colique et sont localisées au fond des cryptes. Elles subissent des mitoses asymétriques. Une des 

deux cellules filles conserve ses propriétés de cellules souches alors que la deuxième migre le long 

de l’axe vers le sommet des cryptes puis vers l’épithélium de surface. C’est au cours de cette 

migration qu’elle acquiert ses caractéristiques structurales et fonctionnelles, et se différencient en 3 

grands phénotypes cellulaires : les colonocytes absorbants, les cellules entéroendocrines et les 

cellules caliciformes à mucus (Figure 2A et B). Une fois leur différenciation achevée, les cellules 

meurent par apoptose et sont extrudées dans la lumière colique (Hall et al., 1994). Le processus de 

prolifération, différenciation et d’apoptose doivent être très finement régulée afin de maintenir les 

populations cellulaires et préserver l’homéostasie cellulaire cryptique. 

2.2.1 Colonocytes 

Les colonocytes sont les cellules épithéliales coliques, issues de la lignée non sécrétoire des cellules 

souches, dont la fonction est de réabsorber l’eau, les électrolytes et d’autres composés, comme les 

vitamines liposolubles et les acides gras à chaîne courte dérivés des bactéries. Ils ont aussi un rôle 

important de barrière sélective de protection vis-à-vis de composés et de bactéries présents dans la 

lumière colique. 

Les colonocytes constituent l’épithélium de surface en haut des cryptes. Ce sont des cellules 

différenciées et polarisées. La polarité se traduit par 2 domaines distincts de la membrane plasmique : 

apicale et basolatérale. Le domaine apical est celui qui est en contact avec la lumière colique et 

présente des microvillosités (plateau strié) du côté luminal. La surface apicale contient la plupart des 

protéines liées à la fonction spécifique de l’épithélium colique, c'est-à-dire la réabsorption d’eau, 

d’électrolytes et d’autres composés. Le domaine basolatéral contient des protéines liées au passage 

de composés du colonocytes vers le système capillaire veineux.  
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Figure 2. Les cellules de l’épithélium colique. 

 

 

Selon Abreu, M.T. Nat Rev Immunol. 2010 Feb;10(2):131-44.  

 

Selon McDonald, S.A. et al. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol. 2006 May;3(5):267-74. 
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2.2.2 Cellules entéroendocrines  

Les cellules entéroendocrines sont issues de la lignée sécrétoire des cellules souches et sont plus 

rares dans le colon (environ 1% des cellules épithéliales) que dans l’intestin grêle (May and Kaestner, 

2010). Constituées d’une population hétérogène de types cellulaires, elles sont classées selon la 

composition de leur granules de sécrétion concentrés du côté basolatéral Il existe au moins 10 sous-

types de cellules entéroendocrines dans l’épithélium intestinal (Rindi et al., 2004). Les lignées 

cellulaires prédominantes dans le gros intestin sont les cellules productrices de PYY, GLP-1, GLP-2 et 

neurotensin (PYY : PP-like peptide with N-terminal tyrosine amide ; PP : pancreatic polypeptide ; 

GLP : glucagon-like peptide) (Schonhoff et al., 2004). Les hormones sécrétées ont pour rôle principal 

de contrôler les fonctions physiologiques et homéostatiques, en particulier les sécrétions exocrines 

postprandiales et la motilité (Moran et al., 2008). 

2.2.3 Cellules caliciformes à mucus 

Les cellules caliciformes sont aussi issues de la lignée sécrétoire des cellules souches. Elles sont plus 

abondantes dans les cryptes que sur l’épithélium de surface. D’un point de vue plus global, elles sont 

d’autant plus nombreuses quand on se rapproche du rectum : 4% des cellules épithéliales au niveau 

du duodénum et 16% au niveau du côlon distal. Elles concentrent leurs granules de sécrétion du côté 

apical, leur permettant ainsi une libération continue de mucus (Kim and Ho, 2010). Cette couche de 

mucus protège l’épithélium colique du milieu extérieur et des agressions physico-chimiques, et facilite 

le passage du contenu luminal de plus en plus déshydraté.  

Mucus 
La couche de gel de mucus est un composant structural et intégral de l’intestin. Elle a un rôle de 

protection, de lubrification et de transport entre le contenu luminal et les cellules épithéliales 

intestinales. Cette couche de mucus est formée de 2 sous-couches distinctes: une intérieure attachée 

à la surface épithéliale apicale et une qui est considérée comme faiblement associée à la surface 

épithéliale (Deplancke and Gaskins, 2001). Les composantes majeures de la couche de mucus sont 

les mucines. Ce sont des glycoprotéines avec un squelette de protéines hautement polymérisées et 

des chaînes latérales d’oligosaccharides (Kim and Ho, 2010). Les mucines sécrétoires sont produites 

au niveau de la surface apicale des cellules caliciformes par 2 processus distincts : la sécrétion 

constitutive (faible sécrétion en continue dépendant du mouvement cytosquelettique des granules 

sécrétoires) ou la sécrétion stimulée/régulée, en réponse à des stimuli extérieurs, tels que les 

hormones/neuropeptides, les micro-organismes, les produits microbiens et les cytokines 

inflammatoires (Kim and Ho, 2010).  

Mucines 
Les mucines sont classées en 2 sous-types selon la composition de la chaîne oligosaccharidique: 

neutre ou acide. La chaîne d’oligosaccharides des mucines acides se termine par l’acide sialique ou 

des groupements sulfates, ce qui leur donne une nature anionique avec un pH neutre. Les mucines 

acides sont prédominantes dans le gros intestin. (Deplancke and Gaskins, 2001). 
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Actuellement, 20 gènes différents codant les mucines ont été identifiés chez l’homme, de MUC1 à 

MUC20. Toutes les mucines ne sont pas présentes dans le gros intestin. En fonction de leurs 

caractéristiques structurales et physiologiques, les mucines peuvent être classées en 2 classes : 

sécrétoires ou membranaires. (Kim and Ho, 2010).  Dans le gros intestin, MUC2 est la mucine 

sécrétoire majeure synthétisée et sécrétée par les cellules caliciformes (Tytgat et al., 1994). Les 

mucines membranaires sont exprimées non seulement par les cellules caliciformes mais aussi par les 

colonocytes. La mucine membranaire MUC3 est abondamment exprimée dans l’intestin grêle et a été 

détectée chez les colonocytes (Audie et al., 1993). 

L’analyse structurale de la mucine sécrétoire majeure MUC2 montre qu’elle possède des régions 

centrales répétées riches en proline, thréonine et sérine, nommées domaine PTS. Les mucines 

sécrétoires possèdent aussi des régions riches en cystéine du côté du C-Terminal, ce qui permet à 

ces mucines de former des réseaux de polymères complexes dont la texture ressemble à un gel. 

(Andrianifahanana et al., 2006) 

Des facteurs bioactifs, incluant microorganismes, produits bactériens, hormones/neuropeptides et des 

facteurs de croissance ont été identifiés comme facteurs de régulation positive ou négative de la 

transcription de MUC2 (Andrianifahanana et al., 2006; Thai et al., 2008). La cytokine pro-

inflammatoire, TNF-α, régule son expression positivement via l’activation de NF-κB (Kim and Ho, 

2010). 

2.3 Métabolismes des acides aminés dans les colonocytes 

Le métabolisme des acides aminés a été beaucoup plus étudié dans les entérocytes de l’intestin grêle 

que dans les colonocytes du gros intestin. Néanmoins il a été établi que le métabolisme des acides 

aminés n’est pas très différent dans les colonocytes par rapport aux entérocytes. La différence 

majeure entre les entre les deux phénotypes cellulaires est reliée au pôle d’entrée des acides aminés 

dans les cellules épithéliales intestinales. Ainsi, dans les colonocytes, les acides aminés sont apportés 

par la voie sanguine artérielle alors que dans le cas des entérocytes, les pôles d’entrée sont le pôle 

apical (lumière vers entérocyte) et le pôle basolatéral (sang vers entérocyte). 

Glutamate et glutamine  
Comme dans les entérocytes, le glutamate et la glutamine sont largement métabolisés dans les 

colonocytes. Le glutamate peut rentrer dans le pool intracellulaire des acides aminés libres, ou être 

utilisé par ces cellules soit comme précurseur pour la synthèse des protéines soit comme substrat 

oxydatif pour produire de l’énergie. En effet, bien que le tractus gastro-intestinal ne représente environ 

que 5% du poids corporel, il consomme 20% de l’oxygène du corps entier (Vaugelade et al., 1994). Au 

niveau du gros intestin, le besoin en énergie est attribué en partie au renouvellement rapide de  

l’épithélium qui s’accompagne d’une intense activité anabolique. 

Le métabolisme du glutamate dans les entérocytes et les colonocytes est similaire (Figure 3A). Tout 

d’abord, le glutamate est transaminé soit en présence d’oxaloacétate, soit en présence de pyruvate et 
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Figure 3. Les voies de métabolismes du glutamate (A) et de l’arginine (B) dans les entérocytes 
et les colonocytes. 

 

 

 

NOS : nitric oxyde synthase ; CPS I : carbamoylphosphate synthase isoform I ; ODC : ornithine 

decarboxylase. 

Selon Blachier, F., et al. (1991). Biochem Biophys Res Commun 177: 1171-1177; Johnson, L. R. et S. 

A. McCormack 1999. News Physiol Sci 14: 12-17. 
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conduit à la synthèse d’aspartate et d’alanine. La voie de transamination est la voie principale puisque 

ces cellules possèdent peu de capacité à convertir le glutamate en alpha-cétoglutarate et 

ammoniaque par l’enzyme glutamate déhydrogénase (Madej et al., 2002). L’alpha-cétoglutarate est 

ensuite oxydée dans la mitochondrie dans le cycle de Krebs. Les coenzymes réduits seront ensuite 

oxydés dans la chaîne respiratoire mitochondriale située dans la membrane interne. Les électrons 

issus de cette oxydation sont transportés à travers 4 complexes protéiques successifs jusqu’à 

l’oxygène moléculaire qui va être réduit en eau. L’énergie libérée lors du transfert des électrons est 

utilisée pour pomper les protons vers l’espace intermembranaire. La différence de charge et la 

différence de pH entre la matrice mitochondriale et l’espace intermembranaire génère alors un 

potentiel électrochimique qui est à l’origine de la force protonmotrice utilisée pour le retour des protons 

dans la matrice mitochondriale et la synthèse d’ATP à partir de l’ADP. La glutamine est métabolisée 

par les colonocytes de façon similaire que le glutamate, mise à part qu’elle doit être au préalable 

dégradée en glutamate (et ammoniaque) dans la mitochondrie par la glutaminase. 

Comme décrit précédemment, le glutamate et la glutamine sont fournis aux colonocytes par la voie 

sanguine puisqu’il est généralement admis que, excepté pendant la période néonatale, le gros intestin 

est incapable d’absorber de manière significative les acides aminés de la lumière vers le sang. 

Arginine 
Dans les entérocytes, l’arginine est dégradée selon 2 voies différentes (Figure 3B) : soit par l’enzyme 

nitric oxide synthase (NOS) en citrulline et NO ; soit par l’arginase en ornithine et urée (Blachier et al., 

1993; M'Rabet-Touil et al., 1993). L’ornithine produite peut ensuite à son tour être dégradée en 

polyamines avec l’activité de l’enzyme ornithine décarboxylase (ODC) (Johnson and McCormack, 

1999), ou réagir avec le carbamoylphosphate pour synthétiser la citrulline catalysée par la 

carbamoylphosphate synthase isoform I (CPS I). Cependant, la quantité de citrulline produite via la 

voie de la NOS est moins élevée que celle via la voie de l’arginase/CPS I (Blachier et al., 1991). 

L’arginine dans les entérocytes est soit d’origine luminale soit d’origine sanguine, alors que dans les 

colonocytes, cet apport est quasi-exclusivement d’origine sanguine. Le métabolisme de l’arginine 

dans les colonocytes a été peu étudié. Il a été rapporté que l’activité de l’arginase est similaire dans 

les colonocytes et les entérocytes chez le porc (M'Rabet-Touil et al., 1993). Dans les colonocytes, la 

NOS est exprimée et est catalytiquement active. Dans la muqueuse colique humaine, l’activité de la 

NOS est essentiellement du type inductible, et cette activité est augmentée de manière très 

importante en cas de rectocolite hémorragique et de maladie de Crohn (Guihot et al., 2000; Kimura et 

al., 1998; Middleton et al., 1993; Rachmilewitz et al., 1995) 

Méthionine et cystéine 
La méthionine et la cystéine sont des acides aminés soufrés. La cystéine peut être synthétisée à partir 

de la méthionine par les voies de la transméthylation et de la transulfuration (Figure 4). Les tissus 

gastro-intestinaux possèdent des enzymes nécessaires pour la conversion de la méthionine en 

cystéine (Shoveller et al., 2005). Une étude in vitro sur des cellules Caco-2 (des cellules épithéliales 

coliques humaines originaires d’un adenocarcinome colique) a montré une production considérable de 
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Figure 4. La voie de la biosynthèse de la cystéine à partir de la méthionine. 

 

S : protein synthesis ; B : breakdown ; TM : transmethylation ; TS : transsulfuration ; RM : 

remethylation ; SAM : S-adenosylmethionine ; SAH : S-adenosyl-L-homocysteine. 

Selon Shoveller, A. K., et al. J Nutr 2005,135(7): 1609-1612. 
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cystathionine et de cystéine par ces cellules (Townsend et al., 2004). La cystéine est un des trois 

acides aminés (avec le glutamate et la glycine) utilisé pour la synthèse du glutathion dans les 

entérocytes. 

Les bilans porto-artériels suggèrent un métabolisme intestinal important de la méthionine (48% de 

l’apport alimentaire) chez les porcelets (Stoll et al., 1999). Il a été rapporté que chez les porcelets 

nouveau-nés, la déficience en acides aminés soufrés induit une atrophie de l’intestin grêle avec moins 

de cellules caliciformes à mucus, de cellules en prolifération et de glutathion dans le tissu (Bauchart-

Thevret et al., 2009). Cependant, la méthionine est moins catabolisée par les entérocytes chez les 

adultes. 

Thréonine 
La capacité de métaboliser la thréonine chez les entérocytes est quasi absente. Cependant, les 

mucines intestinales sont très riches en thréonine, serine et proline suggérant une large utilisation de 

la thréonine par les cellules en gobelets productrices de mucus. Dans un modèle de mini-porcs avec 

iléite, l’inflammation intestinale augmente la synthèse de mucines intestinales (Remond et al., 2009). 

Une étude utilisant un régime déficient en thréonine de façon modérée a montré qu’un tel régime 

réduisait la teneur en thréonine des protéines dans le côlon, mais pas dans l’intestin grêle ; indiquant 

que ce dernier est moins sensible à une déficience modérée en thréonine que le côlon. Une autre 

étude a montré que la déficience modérée en thréonine est responsable de l’altération de la 

fonctionnalité et de l’intégrité intestinale, plus précisément en terme de la perméabilité paracellulaire 

(Hamard et al., 2010). Dans le modèle du porcelet, le pourcentage de thréonine alimentaire utilisé par 

les organes drainés par la veine porte est estimé à environ 85% (Schaart et al., 2005). Comme 

attendu, la thréonine alimentaire est préférentiellement utilisée par rapport à la thréonine systémique 

pour la synthèse protéique intestinale chez le porcelet. 

Acides aminés branchés 
Les entérocytes de porcs ont la capacité de cataboliser les acides aminés branchés (leucine, 

isoleucine et valine) (Chen et al., 2009), alors que leur métabolisme dans les colonocytes restent à 

déterminer. Dans le modèle du porcelet, il a été estimé que 32% de la leucine alimentaire est utilisé 

par les organes drainés par la veine porte avec 21% de cette extraction utilisé pour la synthèse des 

protéines de la muqueuse intestinale (Stoll et al., 1998). 
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Messages clé: 

ü Le gros intestin comprend les segments suivants : caecum, côlon et 

rectum. 

ü La structure du gros intestin présente plusieurs tuniques, dont la 

muqueuse avec la structure épithéliale (recouverte d’une couche de 

mucus) en contact direct avec le milieu extérieur (lumière intestinale). 

ü Dans la muqueuse, les cellules épithéliales coliques absorbantes 

(colonocytes) et les cellules caliciformes à mucus jouent des rôles 

métaboliques et physiologiques importants. 

ü La couche de mucus sur l’épithélium colique est composée 

essentiellement des mucines avec 20 gènes correspondants identifiés à 

ce jour.  

ü De grandes quantités de mucine sécrétoire MUC2 sont retrouvées dans 

les cellules caliciformes du gros intestin. 

ü Les colonocytes sont capables de métaboliser les acides aminés, 

principalement d’origine sanguine. 
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3 Microbiote intestinal 

La fermentation et la digestion de certains composés par le microbiote ont lieu principalement dans le 

gros intestin grâce à des conditions favorables au développement de la flore anaérobie stricte et le 

temps de transit ralenti. 

3.1 Composition et rôles du microbiote 

Entre 1013 - 1014 microorganismes résident de façon permanente dans l’intestin de l’homme adulte 

(Backhed et al., 2005). Ils sont 10 fois plus nombreux que les cellules du corps humain (Savage, 

1977) et représentent une grande proportion de la masse fécale, c’est-à-dire environ 55% de la masse 

solide (Stephen and Cummings, 1980). La distribution, la complexité et la concentration de ce grand 

nombre de microorganismes sont différentes en fonction des régions du tube digestif. La population 

microbienne augmente de 102-3 microorganismes/g de contenu dans l’estomac (aérobies et 

aérotolérants) à rapidement 1011-12/g de contenu dans le caecum et le côlon (bactéries essentiellement 

anaérobies) (Figure 5A). 

Les analyses moléculaires phylogénétiques sur les séquences d’ADNr et d’ARNr 16S ont montré que 

la plupart des bactéries du microbiote intestinal chez l’homme (Arumugam et al., 2011; Eckburg et al., 

2005) appartiennent à deux phyla : Firmicutes et Bacteroidetes (Figure 5B). Ceci est également vrai 

chez la souris (Ley et al., 2005). Grâce aux technologies moléculaires à haut débit, des espèces 

bactériennes non-cultivables ont pu être analysées à haute résolution et sur de nombreux individus. 

Ainsi, ont été identifiés plus de 1000 phylotypes ou niveau de « l’espèce » : un ensemble de 

séquences qui ont autant de diversité dans les séquences de la petite sous-unité d’ARN ribosomique 

que dans les espèces connues (Claesson et al., 2009).  

A la naissance, le tube digestif du nouveau-né est stérile et la colonisation commence dès 

l’accouchement par une série d’évènements successifs (Favier et al., 2002). A l’âge de 2 à 4 ans, la 

composition du microbiote est déjà quasi identique à celle de l’adulte. Le microbiote reste stable à 

l’âge adulte pour un individu sain donné sur un plan général. Cependant, les analyses avec des 

techniques « culture-indépendante » ont montré qu’il existe des spécificités individuelles qui varient 

avec le temps et à travers des populations quand on analyse à haute résolution (Lozupone et al., 

2012; Yatsunenko et al., 2012; Zoetendal et al., 1998). Une étude de Turnbaugh et ses collègues 

(2009) sur le microbiome intestinal de jumelles obèses et maigres a montré que la communauté 

microbienne varie au niveau des lignées bactériennes avec une co-variation à un degré comparable 

entre les paires de jumelles (monozygotes et hétérozygotes). Les auteurs ont conclu également qu’il 

existe des ensembles de gènes microbiens largement partagés entre les individus échantillonnés 

(« core microbiome ») au niveau fonctionnel. En plus de la période infantile où la structure du 

microbiote se met en place progressivement, le stade de vieillissement est une période de vie où la 

composition du microbiote est également en mouvement. Il a été rapporté que le ratio 
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Figure 5. La distribution et la concentration du microbiote intestinal le long du tube digestif (A). 
L’arbre phylogénétique du microbiote chez l’homme et chez la souris (B). 

 

Selon Sartor RB Gastroenterology 2008;134:577-597 

Selon Ley RE et al. PNAS 2005;102:11070-11075 
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Firmicutes/Bacteroidetes change selon le stade de vie. Ainsi, ce ratio est de 0,4 chez les enfants 

(âgés de 3 semaines à 10 mois), 10,9 chez l’adulte et 0,6 chez les personnes âgées (de 70 à 90 ans) 

(Mariat et al., 2009).  

3.1.1 Grands groupes bactériens – phylotypes et entérotypes 

Selon les résultats d’analyse de la composition phylogénétique bactérienne dans les fèces de 39 

échantillons de 6 nationalités, seulement 3 phyla regroupent 75% de l’abondance du microbiote 

(Arumugam et al., 2011). Ce sont dans l’ordre : Firmicutes (38,8% ± 11,3%), Bacteroidetes (27,8% ± 

16,6%) et Actinobacteria (8,2% ± 6,8%). Le phylum dominant, Firmicutes, est composé 

essentiellement des groupes Clostridium XIV et IV. 95% des Firmicutes sont membres de la classe 

Clostridia et un nombre important de Firmicutes sont des bactéries productrices de butyrate, qui sont 

membres des clusters clostridiaux IV, XIVa et XVI (Eckburg et al., 2005). Faecalibacterium est le 

genre le plus représenté de ce phylum. Le 2ème phylum le plus important mais aussi le plus variable, 

Bacteroidestes, inclut le genre le plus abondant, Bacteroides. Actinobacteria est le 3ème plus grand 

phylum, mais y figurent des genres importants comme Bifidobacterium (Arumugam et al., 2011).  

Le cluster Clostridium XIVa est aussi appelé le groupe Clostridium coccoides (Figure 6) qui inclut des 

espèces des genres comme Clostridium, Coprococcus, Butyrivibrio, Dorea, Lachnospira, Roseburia, 

Eubacterium et Ruminococcus (Barmeyer et al., 2013; Collins et al., 1994; Eaton et al., 2010). En se 

basant sur les analyses phylogénétiques, les groupes Clostridium Coccoides, Clostridium leptum et 

Bacteroides sont les groupes prédominants des microbiotes fécal et colique (Beltran et al., 2008; 

Cummings et al., 1989; Hoogerwerf et al., 1996; Matsuki et al., 2004). 

Le cluster Clostridium IV (Figure 6) est appelé également le groupe Clostridium leptum qui inclut 

Faecalibacterium prausnitzii et certaines espèces du Eubacterium et Ruminococcus (Ritzhaupt et al., 

1998a). F. prausnitzii est le membre le plus abondant de ce groupe (Cummings et al., 1989; Ritzhaupt 

et al., 1998a). L’intérêt qui lui est porté actuellement tient aussi à sa possible implication dans 

l’inflammation du tractus gastrointestinal. Il a été trouvé que l’abondance du le groupe C. leptum était 

beaucoup réduite chez les patients souffrant de la maladie de Crohn (Manichanh et al., 2006; McNeil 

et al., 1979) et que F. prausnitzii était particulièrement touché (Gupta et al., 2006). Sokol et al. (2008) 

ont par la suite montré l’effet anti-inflammatoire du F. prausnitzii sur des modèles cellulaires et 

animaux. Ces effets anti-inflammatoires sont dus en partie aux effets des métabolites sécrétés qui 

bloquent l’activation de NF-κB et la production d’IL-8 (Sokol et al., 2008). 

Certaines espèces de ces 2 groupes C. coccoides et C. leptum sont des bactéries productrices de 

butyrate. 80% des bactéries productrices de butyrate sont membres du groupe C. coccoides 

(Barcenilla et al., 2000).  
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Figure 6. Dendrogrammes des groupes Clostridium XIVa et IV. 

 

 

Selon Collins MD et al. Int J Syst Bacteriol 44(4): 812-826. 
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En plus de la classification phylogénétique, les avancées dans la technologie de séquençage et 

d’analyses métagénomiques ont ouvert d’autres voies pour analyser les 1013-14 microorganismes. 

L’étude très récente en cette matière (Arumugam et al., 2011) a proposé de classer le microbiome 

humain en 3 entérotypes ayant chacun un genre représentatif : Bacteroides (entérotype 1), Prevotella 

(entérotype 2) et Ruminococcus (entérotype 3). Les mêmes auteurs ont poursuivi cette première 

étude (39 sujets) par l’analyse de 663 autres sujets danois ou espagnols. Ces résultats, qui ont été 

communiqués en 2012 par un article dans Nature News, semblent indiquer que la séparation entre les 

entérotypes 1 et 3 n’est plus si claire, parce que le genre Methanobrevibacter des Archées qui était 

compris dans l'entérotype 1 a été nouvellement classé comme micro-organisme définissant 

l'entérotype 3. Cependant, l’entérotype 2 reste toujours bien distinct des 2 autres (Yong, 2012). 

3.1.2 Rôles du microbiote colique 

Plusieurs centaines de grammes de bactéries vivent dans la lumière colique et sont en constante 

interaction avec l’hôte. Des données scientifiques récentes montrent de plus en plus leur implication 

importante dans l’homéostasie de l’hôte. Tout d’abord, le microbiote colique joue un rôle important 

dans la physiologie digestive. Un ensemble de gènes et de fonctionnalités du microbiote est 

largement partagé entre les individus (Qin et al., 2010). La principale activité métabolique du 

microbiote est liée à la digestion des glucides et des protéines. Le microbiote colique joue donc un 

rôle majeur dans la digestion et se situe en aval du processus digestif. Ces activités métaboliques 

aboutissent à la récupération d’énergie à partir des aliments non digestibles et des nutriments 

absorbables. Outre ces activités métaboliques, le microbiote exerce des effets trophiques sur 

l’épithélium intestinal, sur la structure et la fonction immunitaire lié à l’intestin, ainsi que des effets 

protecteurs contre la colonisation des pathogènes (Stephen and Cummings, 1980).  

Le microbiote semble jouer aussi un rôle essentiel dans divers troubles pathologiques. Des études 

datant du milieu des années 2000 soulignent l’importance du microbiote dans le gain de poids et 

l’obésité. En effet, la colonisation de souris axéniques par un microbiote normal issu d’une souris 

conventionnelle implique une augmentation de 60% de la masse adipeuse en 2 semaines malgré une 

prise alimentaire réduite (Backhed et al., 2004). Dans cette étude et dans une étude ultérieure 

(Backhed et al., 2007), les auteurs ont suggéré que le microbiote intestinal peut agir comme un 

facteur qui influence non seulement la récupération d’énergie alimentaire, mais aussi les gènes de 

l’hôte régulant la production, le stockage et l’utilisation de l’énergie:  

i) la colonisation microbienne intestinale augmente la dégradation des polysaccharides via 

l’action des enzymes microbiennes (glycosylhydrolases) et la production des acides gras 

à chaîne courte (AGCC). Une fois absorbés, ces derniers sont transportés dans le foie et 

induisent la lipogenèse hépatique de novo à travers leur conversion en triglycérides.  

ii) le microbiote intestinal réprime l’expression du facteur Fiaf qui est un inhibiteur de l’enzyme 

lipoprotéine lipase (LPL). L’augmentation de l’activité de LPL conduit à une accumulation 

des triglycérides dans les adipocytes. 
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iii) la colonisation microbienne intestinale diminue l’oxydation des acides gras par les muscles 

squelettiques via une voie métabolique qui implique la phosphorylation de l’AMPK. 

Globalement, le microbiote intestinal agirait sur différentes voies d’action qui affectent la prédisposition 

de l’hôte vers un stockage de l’énergie et l’obésité.  

Parallèlement, il a été montré que le « microbiote des animaux obèses » a une capacité plus 

importante à récupérer de l’énergie à partir des aliments ingérés et que la colonisation des souris 

axéniques par le « microbiote des obèses » induit un gain en masse adipeuse plus élevé que la 

colonisation par le « microbiote des maigres » (Turnbaugh et al., 2006). En effet, la comparaison du 

microbiome caecal entre les souris obèses et les souris ayant un poids normal (Figure 7A et B) a 

révélé que le « microbiote des obèses » a plus d’activités métaboliques sur les étapes initiales de la 

dégradation des polysaccharides alimentaires, i.e. les voies de métabolisme KEGG d’amidons et de 

saccharose, de galactose et de butanoate. La concentration des produits finaux de la dégradation des 

polysaccharides, butyrate et acétate, est plus élevée dans le contenu caecal des souris obèses 

(Figure 7C). Les auteurs ont trouvé que cette observation est en accord avec la proportion relative 

élevée des Firmicutes par rapport aux Bacteroidetes chez les obèses, puisque beaucoup de 

Firmicutes sont productrices de butyrate (Ley et al., 2006). De plus, les auteurs ont observé moins 

d’énergie restante dans les fèces de ces souris obèses (Figure 7D). 

Cependant, le rôle du microbiote dans l’obésité est controversé par des études plus récentes. Duncan 

et al. (2008) ont mis en évidence une réduction des Firmicutes après qu’ils aient suivi un régime 

amaigrissant chez les obèses mais pas de variation des Bacteroidetes. Une autre étude (Schwiertz et 

al., 2010) a rapporté que la proportion des Firmicutes diminue alors que celle des Bacteroidetes 

augmente chez les personnes en surpoids et les obèses par rapport aux personnes ayant un poids 

normal.  

Le rôle du microbiote dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin semble aussi être 

important (Dicksved et al., 2008; Frank et al., 2007) (cf. chapitre 4.3), ainsi que dans certains troubles 

neuropsychiatriques (Gonzalez et al., 2011) et certains cancers notamment le cancer colorectal 

(Arthur et al., 2012; de Martel et al., 2012; de Martel et al., 2013; Moore and Moore, 1995; Ou et al., 

2013; Sobhani et al., 2011).  

3.1.3 Biodiversité - profils de diversité de Rényi 

La compréhension des facteurs qui déterminent la stabilité des communautés est un point crucial en 

écologie d’une façon générale et en particulier en écologie microbienne du tube digestif.  

La maturité d’une communauté se reflète dans sa biodiversité et sa productivité (Ronald and Richard, 

1992). Les écosystèmes matures sont complexes et la présence d’un grand nombre d’espèces 

(grande diversité) permet de nombreuses relations inter-espèces. Une communauté qui possède une 

structure complexe et riche en informations, comme reflétée par sa grande richesse en espèces 

(nombre d’espèces différentes), a besoin de moins d’énergie pour maintenir sa structure. Ce besoin 
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Figure 7. Comparaison de l’activité métabolique du microbiote caecal (A et B), la concentration 
en AGCC dans le contenu caecal (C) et le contenu en énergie dans les fèces (D) de souris 
obèses ou non. 

 

 

 

 

Selon Turnbaugh PJ, Nature. 2006 Dec 21;444(7122):1027-31. 
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moindre d’énergie se reflète dans le plus bas taux de production primaire par chaque unité de 

biomasse, alors que la stabilité du niveau de biodiversité est maintenue. Il y a donc une relation 

inverse entre la diversité et la productivité. 

Le très grand nombre de micro-organismes résidant dans le tractus intestinal forme une communauté 

microbienne gigantesque et très complexe. Comme pour d’autres communautés écologiques, on peut 

décrire la biodiversité de la communauté microbienne par différents indices. Les 2 composants les 

plus importants dans la biodiversité sont la richesse, ou la variété, et l’équitabilité ou l’évènement. La 

richesse est le nombre d’espèces identifiées et l’équitabilité est l’égalité dans le nombre d’individus 

pour chaque espèce, indiquant ainsi la présence ou non des populations dominantes. 

Le profil de diversité de Rényi est une des techniques de classement de la biodiversité. Ce sont des 

courbes qui fournissent l’information sur, à la fois, la richesse et l’équitabilité (Tothmeresz, 1995). Les 

profils de diversité de Rényi permettent de comparer tous ces paramètres entre plusieurs échantillons 

mais ils permettent aussi d’obtenir une comparaison globale. Si une courbe est complètement au-

dessus d’une autre, cela indique une diversité plus élevée. L’indice de diversité de Rényi est calculé 

selon la formule ci-dessous : 

 
 

où S est le nombre d’espèces dans un même échantillon et Pi est la proportion de chaque espèce. 

Chaque valeur du profile de Rényi est basée sur le paramètre « alpha » qui varie de zéro à infini. La 

valeur de l’indice pour alpha=0 donne une information sur la richesse et pour alpha tendant vers 

l’infini, la valeur du profil de Rényi indique la proportion de l’espèce la plus abondante. Quand 

alpha=1, la valeur du profil de Rényi est égale à l’indice de diversité de Shannon. Quand alpha=2, la 

valeur du profil de Rényi est égale au logarithme de l’inverse de l’indice de diversité de Simpson. 

3.1.4 Alimentation et composition du microbiote  

Des facteurs comme l’âge, la génétique, l’environnement, l’alimentation ou l’état pathologique peuvent 

influencer la composition du microbiote (Gill et al., 2006; Lozupone et al., 2012). Les études sur des 

jumeaux et des pairs mères-filles montrent l’influence du facteur génétique sur la composition du 

microbiote, par le fait que les paires de jumeaux ou les paires mères-filles ont des microbiotes plus 

similaires que les individus non liés (Dicksved et al., 2008; Turnbaugh et al., 2009). Les mécanismes 

par lesquels les facteurs comme l’alimentation ou l’environnement modulent le microbiote ne sont pas 

encore établis. Le fait que les paires de jumeaux monozygotes et les paires hétérozygotes ont 

également des microbiotes similaires indique qu’à part le facteur génétique, d’autres facteurs peuvent 

conduire à des similarités familiales dans la composition du microbiote (Turnbaugh et al., 2009 ; 

Yatsunenko et al., 2012). 



Introduction bibliographique 

36 

Il a été rapporté que le microbiote est distinct pour des populations différentes. Un exemple est que 

les enfants italiens ont un microbiote différent de ceux de l’Afrique rural (De Filippo et al., 2010). Un 

autre exemple est que le microbiote des enfants ou adultes américains est bien différent du celui des 

populations amérindiennes ou malawiennes (Yatsunenko et al., 2012). Dans ces 2 études, les auteurs 

ont conclu au rôle primordial de l’alimentation dans la différence de composition du microbiote. En 

effet, que ce soit la population rurale de l’Afrique, ou la population amérindienne ou du Malawi, un des 

points communs de ces populations est qu’ils ont une alimentation basée sur des céréales, 

légumineuses et légumes, donc riche en glucides et fibres, pauvre en protéines animales. Et 

l’alimentation typique de l’Europe ou de l’Amérique du Nord est riche en protéines. Le microbiote de 

ces derniers présente moins de biodiversité. De plus, la composition du microbiote est changée au 

niveau des phyla. Les phyla Bacteroidetes et Actinobacteria sont plus abondants dans le microbiote 

des enfants de l’Afrique rurale, avec une déplétion des phyla Firmicutes et Proteobacteria, ce qui est 

le cas inverse chez le microbiote des enfants européens. Ainsi, le ratio Firmicutes/Bacteroidetes 

augmente chez ces derniers. L’existence d’une communauté bactérienne et d’un microbiome liés au 

métabolisme des glucides a été également prouvée. 

Une autre étude (Wu et al., 2011) a utilisé des questionnaires de rappels et des habitudes 

alimentaires à long-terme pour analyser la relation entre l’alimentation et la composition du microbiote 

fécal. En se basant sur la définition des entérotypes, les auteurs ont trouvé que l’entérotype 

Bacteroides (entérotype 1) est associé aux régimes riches en lipides ou protéines et l’entérotype 

Prevotella (entérotype 2) est associé aux régimes riches en glucides. De Filippo et al. (2010) ont 

également montré que Prevotella est fortement présent dans le microbiote des enfants africains qui 

ont une alimentation riche en glucides, mais pas dans celui des enfants européens. Cependant, 

l’étude la plus récente de Yatsunenko et al. (2012) n’a pas trouvé une relation entre l’alimentation des 

populations très différentes et les entérotypes distincts, mais plutôt une variation continue entre les 

proportions de Bacteroides et Prevotella. 

Dans le même sens, une étude encore plus récente (Ou et al., 2013) examinant la différence de la 

composition du microbiote entre les africains américains et les africains natifs, montre une différence 

fondamentale entre les 2 populations. La prédominance de Prevotella a été retrouvée au sein du 

microbiote des africains natifs, alors que celle de Bacteroides a été retrouvée pour les africains 

américains. 

3.2 Métabolisme bactérien des protéines et des acides aminés 

Un rôle majeur du microbiote colique est la fermentation des résidus alimentaires non-digestibles, 

incluant des glucides et des protéines. Des preuves scientifiques (Gibson et al., 1976; Smiddy et al., 

1960) montrent qu’une quantité substantielle de matériels azotés est transférée de l’intestin grêle au 

gros intestin, d’autant plus que même les protéines hautement digestibles peuvent elles aussi 

échapper à la digestion de l’intestin grêle (Evenepoel et al., 1999). Il a été documenté qu’environ 12 à 

18 g de protéines passent par la jonction iléo-caecale et entrent dans le gros intestin par jour, 
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Figure 8. Caractéristiques de fermentation selon les segments du gros intestin. 

 

 

Selon Guarner and Malagelada (2003) Lancet 361, 512-519. 
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correspondant à 2 à 3 g d’azote, dont 48-51% sous forme de protéines, 20-30% de peptides, 10-15% 

d’acides aminés, nitrate, urée et ammoniaque (Chacko and Cummings, 1988). La fermentation des 

protéines et des peptides par le microbiote, appelée aussi la putréfaction, est très intense dans le gros 

intestin. Du fait de la forme anatomique et physiologique de ce dernier (Figure 8), le substrat est 

naturellement plus abondant dans le caecum et le côlon ascendant, par rapport au côlon descendant 

où le substrat est moins disponible. Les acides gras à chaîne courte et des acides organiques produits 

lors de la fermentation bactérienne, induisent un pH plus acide (5 – 6) dans la partie proximale du 

gros intestin grâce à l’abondance du substrat alors que dans la partie distale le pH est proche du 

neutre (Cummings et al., 1987; Guarner and Malagelada, 2003). Conjointement avec le fait que 

l’activité des protéases est plus active au pH neutre ou légèrement alcalin qu’au pH acide (Macfarlane 

et al., 1988), la dégradation des protéines est plus importante dans la partie distale du gros intestin 

que la partie proximale. 

3.2.1 Bactéries protéolytiques 

Beaucoup de bactéries du microbiote colique sont capables de dégrader les protéines. Les genres 

protéolytiques prédominants dans le côlon humain sont Bacteroides spp. et Propionibacterium spp. ; 

les genres bactériens protéolytiques moins prédominants sont Streptococcus, Clostridium, Bacillus et 

Staphylococcus (Macfarlane et al., 1986). D’autres bactéries comme Eubacterium, Fusobacterium, 

Peptococcus et Peptostreptococcus sont également capables de fermenter les protéines (Salminen et 

al., 1998). Les composés azotés, essentiellement des protéines et des peptides, sont dégradés par 

ces bactéries protéolytiques afin de les utiliser comme sources de carbone, d’azote et d’énergie.  

L’activité protéolytique des bactéries mène à la libération des acides aminés et à la production d’une 

multitude de métabolites bactériens via diverses voies métaboliques, dont les principales sont 

schématisées dans la Figure 9. 

3.2.2 Produits du métabolisme bactérien protéolytique 

Dans le gros intestin, les acides aminés libérés par l’hydrolyse bactérienne des protéines et des 

peptides peuvent être incorporés directement dans les cellules bactériennes pour synthétiser des 

protéines. Ils peuvent aussi rentrer dans des différentes voies cataboliques (Figure 9). Une des voies 

majeures est la désamination ou la transamination qui peut être oxydative, réduite ou couplée 

(réaction de Stickland). Dans la plupart des cas, ces réactions produisent des acides cétoniques 

correspondants ou les acides gras saturés qui sont métabolisés par beaucoup de bactéries 

anaérobies et conduisent à la production des acides organiques (essentiellement formate, lactate et 

succinate), éthanol, H2, CO2, et des acides gras à chaîne courte (AGCC). Normalement, les acides 

organiques sont des métabolites intermédiaires qui sont rapidement transformés en AGCC, donc ne 

s’accumulent pas. (Davila et al., 2013; Macfarlane and Macfarlane, 2012). Les bactéries productrices 

d’AGCC et des acides organiques sont présentées dans le Tableau 3. 
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Figure 9. Schéma des voies de métabolisme des protéines par les bactéries. 

 

 

Selon Davila AM et al. Pharmacological Research 68 (2013) 95– 107. 
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Tableau 3. Bactéries, leurs substrats et leurs produits dans le gros intestin (Salminen et al., 
1998) 

 

 

Les AGCC, essentiellement acétate, propionate et butyrate, et les acides gras à chaîne branchée 

(AGCB), essentiellement isobutyrate, 2-methylbutyrate, isovalérate et minoritairement isocaproate, 

sont des produits finaux majeurs du métabolisme bactérien des protéines et des acides aminés (Smith 

and Macfarlane, 1997). Les AGCB sont présents en quantité moins grande dans le contenu luminal du 

gros intestin que les AGCC (Cummings et al., 1987; Mortensen and Clausen, 1996). Contrairement 

aux AGCC, qui peuvent être formés à partir des glucides et des protéines, les AGCB sont produits 

uniquement à partir des acides aminés ; leur formation par le microbiote colique est donc un bon 

marqueur de la dégradation des protéines dans le gros intestin (Nordgaard et al., 1995; Rasmussen et 

al., 1988). Les AGCC et les AGCB produits dépendent des acides aminés précurseurs comme indiqué 

dans le Tableau 4 ci-dessous. 

 

Tableau 4. Les AGCC, AGCB, acides organiques et leurs acides aminés précurseurs (Blachier 
et al., 2007; Davila et al., 2013; Macfarlane and Macfarlane, 2012) 

Acides aminés précurseurs Métabolites bactériens produits 

Alanine, aspartate, glutamate, glycine, thréonine Acétate 

Alanine, thréonine Propionate 

Glutamate, lysine Butyrate 

Valine Isobutyrate 

Isoleucine 2-methylbutyrate 

Leucine Isovalérate 

Leucine Isocaproate 

Aspartate, désamination d’un acide aminé quelconque Succinate 

Désamination d’un acide aminé quelconque Lactate, formate 



Introduction bibliographique 

41 

D’autres métabolites bactériens sont produits à partir des acides aminés précurseurs spécifiques. Les 

amines et les polyamines peuvent être produits à partir de tous les acides aminés via décarboxylation, 

alors que les composés indoliques et phénoliques ne sont produits qu’à partir des acides aminés 

aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane). Le sulfure d’hydrogène (H2S) est produit à partir 

des acides aminés soufrés, comme la méthionine et la cystéine. L’ammoniaque (NH4+) est produite à 

partir de la désamination des acides aminés, mais aussi de l’urée. (Davila et al., 2013; Macfarlane and 

Macfarlane, 2012; Nyangale et al., 2012).  

 

3.3 Utilisation des métabolites bactériens par l’hôte et ses effets 
physiologiques 

Les effets de la putréfaction, c’est-à-dire la dégradation des protéines par les bactéries protéolytiques, 

dans le côlon sur la santé et la physiologie intestinale de l’hôte sont essentiellement liés aux 

métabolites bactériens produits. 

3.3.1 Les acides gras 

AGCC 
Les AGCC exercent divers effets physiologiques sur le métabolisme de l’hôte. Ces effets 

métaboliques et physiologiques des AGCC, sur les cellules épithéliales coliques en particulier, 

contribuent en grande partie aux importantes interactions entre le microbiote et l’hôte. 

Les AGCC sont des acides faibles (pKa ≈ 4,8) ; ils se trouvent donc principalement sous forme 

dissociée ionique dans la lumière du gros intestin où le pH varie entre 5 – 6 au niveau proximal mais 

est proche de la neutralité au niveau distal. Les colonocytes peuvent absorber ces acides organiques 

à travers la membrane apicale selon plusieurs mécanismes :  

Ø La diffusion passive de la forme non dissociée, liposoluble ; 

Ø L’échange AGCC-HCO3
- (Kawamata et al., 2007; McNeil et al., 1979); 

Ø Le transport actif de la forme dissociée (> 90%) par les transporteurs d’AGCC. 

Deux transporteurs d’AGCC sur la membrane apicale des colonocytes ont été documentés (Cuff et al., 

2005; Gupta et al., 2006; Ritzhaupt et al., 1998b) : le monocarboxylate transporter isoform 1 (MCT1) 

et le Na+-coupled monocarboxylate transporter (SMCT1). Le MCT1 est couplé à un gradient H+ 

transmembranaire et le SMCT1 est couplé à ion Na+. La protéine CD147 est associée à MCT1 pour le 

transport du butyrate (Buyse et al., 2002).  

Les études in vitro utilisant des cellules issues de lignées cellulaires coliques humaines (C2/bbe) et in 

vivo chez le rat, montrent que les AGCC interviennent dans l’absorption du sodium en stimulant 

l’activité et l’expression des échangeurs Na+/H+ de la membrane apicale, en particulier l’échangeur 
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NHE3 (Diener et al., 1993; Musch et al., 2001). Les AGCC inhibent la sécrétion du Cl-, cette inhibition 

est médiée par l’AMPc et la GMPc (Charney et al., 1999; Dagher et al., 1996; Zaharia et al., 2001). 

L’absorption des AGCC est très efficace dans le gros intestin, avec seulement moins de 5% excrétés 

dans les fèces. Une fois que les AGCC sont captés par les colonocytes, ces composés sont oxydés 

(acétate, propionate et butyrate) fournissant ainsi de l’énergie à ces cellules, mais à des degrés 

différents.  En terme de préférence métabolique, l’ordre est butyrate > acétate > propionate (Fleming 

et al., 1991). Le butyrate exerce une action d’épargne vis-à-vis de la glutamine dans les colonocytes. 

En d’autres termes, ce substrat luminal peut se substituer à l’utilisation de la glutamine d’apport 

sanguin, expliquant ainsi pourquoi le butyrate ne provoque dans la plupart des études qu’une 

augmentation modeste de la consommation d’oxygène par les cellules épithéliales coliques. Les 

AGCC sont oxydés en CO2 et corps cétoniques, qui servent de précurseurs pour la synthèse lipidique. 

Des études post mortem sur les victimes de mort subite indiquent une importante utilisation « first 

pass » par la muqueuse intestinale, surtout pour le butyrate, dont le ratio relatif passe de 22% dans la 

lumière colique à 8% dans le sang de la veine porte, soit une clairance d’environ 65% (Cummings et 

al., 1987). Les AGCC non métabolisés par la muqueuse passent ensuite dans la veine porte, qui 

conduit le sang des organes splanchniques, i.e. le gros intestin, l’intestin grêle, l’estomac, les reins et 

la rate vers le foie, où le propionate est essentiellement métabolisé : son ratio molaire relatif passe de 

21% dans la veine porte à 12% dans la veine hépatique (Cummings et al., 1987). Le reste des AGCC 

est transporté du foie par la circulation sanguine vers d’autres organes périphériques qui sont 

capables de les métaboliser, comme par exemple les muscles qui métabolisent en grande quantité 

l’acétate. 

Butyrate 
Le butyrate est l’AGCC qui suscite le plus d’intérêt scientifique, du fait qu’il est considéré comme étant 

le substrat oxydatif préférentiel des colonocytes comparé avec le propionate et l’acétate ; 70% de la 

consommation d’oxygène de ces cellules est due au métabolisme du  butyrate (Roediger, 1980). De 

plus, et en accord avec ce qui a été dit précédemment, en présence de glucose et de glutamine, qui 

sont des substrats présents dans la circulation sanguine, le butyrate reste toujours le substrat oxydé 

préférentiellement par les colonocytes (Roediger, 1982). Il a été rapporté d’ailleurs que le butyrate est 

capable de réguler à la hausse l’expression d’ARNm et l’abondance en protéine du transporteur 

MCT1 ; ce qui n’est pas le cas pour l’acétate et le propionate (Cuff et al., 2002). 

En plus d’être le substrat énergétique majeur des colonocytes, le butyrate exerce un effet trophique 

sur la muqueuse intestinale in vivo mais inhibe la prolifération des cellules coliques néoplasiques in 

vitro. En effet, une inhibition dose-dépendante, par le butyrate, de la prolifération des cellules issues 

de plusieurs lignées coliques tumorales a été observée (Gamet et al., 1992; Siavoshian et al., 1997). 

Le propionate et le valérate exercent également ces effets d’inhibition, d’une manière moins 

importante, mais ce n’est pas le cas des autres AGCC (acétate et caproate) et BCFA (isobutyrate et 

isovalérate). Cependant, à l’opposé de son effet inhibiteur sur la prolifération des cellules tumorales, le 

butyrate stimule la croissance cellulaire d’une manière significative ou non selon les études quand il 
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est délivré sur l’épithélium sain in vivo ou sur des cellules non tumorales (Lupton, 2004). Une étude 

chez le rat impliquant l’ingestion de différentes quantités de son de blé a montré une corrélation 

inverse entre la concentration de butyrate dans le contenu colique luminal et l’index de prolifération 

des cellules épithéliales coliques (Boffa et al., 1992). Une autre étude in vivo a indiqué que l’effet 

stimulant sur la prolifération cellulaire est effectif seulement en bas des cryptes du côlon (Velazquez et 

al., 1997). 

En plus des effets décrits ci-dessus le butyrate est connu en tant qu’inhibiteur de l’activité des 

enzymes histone déacetylases (HDAC) provoquant en conséquence une hyperacétylation des 

histones (Riggs et al., 1977; Sealy and Chalkley, 1978). Ainsi, l’effet du butyrate inhibant la croissance 

des cellules tumorales a été attribué à son effet inhibiteur des HDAC, qui modifie l’expression de 

gènes en rapport avec diverses fonctions, incluant la prolifération, la différenciation et l’apoptose des 

cellules (Archer et al., 1998; Chopin et al., 2002; Velcich et al., 1995). Une des fonctions de 

l’acétylation des histones est d’altérer la compression des chromatines (Garcia-Ramirez et al., 1995), 

et par conséquent, de faciliter la transcription par les ARN polymérases (Nightingale et al., 1998; Tse 

et al., 1998). L’état de l’acétylation des histones est le résultat net des activités des enzymes histone 

acétyltransférase (HAT), qui augmente l’acétylation des histones, et des HDAC (Grunstein, 1997).  

Il est intéressant de noter que l’oxydation du butyrate dans la mitochondrie génère l’acétyl-CoA et 

d’autres métabolites intermédiaires via la voie de β-oxydation. Cette oxydation du butyrate dans la 

mitochondrie réduit en parallèle sa concentration intracellulaire et intranucléaire (Andriamihaja et al., 

2009), le rendant moins disponible au niveau du noyau pour l’inhibition de l’activité des HDAC. Une 

étude très récente (Donohoe et al., 2012) a proposé un mécanisme expliquant le double effet du 

butyrate, c’est-à-dire qu’il inhibe la prolifération des cellules tumorales mais stimule la croissance des 

cellules saines. Les auteurs montrent que butyrate stimule l’acétylation des histones via 2 

mécanismes différents (Figure 10). A faible concentration, le butyrate est métabolisé en grande partie 

dans la mitochondrie et produit de l’acétyl-CoA, qui fournit des groupements acétyl à HAT. A forte 

concentration, la capacité d’oxydation du butyrate est dépassée, ce qui implique une accumulation du 

butyrate intracellulaire et intranucléaire, conduisant à l’inhibition des HDAC. Dans le cas des cellules 

cancéreuses, à cause de l’effet Warburg, elles privilégient le glucose comme substrat énergétique, ce 

qui entraîne une accumulation en butyrate. Les 2 mécanismes conduisent à l’hyperacétylation des 

histones, mais impliquent des profils de transcription distincts : le 1er mécanisme stimule la 

transcription des gènes de la prolifération cellulaire et le 2ème stimule plutôt des gènes d’apoptose. 

Le butyrate régule également l’homéostasie énergétique, en raison de rôle important en tant que 

substrat oxydatif des colonocytes (Donohoe et al., 2011). En effet, lorsque présent dans le milieu 

d’incubation des colonocytes provenant de souris axénique (« germ-free »), il corrige leur déficit de 

respiration mitochondriale et les empêche de subir l’autophagie. 
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Figure 10. Acétylation des histones par le butyrate selon 2 mécanismes distincts. 

 

Selon Donohoe, D. R., et al. Mol Cell 2012, 48(4): 612-626. 
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AGCB 
Le métabolisme des AGCB et ses effets sur les colonocytes ont été beaucoup moins étudiés. Les 

AGCB sont des donneurs d’azote pour la biosynthèse de novo des autres acides aminés par le 

microbiote, comme la glutamine et l’alanine, qui sont des sources énergétiques des colonocytes. 

Quelques études existantes sur les AGCB ont porté sur l’isobutyrate. Il a été rapporté que l’isobutyrate 

régule l’absorption et la sécrétion des électrolytes, comme font les AGCC, via l’activité et l’expression 

des canaux d’échange Na+/H+ et via l’inhibition de la sécrétion de Cl- (Charney et al., 1999; Dagher et 

al., 1996; Diener et al., 1993; Musch et al., 2001; Zaharia et al., 2001). 

3.3.2 Les acides organiques 

Les acides organiques, lactate, succinate et formate sont des métabolites intermédiaires produits au 

cours de la fermentation des protéines et des acides aminés par le microbiote (Figure 9). Ils ne sont 

normalement pas ou peu accumulés dans la lumière colique et sont rapidement métabolisés en 

AGCC ; on peut néanmoins les détecter en quantités plus ou moins grandes dans la lumière du gros 

intestin en situation normale.  

Les 2 stérioisomères L- et D-lactate sont produits tous les 2 par le microbiote colique ; cependant, peu 

de bactéries sont capables de produire du D-lactate (Macfarlane and Macfarlane, 2012). L’étude post-

mortem chez les personnes victimes de mort subite a montré que les concentrations en lactate dans 

l’intestin sont de l’ordre du mM. Les isomères du lactate sont absorbés rapidement par la muqueuse 

intestinale comme les AGCC (Ritzhaupt et al., 1998b). Le L-lactate est un substrat oxydatif des 

colonocytes. Le D-lactate est un produit mineur de la fermentation et une fois absorbé par la 

muqueuse, il est métabolisé dans le foie et les reins. Sa présence dans le corps humain est originaire 

presque exclusivement du gros intestin, il peut être un marqueur de fermentation d’un substrat 

fermentable par le microbiote (Macfarlane and Macfarlane, 2012).  

Le succinate peut être transporté dans la muqueuse colique (Wolffram et al., 1994) et il est capable 

d’augmenter la consommation d’oxygène des colonocytes (Goubern et al., 2007). On peut supposer 

qu’il est un substrat oxydatif de ces cellules, même s’il n’a pas été testé directement. 

3.3.3 Les autres métabolites 

D’autres produits finaux issus de la putréfaction bactérienne des protéines et des acides aminés, 

comme l’ammonium (NH4
+) / l’ammoniac (NH3), le sulfure d’hydrogène (H2S), les polyamines et les 

composés phénoliques et indoliques, sont également présents en quantités non négligeables dans la 

lumière du gros intestin (Blachier et al., 2007; Davila et al., 2013). Les précurseurs et leurs effets 

principaux sont résumés dans le Tableau 5 ci-dessous. 
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Tableau 5. Les métabolites bactériens présumés délétères et leurs précurseurs. 

Métabolites bactériens 

produits 

Réactions 

métaboliques 

Acides aminés 

précurseurs 

Principaux effets physiologiques sur 

l’hôte 

Ammonium/ammoniac Désamination Acides aminés  

- Désorganisations histologiques de la 

muqueuse colique (Lin and Visek, 

1991) ; 

- Inhibition de la prolifération des 

cellules HT-29 (Mouille et al., 2003) ; 

- Augmentation du nombre de mitoses 

par crypte (Ichikawa and Sakata, 1998) ; 

- Inhibition de l’oxydation des AGCC par 

les colonocytes (Darcy-Vrillon et al., 

1996) ; 

- Augmentation de la perméabilité 

paracellulaire (Hughes et al., 2008). 

Sulfure d’hydrogène Désulfhydration Méthionine, cystéine 

- Perturbations des fonctions du poumon 

et du cerveau (Grieshaber and Volkel, 

1998; Nicholson et al., 1998); 

- Rôles éventuels dans la pathogénèse 

de la recto-colite hémorragique (Pitcher 

and Cummings, 1996); 

- Altérations génomiques (Attene-

Ramos et al., 2010) ; 

- Perturbation de l’oxydation des AGCC 

et de la respiration des colonocytes 

(Leschelle et al., 2005). 

Polyamines 

Putrescine 

Décarboxylation 

Ornithine/arginine - Peu de données scientifiques ; 

- Putrescine est strictement nécessaires 

pour la mitose des cellules épithéliales 

cancéreuses (Ray et al., 2001); 

- Agmatine est capable de ralentir la 

mitose des colonocytes cancéreux 

(Mayeur et al., 2005). 

Agmatine Arginine 

Cadavérine Lysine 

Tyramine Tyrosine 

Histamine 
Histidine 

Composés 

phénoliques et 

indoliqués 

Composés 

phénoliques# 

Réactions diverses 

Phénylalanine - Peu de données scientifiques ; 

- Phénol : mutagène (Kikugawa and 

Kato, 1988) ; altération de la 

perméabilité cellulaire (Hughes et al., 

2008); 

- Altération de la viabilité des cellules 

épithéliales coliques (Pedersen et al., 

2002). 

Tyrosine 

Composés 

indoliques## 
Tryptophane 

 

# Les composés phénoliques sont les phénols, p-crésol, 4-éthylphénol, les composés avec des 

groupements phényls (phénylpyruvate, phényllactate, phénylacétate, phénylpropionate) et les 
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composés avec des groupements hydroxyphényls (hydroxyphénylpyruvate, hydroxyphényllactate, 

hydroxyphénylacétate, hydroxyphénylpropionate). 

## Les composé indoliques sont l’indole, le skatole (3-méthyl indole), l’indole acétate et l’indole 

propionate. 

 

 

 

 

Messages clé: 

ü Le microbiote est composé de 10 fois plus de cellules que le corps 

humain. 

ü Les techniques moléculaires à haute résolution ont donné accès au 

classement phylogénique des bactéries du microbiote (cultivables ou 

non). 

ü L’activité métabolique principale du microbiote est liée à la digestion des 

glucides et des protéines. 

ü La composition du microbiote peut être influencée par l’alimentation. 

ü Une quantité importante de protéines peut arriver dans le côlon pour y 

être dégradées par le microbiote. 

ü La dégradation des protéines donne lieu à divers métabolites bactériens 

qui influencent la santé de l’hôte. 

ü Les AGCC (acetate, propionate et butyrate) sont des principaux 

métabolites finaux. 

ü Le butyrate est le substrat majeur des colonocytes et contrôle 

l’expression de gènes notamment liés à la prolifération/apoptose des 

cellules. 

 



Introduction bibliographique 

48 

4 Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin  

La maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH) sont les 2 formes principales des 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). Il existe néanmoins des formes minoritaires 

de MICI non classifiées. Ces maladies, comme leur nom l’indique, provoquent l’inflammation de la 

muqueuse du tractus gastro-intestinal. A cause de l’absence de traitement curatif, les MICI sont 

caractérisées par l’alternance d’épisodes de poussées inflammatoires et d’épisodes de rémission plus 

ou moins longue dans la plupart des cas.  

La MC et la RCH sont définies et distinguées empiriquement par les caractéristiques cliniques, 

pathologiques, endoscopiques et radiologiques (Podolsky, 2002). Ci-dessous sont décrits brièvement 

quelques éléments qui distinguent la RCH de la MC.  

RCH 
La RCH implique le rectum et le côlon et s’étend dans un mode rétrograde continu. Le rectum est 

toujours impliqué chez les adultes. Les lésions sont en général dispersées et superficielles. Les 

ulcérations profondes ne sont observées que dans les cas sévères. L’activité de la maladie tend à 

diminuer avec le temps. Histologiquement, on peut observer l’augmentation du nombre des 

neutrophiles dans le lamina propria et les cryptes, où elles forment des micro-abcès.  

MC 
Contrairement à la RCH, la MC peut impliquer un site quelconque du tube digestif, de la bouche à 

l’anus, pendant la progression de la maladie. Les sites impliqués sont en discontinu et segmentés. 

Les principaux sites impliqués sont l’iléum et le côlon. La classification segmente la maladie en trois 

catégories : seulement iléale, seulement colique et iléocolique (Silverberg et al., 2005). Le site 

impliqué tend à être stable avec le temps. Les lésions ulcératives sont profondes et atteignent la sous-

muqueuse (inflammation transmurale). On peut observer histologiquement des agrégations des 

macrophages qui forment fréquemment des granulomes. 

Mortalité et risque de cancer 
La mortalité des patients avec la RCH n’est pas plus élevée que celle de la population générale ; alors 

que les patients avec la MC ont une mortalité plus importante par rapport à la population générale 

(Cosnes et al., 2011).  

Le risque de cancer colorectal est considéré traditionnellement plus élevé chez les patients avec la 

RCH (Gupta et al., 2007; Rutter et al., 2004a; Rutter et al., 2004b). Une étude sur une cohorte 

suédoise (Soderlund et al., 2010) a montré que les patients atteints d’une des deux formes majeures 

de MICI ont un risque plus important de cancer colorectal, mais le risque est différent selon le sexe. 

Cependant, une autre étude publiée plus récemment sur une cohorte danoise (Jess et al., 2012b) 

montre que le risque du cancer colorectal n’est pas plus élevé dans les deux formes de MICI que 

dans la population générale, à l’exception de certains sous-groupes de la RCH (ex. patients avec la 
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RCH diagnostiquée depuis l’enfance). Ces résultats contradictoires ont fait l’objet d’une méta-analyse 

récente (Jess et al., 2012a), qui montre qu’en se basant sur des cohortes de populations de différents 

pays, la RCH augmente le risque du cancer colorectal de 2,4 fois et que les facteurs comme le sexe 

masculin, le jeune âge de diagnostic de la RCH et la colite extensive augmentent ce risque. 

4.1 Epidémiologie descriptive 

L’incidence est le nombre de nouveaux cas apparus au cours d’un intervalle de temps donné. 

L’incidence des MICI est souvent donnée par 100 000 personnes-années. De nombreux articles 

scientifiques décrivent l’incidence des MICI dans différentes régions du monde. Ces données ont fait 

l’objet d’une revue par un médecin américain il y a une dizaine d’années (Loftus, 2004) et ont été 

revues récemment par des cliniciens français en 2011 (Cosnes et al., 2011). Les taux d’incidence et 

de prévalences les plus élevés sont généralement rapportés en Europe du nord, au Royaume-Uni et 

en Amérique du nord. Ce sont les régions géographiques qui ont été traditionnellement associées aux 

très fortes incidences des MICI.  

En Europe 
En Europe, un gradient décroissant d’incidences du nord vers le sud de l’Europe a été constaté. 

L’incidence en Europe central et du sud est en forte augmentation. L’étude collaborative européenne 

multicentrique (EC-IBD) a rapporté des taux d’incidence confondus de 8,7 – 11,8 cas/100 000 

personnes-années pour la RCH et 3,9 – 7,0 cas/100 000 personnes-années pour la MC (Shivananda 

et al., 1996). Cette étude EC-IBD a également indiqué que le gradient nord-sud des incidences 

devient moins important qu’espéré, puisque le taux d’incidence est en hausse dans les pays du sud 

alors qu’il est stabilisé dans les pays du nord. En extrapolant à la population de la communauté 

européenne (490 millions), il est estimé que 2,4 millions de personnes souffrent de MICI en Europe, 

dont 1 million avec MC et 1,4 millions avec RCH (Cosnes et al., 2011). 

En France 
En France, l’étude EPIMAD (Gower-Rousseau et al., 2013) qui a commencé un grand registre des 

patients atteints de MICI dans le nord de la France depuis 1988 a récemment publié ses résultats. 

Pendant les 20 dernières années (1988 – 2008), le taux d’incidence de la MC a significativement 

augmenté de 5,3 à 7,6 par 100 000 personnes-année, alors que celui de la RCH est resté stable à 4,4 

par 100 000 personnes-année. A l’opposé de la plupart des pays, l’incidence de la MC est supérieure 

à celle de la RCH dans les régions au nord de la France. Un autre résultat est que l’incidence de la 

MC chez les jeunes de moins de 20 ans a presque doublé en 20 ans. 

D’autres régions du monde 
Actuellement, les incidences et les prévalences des MICI dans d’autres régions du monde où les MICI 

sont traditionnellement rares, tels que l’Asie et l’Europe de l’est, sont en augmentation. L’étude 

récente sur l’Asie pacifique (Ng et al., 2013) a rapporté les taux d’incidence des MICI de 1,37 en Asie 

et de 23,67 en Australie, par 100 000 personnes-année. La Chine a le taux d’incidence le plus élevé 
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en Asie : il est de 3,44 par 100 000 personnes-année. Les nouvelles données des pays de l’Europe de 

l’est (Lovasz et al., 2013) constatent que l’incidence et la prévalence des MICI sont en train 

d’augmenter rapidement dans certains pays, atteignant des taux d’incidences presque aussi élevés 

que dans les pays de l’Europe de l’ouest. 

Le fait que l’incidence des MICI était basse dans les pays émergeants et est en hausse actuellement 

dans une société de plus en plus occidentalisée, suppose que les changements de style de vie, de 

l’alimentation et d’autres facteurs environnementaux contribuent à la hausse des incidences des MICI 

dans ces pays, ce qui nous amène à voir l’étiologie et la pathogenèse des MICI. 

4.2 Etiologie et pathogenèse 

Malgré tous les efforts de recherche et des progrès pour comprendre les MICI, l’étiologie de ces 

maladies reste toujours non élucidée. L’hypothèse actuelle la plus acceptée est la combinaison de la 

prédisposition génétique, des facteurs environnementaux et la réponse anormale immunitaire vis-à-vis 

du microbiote intestinal. 

4.2.1 Génétique 

Les facteurs génétiques découverts jusqu’à aujourd’hui influencent surtout la fonction barrière et 

l’immunité (innée et adaptative) de l’hôte. Le premier gène découvert associé avec les MICI est NOD2 

(désigné aussi comme CARD15 et IBD1) (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). D’autres gènes 

comme par exemple IL23R, ATG16L1 et IRGM ont été découverts par la suite (Duerr et al., 2006; 

Hampe et al., 2007; McCarroll et al., 2008; Rioux et al., 2007; Silverberg et al., 2007). NOD2 reconnaît 

un motif du peptidoglycane à travers le muramyl dipeptide (MDP) ; et module les réponses 

immunitaires innée et adaptative (Girardin et al., 2003). Le variant IL23R est associé à la protection 

contre les MICI (Dubinsky et al., 2007). Les ATG16L1 et IRGM sont des gènes qui jouent un rôle 

essentiel pour toutes les formes d’autophagie. Ils sont impliqués dans l’homéostasie intracellulaire et 

la résistance à l’infection et l’élimination des bactéries intracellulaires.  

Les études sur l’architecture génétique (genome-wide association studies, GWAS) ont récemment mis 

en évidence que 71 loci à risque pour la MC (Franke et al., 2010) et 47 loci à risque pour la RCH 

(Anderson et al., 2011). Ainsi le nombre total de loci à risque pour les MICI sont de 99, dont au moins 

28 loci sont partagés entre la MC et la RCH. 

4.2.2 Fonction barrière 

La fonction barrière joue un rôle important dans les MICI : i) la perméabilité anormale de l’intestin a été 

retrouvée dans une étape précoce de la pathogenèse de la MC (Irvine and Marshall, 2000). Elle 

augmente la pénétration des macromolécules et des bactéries intactes. ii) la couche de mucus est 

une barrière de protection importante de la muqueuse intestinale. Il a été rapporté que l’expression du 

gène MUC2 est différente chez les patients atteints de MICI. En effet, une perte d’expression de 
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MUC2 a été mesurée dans les muqueuses atteintes par rapport aux muqueuses saines (Buisine et al., 

2001). En adéquation avec cette observation, les souris Muc2-/-, déficientes en cellules à mucus, 

développent plus rapidement une colite plus sévère quand elles sont exposées à un agent chimique 

induisant la colite (Van der Sluis et al., 2006). Les travaux du Velcich et al. (2002) ont montré que les 

souris déficientes en Muc2 développaient un cancer colorectal (Velcich et al., 2002). Chez les patients 

atteints de cancer colorectal, la perte d’expression de la protéine MUC2 était corrélée 

significativement avec le faible taux de survie (Kang et al., 2011). iii) l’activation de la cascade de 

signalisation NF-κB dans les cellules épithéliales intestinales est supposée jouer un rôle clé dans la 

réponse immunitaire, réseau activé entre autre par NOD2 (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001) et 

par les cytokines pro-inflammatoires comme TNF et IL-1 (Al-Sadi and Ma, 2007).  

4.2.3 Microbiote 

L’idée que le microbiote est un facteur intervenant dans les MICI vient d’abord des observations sur 

les bénéfices du traitement antibiotique chez certains patients (Borody et al., 2007; Prantera et al., 

1994; Sutherland et al., 1991). Cette idée est renforcée par des études chez les souris « germ-free ». 

La colite se développe spontanément chez les souris déficientes en IL-2 dans les conditions 

« specific-pathogen-free », mais la sévérité est beaucoup moins importante quand elles sont 

maintenues dans les conditions « germ-free » (Contractor et al., 1998; Schultz et al., 1999). Une autre 

étude chez les souris déficientes en IL-10 (Sellon et al., 1998) a montré que les bactéries entériques 

résidentes sont nécessaires pour le développement spontané de la colite chez ces souris. En effet, les 

souris déficientes en IL-10 et maintenues dans les conditions « specific-pathogen-free » développent 

de la colite, alors que ce n’est pas le cas pour celles maintenues dans les conditions « germ-free ».  

Les analyses du microbiote des patients atteints de MICI ont révélé que le microbiote est moins 

diversifié chez ces patients, surtout en ce qui concerne les deux principaux groupes du phylum 

Firmicutes: C. leptum et C. coccoides (Sokol et al., 2008; Sokol et al., 2009). L’espèce dominante du 

groupe C. leptum, F. prausnitzii a été particulièrement diminuée chez ces patients (Sokol et al., 2009; 

Willing et al., 2009). De plus, l’absence de cette dernière au niveau terminal de l’iléum a été associée 

à un risque élevé de récidive après la chirurgie. Une étude très récente utilisant l’analyse 

phylogénétique du microbiote intestinal des patients atteints de MICI, des australiens autochtones et 

des australiens non autochtones montre que le microbiote des patients atteints de MICI a une 

abondance plus élevée en Firmicutes, alors que celui des sujets sains (australiens non autochtones) a 

une abondance plus élevée en Bacteroidetes, et que les australiens autochtones ont un microbiote 

abondant en Betaproteobacteria (Lyngkaran et al., 2013). 

Il y a également été rapporté qu’un type particulier d’Escherichia coli adhérant et invasif (AIEC) est 

retrouvé en nombre important chez les patients atteints de MICI (Darfeuille-Michaud et al., 1998). Les 

AIEC ont la capacité de stimuler la libération de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 (Martin et al., 2004; 

Subramanian et al., 2008) et ont la capacité de se développer à l’intérieur des macrophages (Bringer 

et al., 2006). Les macrophages infectés par les AIEC libèrent alors la cytokine pro-inflammatoire TNFα 

et se transforment en granulomes in vitro (Glasser et al., 2001; Rolhion and Darfeuille-Michaud, 2007).  



Introduction bibliographique 

52 

A ce jour, les mécanismes mis en jeu dans les interactions microbiote-hôte atteint de MICI ne sont pas 

élucidés. L’avancée de la recherche dans un futur proche sur le microbiome pourra aider 

considérablement sur la compréhension et la diversité fonctionnelle du microbiote dans le contexte 

des MICI. 

4.2.4 Réponse immunitaire 

Les réponses immunitaires sont aberrantes chez les patients atteints de MICI. Les mécanismes par 

lesquels les réponses du système immunitaire dérégulé initient et entretiennent les atteintes 

inflammatoires sur l’intestin ne sont toujours pas totalement clairs. Même si la réponse immunitaire 

innée semble être un prérequis pour l’activation excessive de l’immunité adaptative, cette dernière est 

en grande partie responsable des dégâts tissulaires chez les patients atteints de MICI. Les réponses 

adaptatives sont affectées au niveau de populations cellulaires résidentes et recrutées. Ce sont les 

cellules lymphocytes B sécrétant des IgA et des IgG, les cellules lymphocytes T qui sont dominées par 

un phénotype TH1, TH17 ou TH2 et les cellules T/B régulatrices (Xavier and Podolsky, 2007). 

En termes simplistes, la RCH semble manifester un profil du type TH2 et la MC, un profil du type TH1. 

En réalité, la distinction entre les 2 formes majeures de MICI n’est cependant pas si claire, les travaux 

récents montrent des chevauchements plus complexes. De plus, les cellules TH17 ont été récemment 

découvertes et leurs rôles dans les MICI sont en train d’être éclairés activement (Caprioli et al., 2008). 

Les cellules Treg semblent être impliquées dans la suppression des réponses immunitaires vis-à-vis 

des bactéries commensales (Allez et al., 2002) et sont présentes dans les segments coliques 

enflammés ou non de la RCH (Yu et al., 2007). Les cellules Breg jouent un rôle régulateur dans 

l’inflammation intestinale, mais sont présentes uniquement en état d’inflammation (Mizoguchi and 

Bhan, 2006). La fonction régulatrice des cellules Breg peut être accomplie directement par la 

production des cytokines régulatrices IL-10 et TGFβ, et aussi d’interagir avec des cellules T 

pathogéniques pour réduire les réponses immunitaires nocives.  

4.2.5 Environnement 

Les études chez les jumeaux monozygotes ont trouvé 50 – 60% de concordance pour la MC montrant 

l’importance du facteur génétique (Halfvarson et al., 2003; Orholm et al., 2000). Une étude plus 

récente montre 30 – 35% de concordance pour la MC et seulement 10 – 15% pour la RCH 

(Spehlmann et al., 2008). Ceci étant, le revers de la médaille, la grande proportion restante de 

discordance sur les individus ayant le même fond génétique indique l’importance des facteurs 

environnementaux, particulièrement dans le cas de la RCH. Un résultat intéressant de l’étude 

épidémiologique en Asie pacifique a montré que l’histoire familiale est moins commune en Asie qu’en 

Australie : 3% vs 17% (Ng et al., 2013), ce qui indique la part faible du facteur génétique, et la part 

très importante des facteurs non génétiques dans l’étiologie des MICI dans les nouveaux cas des 

pays en voie de développement.  
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Il semble que le mode de vie et l’alimentation dans les pays industrialisés ait un impact sur le profil de 

la colonisation des bactéries ainsi que leur composition dans l’intestin. Dans les pays émergeants, le 

style de vie et l’alimentation sont de plus en plus occidentalisés, et le taux d’incidence des MICI 

augmente en parallèle. Les lésions intestinales des MICI sont engendrées par une réponse 

immunitaire exagérée et dérégulée vis-à-vis des bactéries commensales dans l’intestin. Ainsi le 

changement des facteurs environnementaux (style de vie, alimentation, etc.) altère le microbiote, qui à 

son tour interagit anormalement avec le système immunitaire de l’hôte, semblerait être l’origine de 

cette dérégulation conduisant aux MICI. 

 

4.3 Etat inflammatoire dans la muqueuse 

L’inflammation normale de bas niveau est limitée par son autocontrôle, grâce à la production des 

cytokines anti-inflammatoires qui suit étroitement celle des cytokines pro-inflammatoires. Dans les cas 

des MICI, l’état chronique de l’inflammation semble imputable à une défaillance des mécanismes 

nécessaires pour maintenir les réponses inflammatoires à un bas niveau. 

4.3.1 Cytokines impliquées dans les MICI 

Comme présenté plus tôt dans la partie 4.2.4, la MC est souvent décrite comme une maladie associée 

aux cellules TH1, parce que les cytokines servant de médiatrices de l’inflammation sont des cytokines 

TH1, telles que IFNγ, TNFα et IL-12 ; alors que la RCH est souvent considérée comme une maladie 

associée aux cellules TH2, à cause de l’augmentation de l’expression des cytokines TH2, telles que IL-

5 et IL-13, même si l’association claire avec la cytokine TH2 IL-4 n’a pas été établie (Fuss et al., 1996). 

Mais la distinction des 2 formes de MICI en cytokines produites n’est pas si claire, surtout avec 

l’identification récente des cellules TH17 et leur rôle important dans diverses maladies (Wilke et al., 

2011). Ainsi, les MICI ont été, elles aussi, associées avec les cellules TH17, qui sont liées avec des 

cytokines IL-17, IL-21, IL-22 et IL-23 (Ahern et al., 2008). 

Les cytokines impliquées dans les MICI peuvent être classées en 2 catégories : les pro- et les anti-

inflammatoires. L’équilibre entre les 2 catégories de cytokines est essentiel pour l’homéostasie de 

l’intestin, et les patients souffrant de MICI ont une surproduction des cytokines pro-inflammatoires 

(Figure 11). Les cytokines pro-inflammatoires, telles que IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-

23, IFNγ et TNFα, jouent un rôle dans l’initiation et la progression des MICI, alors que les cytokines 

anti-inflammatoires, telles que IL-4, IL-10 et IL-13 contribuent également à l’état inflammatoire dans 

les MICI, puisqu’elles régulent la production des cytokines pro-inflammatoires à la baisse (Muzes et 

al., 2012). TGFβ en particulier jour un rôle régulateur dans les MICI. Cette cytokine influence les 

processus d’inflammation négativement et la synthèse du collagène positivement (Moustakas et al., 

2002; Muzes et al., 2012).  
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Figure 11. Les cytokines impliquées dans les MICI. 

 

Selon Műzes G. et al. World J Gastroenterol. 2012 November 7; 18(41): 5848–5861. 

 

 



Introduction bibliographique 

55 

De plus, le blocage des cytokines pro-inflammatoires est la cible thérapeutique des études cliniques et 

certains présentent un effet bénéfique (Perrier and Rutgeerts, 2011). Des agents anti-TNFα sont 

actuellement utilisés pour le traitement de la MC et la RCH et ont pu améliorer considérablement l’état 

des patients (Pineton de Chambrun et al., 2010). 

4.3.2 Stress oxydatif lié à l’état inflammatoire des MICI 

Les MICI sont considérées comme des maladies avec des « surcharges oxydatives ». L’inflammation 

crée des radicaux libres, tels que les espèces réactives de l’oxygène (ROS), comme par exemple le 

radical superoxyde (O2°-) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2), et les espèces réactives de l’azote 

(RNS) tels que le peroxynitrite ONOO° et le monoxyde d'azote NO°. 

L’activation des cellules inflammatoires donne lieu à la production de quantités importantes de 

superoxyde et de monoxyde d’azote, qui est catalysée par les enzymes NADPH oxydase (NOX2) et 

monoxyde d’azote synthase inductible (iNOS) respectivement. De plus, la réaction entre le 

superoxyde et le monoxyde d’azote forme un puissant oxydant, le peroxynitrite (Radi et al., 1991). En 

outre, NOX1 et iNOS sont aussi inductibles dans les cellules épithéliales intestinales en présence de 

cytokines pro-inflammatoires (Suh et al., 1999). 

Il existe des arguments suggérant que l’inflammation chronique de l’intestin est associée avec une 

production accrue des ROS et RNS, qui conduit à un état de stress oxydatif. Le radical libre le plus 

étudié chez les MICI est le NO. En mesurant la production de citrulline (qui est produite en même 

temps que le NO par l’iNOS de façon équimolaire) sur les biopsies des patients présentant une MICI 

active, il a été montré que la quantité de NO générée et l’activité de l’iNOS sont augmentées dans la 

muqueuse colique dans les cas de RCH et de MC (Guihot et al., 2000; Kimura et al., 1998; Middleton 

et al., 1993; Rachmilewitz et al., 1995). L’iNOS a été retrouvée non seulement dans la lamina propria, 

mais aussi dans l’épithélium de surface (Kimura et al., 1998). Cependant, l’activité de l’iNOS dans la 

muqueuse colique et donc la production du NO au cours de la MC est controversée (Boughton-Smith 

et al., 1993). En mesurant la concentration du NO par des électrodes (au cours d’une biopsie) 

directement, in situ, dans la muqueuse des patients atteints de RCH, il a été rapporté que la 

concentration du NO est augmentée dans la muqueuse colique avec ou sans signe d’inflammation 

(Iwashita, 1998). De plus, un autre composé, le H2O2 a été retrouvé également augmenté dans la 

muqueuse colique dans le cas de RCH (Cao et al., 2004). Dans le même sens, des auteurs ont 

rapporté une hausse de l’expression de l’enzyme NOX1 dans le tissu colique de patients souffrant de 

RCH et de MC (Szanto et al., 2005). 

GSH 
Pour neutraliser les radicaux libres et maintenir l’homéostasie redox, l’organisme met en place des 

systèmes d’antioxydants. Parmi les systèmes enzymatiques impliqués dans la balance redox 

intracellulaire, le glutathion joue un rôle très important. Le glutathion est un tripeptide (γ-L-glutamyl-L-

cysteinylglycine) formé par le glutamate, la cystéine et la glycine (Figure 12). La synthèse du 

glutathion peut être limitée par la disponibilité de cystéine intracellulaire (Lu, 1999). La source de la 
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Figure 12. La biosynthèse du glutathion. 

 

Selon Lu, S. C. Biochim Biophys Acta 2013,1830(5): 3143-3153. 

GCL : glutamate-cystéine ligase, qui est composée de sousunités catalytique (GCLC) et modificateur 

(GCLM). 
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cystéine peut être alimentaire, ou via la transsulfuration à partir de la méthionine (Shoveller et al., 

2005) (Figure 4). 

Il y a 2 formes de glutathion: le glutathion sous forme réduite (GSH), qui est la forme prédominante 

(>98%), et sous forme oxydée (GSSG). Le GSH réduit le H2O2 et le peroxyde lipidique par des 

réactions catalysées par l’enzyme glutathion peroxydase (GPx), et est ainsi oxydé en GSSG (Figure 

13). Le GSSG est à son tour réduit en GSH par la glutathion réductase (GR), formant ainsi un cycle 

redox (Lu, 2013). Le ratio GSH/GSSG détermine par conséquent le potentiel redox intracellulaire. 

Dans le cas du stress oxydant, la capacité de la cellule de réduire le GSSG en GSH est dépassée. De 

plus, comme le GSSG peut être exporté à l’extérieur de la cellule ou peut réagir avec les groupes 

sulfhydriles des protéines, cela peut conduire à une perte de GSSG. Dans ce cas, la concentration 

intracellulaire du GSH est donc très réduite. 

La teneur en glutathion dans la muqueuse intestinale des patients présentant une MICI a été 

mesurée, mais a donné des résultats contradictoires. Dans une étude, la teneur en GSH a été trouvée 

réduite avec l’augmentation de la teneur en GSSG dans les biopsies coliques de RCH (Tsunada et al., 

2003), alors que d’autres études n’ont pas montré de différence en glutathion dans les tissus coliques 

des malades de MC et de RCH (Kruidenier et al., 2003; Szanto et al., 2005).  

Myéloperoxidase (MPO) 
En plus des radicaux libres et de la machinerie enzymatique contrôlant leurs concentrations 

intracellulaires, les neutrophiles activés dans la muqueuse intestinale produisent également l’enzyme 

myéloperoxidase (Schultz and Kaminker, 1962). En effet, la MPO est contenue dans les granules des 

neutrophiles. Ces derniers sont libérées dans le phagosome pendant le processus de dégranulation 

qui permet de détruire les microorganismes phagocytés dans le phagosome intracellulaire (Klebanoff, 

1968). Pour ce faire, en présence de H2O2, la MPO oxyde les halogénures, le plus souvent le Cl- en 

raison de sa concentration dans les fluides biologiques, en l’acide hypohalogéneux correspondant 

dans un premier temps. L'acide hypochloreux (HOCl) est un oxydant puissant qui peut provoquer des 

dommages aux tissus. Ce composé est produit pour détruire les microorganismes phagocytés 

(Domigan et al., 1995; Klebanoff, 1968). Cependant, dans un deuxième temps, des composés 

toxiques, comme la chlorine, les chloramines et l’ozone, sont produits et peuvent être relâchés à 

l’extérieur de la cellule, où ils peuvent attaquer les tissus sains et contribuent à la pathogénèse de 

certaines maladies, comme par exemple les maladies rénales (Malle et al., 2003). La MPO peut aussi 

être libérée à l’extérieur de la cellule pour détruire une cible extracellulaire. L’activité de la MPO est 

souvent utilisée comme marqueur de l’inflammation et du stress oxydant dans des travaux 

scientifiques (Naito et al., 2007; Zhu and Li, 2012). 
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Figure 13. Le cycle redox GSH/GSSG. 

 

Selon Lu, S. C. Biochim Biophys Acta 2013,1830(5): 3143-3153. 
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4.4 Cicatrisation de la muqueuse 

La réponse de l’organisme vis-à-vis d’une lésion de la muqueuse intestinale (ex. ulcération) implique 

la migration des cellules épithéliales autour de la lésion pour couvrir la zone dénudée, c’est le 

phénomène de restitution de la muqueuse, ou appelée également en français la ré-épithélialisation. 

On parle de régénération quant à la prolifération subséquente des cellules pour repeupler la zone 

lésée et restaurer l’architecture et la densité cellulaire. 

Il y a grosso modo 2 types de lésions de la muqueuse intestinale : i) les lésions superficielles qui ne 

concerne que la partie la plus externe de la muqueuse et ne s’accompagne pas de phénomènes 

hémorragiques ; ii) les lésions profondes avec hémorragie (Lacy, 1988). Pour les lésions 

superficielles, les phases de restitution et de repopulation de courte durée peuvent être suffisantes 

pour restaurer la couche monocellulaire de l’épithélium (Argenzio et al., 1988; Feil et al., 1989; Lacy, 

1988). En fonction de la largeur et de la profondeur, les lésions plus importantes peuvent avoir besoin 

d’une prolifération très importante des cellules épithéliales pour couvrir complètement la zoné lésée. 

Les réponses immunologiques et le dépôt du tissu de granulation protecteur peuvent également être 

nécessaires pour restaurer la continuité de la muqueuse quand la lésion est très importante. 

4.4.1 Processus de cicatrisation  

La cicatrisation de la muqueuse intestinale implique plusieurs processus (Figure 14) qui sont plus ou 

moins indépendants (D. Brent Polk and Frey, 2012). Lors que la muqueuse non endommagée (Figure 

14A) subit une lésion qui desquame les cellules épithéliales (Figure 14B), le processus de la 

cicatrisation commence par la dépolarisation des cellules au bord de la lésion et la conversion en un 

phénotype migratoire (Figure 14C). Ensuite, les cellules s’aplatissent et migrent pour couvrir la zone 

dénudée afin de rétablir la barrière protectrice. Cette étape dure de plusieurs minutes à plusieurs 

heures en fonction de l’ampleur de la lésion (Figure 14D). Les cellules « leader » et « follower » 

migrent souvent ensemble comme une feuille, en maintenant les contacts rudimentaires pendant ce 

processus de restitution. La prolifération cellulaire repeuple ensuite l’épithélium (Figure 14E), 

permettant aux nouvelles cellules de reformer des jonctions serrées et de restituer le phénotype 

cylindrique typique des cellules de l’épithélium (Figure 14F). 

4.4.2 Mécanismes de la migration cellulaire 

La migration des cellules au bord de la lésion pour couvrir la zone lésée est une étape cruciale 

pendant le processus de la cicatrisation. La restitution ou la ré-épithélialisation rapide de la lésion 

permet de rétablir la barrière intestinale pour protéger l’organisme contre l’environnement extérieur.  

Suite à la perte des jonctions serrées entre les cellules épithéliales dans la zone de lésion (Figure 

15A), les cellules autour des zones de lésion subissent une transformation rapide en perdant leur 

phénotype traditionnel. Pour ce faire, les cellules réorganisent leur cytosquelette en actine (Figure 

15B), perdent leur bordure en brosse et l’orientation apicale/basolatérale, et montrent à la place une 
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Figure 14. Processus de la cicatrisation de la muqueuse intestinale. 

 

Selon Polk, D.B. et Frey, M.R., Physiology of the Gastrointestinal Tract. 2012,(1):1147-1168. 

 

Figure 15. Reptation lamellipode des cellules épithéliales. 

 

Selon Polk, D.B. et Frey, M.R., Physiology of the Gastrointestinal Tract. 2012,(1):1147-1168. 
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apparence aplatie et plus large avec un nouveau type de polarisation (Buck, 1986; Feil et al., 1987; 

Lacy, 1988). Ce changement morphologique a été décrit comme la dédifférenciation ou la transition 

épithéliale – mésenchymateuse (EMT). Cependant, il serait plus précis de décrire ce phénomène 

comme un changement réversible de phénotype fonctionnel puisque les cellules regagnent leur 

morphologie épithéliale une fois que la lésion est recouverte. De fait, dans une étude récente 

(Znalesniak et al., 2009), les caractéristiques de la EMT ne sont pas clairement retrouvées lors que 

l’on compare le profil d’ARNm des cellules IEC-18 (cellules épithéliales issues de l’iléum de rat) en 

restitution migratoires à celui des cellules stationnaires (cellules témoin). Cette réorganisation 

intracellulaire est réalisée grâce à la modification de l’assemblage des filaments en actine du 

cytosquelette par les enzymes de la sous-famille Rho des petites GTPases : Rac, Rho et Cdc42 

(Etienne-Manneville and Hall, 2002; Fenteany et al., 2000).  

La réorganisation du réseau d’actine permet dans un second temps l’apparition d’extensions de type 

lamellipode (Figure 15C), du bord de la lésion vers la zone dénudée. Ensuite, l’extension s’attache à 

la couche sous-jacente, permettant donc l’ancrage de l’extension lamellipode. Puis, la perte 

d’adhésion à l’arrière de la cellule (Figure 15D) permet la contraction et donc à la cellule de se 

rétracter, permettant à la cellule de se déplacer (Figure 15E). Un cycle de mouvement dit de reptation 

cellulaire est ainsi accompli. En d’autres termes, les cellules rampent vers la zone lésée afin de la 

refermer à l’aide de la répétition de ce cycle de mouvement (D. Brent Polk and Frey, 2012).  

La reptation lamellipode n’est pas le seul mécanisme permettant la migration cellulaire. Le mécanisme 

« purse-string » a aussi été suggéré. Selon ce modèle, les cellules au bord de la lésion développent 

un faisceau d’actine, et la contraction des cellules permet la couverture de la lésion. Ce mécanisme a 

été rapporté pour la cicatrisation des cellules cancéreuse colorectales Caco-2BBe in vitro (Bement et 

al., 1993) et sur la cicatrisation de la cornée in vivo (Danjo and Gipson, 1998).  

Différents mécanismes peuvent intervenir lors de la cicatrisation de l’épithélium intestinal. Les 

mécanismes semblent partiellement différents selon que l’on étudie l’intestin grêle ou le gros intestin. 

Les mécanismes précis impliqués en fonction des différentes situations physiopathologiques sont 

encore obscurs et il est probable que différents mécanismes puissent être actifs en fonction de la 

phase de cicatrisation d’une lésion donnée. 

4.4.3 Phase de régénération  

La restitution est suivie par une vague de prolifération cellulaire afin de repeupler la zone lésée et de 

permettre aux cellules aplaties de retrouver leur phénotype épithélial cylindrique. En effet, la phase de 

régénération est distincte de la phase de ré-épithélialisation en termes de temps et d’espace. In vitro, 

ces deux phases (ré-épithélialisation et régénération) semblent être contrôlées par des voies de 

signalisation différents en termes de facteurs de croissance et de protéines de matrice extracellulaire 

(Basson et al., 1992). La distinction en 2 phases est en accord avec les différents types de 

morphologie cellulaire observés pour chaque phase. De fait, les cellules arrondies typiques de la 

mitose sont peu à même d’être mobiles. De plus, les profils d’activation de kinases et d’expression de 
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gènes impliqués dans la migration et de la prolifération pourraient bien être incompatibles. En effet, il 

a été rapporté que les kinases ERK et p38 MAPK, stimulées par le facteur de croissance EGF, 

promeuvent la prolifération et la migration respectivement, et que l’activité de l’une des deux 

contrecarre celle de l’autre (Frey et al., 2004). Un autre facteur de croissance, le TGF-β, a également 

été décrit comme capable de stimuler la migration et d’inhiber la prolifération dans le modèle des 

cellules épithéliales iléales IEC-6 (Dignass and Podolsky, 1993; Ko et al., 1998). Il convient toutefois 

de souligner que ces résultats ont été observés sur les modèles in vitro, alors que la situation de 

cicatrisation in vivo est en réalité beaucoup plus compliquée. Toutefois, des études in vivo à la fin des 

années 80 montrent la migration rapide des cellules épithéliales intestinales suite à une lésion suivie 

par une vague de prolifération tardive ce qui confirme bien la dissociation entre la migration et la 

prolifération (Feil et al., 1989; Feil et al., 1987). Enfin, une étude in vivo beaucoup plus récente (Seno 

et al., 2009) utilisant un système de lésion aiguë de la muqueuse du côlon analogue à la technique de 

biopsie cutanée a montré également l’existence de deux phases distinctes lors de la cicatrisation ; la 

phase proliférative survenant seulement à partir du jour 2 post-lésion.  

4.4.4 Réponses immunitaires  

En réponse à une lésion tissulaire, un réseau de signalisations initie et maintient la réponse impliquée 

dans la réparation du tissu atteint. Cela implique l’activation et la migration dirigée des leucocytes : 

neutrophiles, monocytes et éosinophiles depuis le système sanguin vers les sites de lésion. Les 

mastocytes du tissu jouent aussi un rôle important en libérant des médiateurs nouvellement 

synthétisés et stockés (Coussens and Werb, 2002). 

Les polynucléaires neutrophiles sont en général les premiers recrutés en réponse à l’inflammation 

aiguë. Ces cellules initient la cicatrisation de la lésion (Feiken et al., 1995; Hubner et al., 1996). 

En réponse à la lésion tissulaire, les phagocytes mononucléaires (les progéniteurs des macrophages), 

migrent depuis le système sanguin et se différencient en macrophages dans le tissu. Ils migrent 

ensuite vers le site d’inflammation. Cette migration est guidée par de  nombreux facteurs 

chimiotactiques, comme par exemple TGFβ, MIP1, TNFα et IL-1β. Le nombre de neutrophiles diminue 

lorsque la population de monocytes/macrophages se déploie dans la zone lésée. Une fois activés, les 

macrophages sont la source principale des facteurs de croissance et des cytokines (TGF-β1, PDGF, 

bFGF, TGFα, IGF-I et -II, TNFα et IL-1), qui modulent la cicatrisation tissulaire (Coussens and Werb, 

2002).  

4.4.5 Cicatrisation de la muqueuse et bénéfice thérapeutique  

L’importance de la cicatrisation de la muqueuse est de plus en plus reconnue et considérée comme 

une cible thérapeutique majeure que ce soit dans la pratique clinique des MICI ou dans les études 

cliniques pour évaluer l’efficacité des nouveaux traitements (Dave and Loftus, 2012; Pineton de 

Chambrun et al., 2010) 
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Encore récemment, le but du traitement des MICI était d’induire et de maintenir l’amélioration des 

symptômes ou de la rémission dans le meilleur des cas. Cependant, ces traitements ne modifient pas 

l’évolution et l’issue naturelle à long-terme des MICI (Rutgeerts et al., 2007). Les publications récentes 

ont montré une corrélation entre le degré de cicatrisation de la muqueuse et une évolution plus 

favorable des MICI (Froslie et al., 2007; Peyrin-Biroulet et al., 2011; Pineton de Chambrun et al., 

2010). De fait, chez les patients atteints de MC et de RCH, la cicatrisation de la muqueuse est 

associée avec moins de rechutes, d’hospitalisations, de recours à la chirurgie et de lésions 

intestinales graves (fistules) pour la MC ; et réduit le risque du cancer colorectal chez les malades 

atteints de la RCH (Peyrin-Biroulet et al., 2011). 

Définition de la cicatrisation de la muqueuse 
En théorie, la cicatrisation de la muqueuse peut être définie comme la cicatrisation endoscopique 

complète de toute lésion inflammatoire et ulcérative de la muqueuse intestinale dans le cadre de la 

MC et de la RCH (Pineton de Chambrun et al., 2010).  

En pratique, il n’y a pas encore de définition validée sur ce que constitue véritablement la cicatrisation 

de la muqueuse pour les MICI (D'Haens et al., 2007; Sandborn et al., 2002). Une conférence de 

consensus international a proposé en 2007 la définition de la cicatrisation de la muqueuse pour la 

RCH comme l’absence de friabilité, de sang, d’érosions et d’ulcères dans tous les segments visualisés 

de la muqueuse de l’intestin (D'Haens et al., 2007). Pour la MC, il a aussi été proposé une définition 

de la cicatrisation de la muqueuse qui inclut l’absence d’ulcères. En terme simple, la cicatrisation de la 

muqueuse est l’absence de lésions visibles. Cependant, les experts ont considéré ces définitions 

comme des « prises de position » qui nécessitent d’être validées et standardisées (D'Haens et al., 

2009).  

 

4.5 Modèle expérimental : colite induite par le DSS  

Afin d’étudier la pathogénèse et la physio-pathologie des MICI et tester l’efficacité d’agents 

thérapeutiques et/ou nutritionnels dans les études précliniques, il existe une dizaine de modèles de 

MICI expérimentales sur animaux, dont la colite induite par le DSS (Dextran Sodium Sulfate). Chez les 

rongeurs, c’est un modèle largement utilisé (plus de 1500 références sur Pubmed) en raison de ses 

similarités avec les MICI humaines, sa simplicité d’utilisation et la relativement bonne reproductibilité 

des lésions coliques (Elson et al., 1995).  

Le premier article qui rapporte l’utilisation du DSS date de 1985 chez le Hamster (Ohkusa, 1985). Le 

DSS est actuellement beaucoup utilisé chez la souris ou le rat. Le DSS est un polysaccharide sulfaté, 

qui est administré aux animaux dans l’eau de boisson. Le poids moléculaire du DSS, qui varie 

beaucoup selon le fournisseur, est un facteur important pour induire la colite (Kitajima et al., 2000). 

Les souris traitées par du DSS de 40 kDa développent une colite dans le côlon médian et distal, alors 
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qu’avec le DSS de 5 kDa, les souris développent des lésions dans le caecum et le côlon proximal 

(Kitajima et al., 2000). 

En plus du poids moléculaire, la concentration, la durée et la fréquence d’administration (cyclique ou 

pas) peuvent beaucoup influencer la colite induite, qui peut être aiguë ou chronique, voire 

dysplasique. En plus des facteurs liés au DSS, d’autres facteurs comme la susceptibilité génétique de 

l’animal (sexe, espèce, souche) (Melgar et al., 2005), le microbiote intestinal (Sellon et al., 1998) et les 

conditions d’hébergement sont susceptibles d’influencer l’induction de la colite. Le stress joue 

également un rôle (Melgar et al., 2008). 

Les caractéristiques cliniques et histologiques de la colite induite par le DSS ressemblent à celles des 

MICI observées chez les humains. Les signes cliniques sont : la perte de poids, la diarrhée, la 

présence de sang dans les fèces, l’anémie, voire la mort. Les caractéristiques histologiques dans la 

phase aiguë de la colite sont : la perte de l’architecture des cryptes, l’infiltration des neutrophiles dans 

la lamina propria et la sous-muqueuse, la cryptite, l’abcès de crypte, les œdèmes, et l’apparition 

d’ulcération voir d’érosion (Cooper et al., 1993; Kullmann et al., 2001). 

Le mécanisme par lequel l’administration du DSS induit la colite est supposé être lié à son effet sur 

l’osmolarité du contenu luminal colique, à sa toxicité vis-à-vis des cellules épithéliales coliques et à 

ses effets délétères sur l’intégrité de la barrière intestinale. Il a été rapporté que dans ce modèle, 

l’expression de protéines des jonctions serrées est diminuée (Poritz et al., 2007) et que la perméabilité 

colique est augmentée par le DSS (Yan et al., 2009). Une étude très récente a trouvé que le DSS peut 

former des nano-vésicules avec les acides gras à chaîne moyenne qui sont présents dans la lumière 

colique et ce nano-lipocomplexe est capable de fusionner avec la membrane cellulaire des 

colonocytes, et donc de pénétrer dans le cytoplasme, induisant ainsi l’activation des voies de 

signalisation inflammatoires (Laroui et al., 2012). Il est également possible que le DSS puisse être un 

précurseur de sulfure d’hydrogène dans le contenu colique. 

La colite induite par le DSS est associée avec une augmentation de différentes cytokines et 

chemokines. En effet, les expressions de gènes des cytokines TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, IFNγ et 

des chemokines KC et MIP-2 sont augmentées chez la souris C57BL/6 ayant été traitées avec du 

DSS à 3,5% pendant 5 jours (Yan et al., 2009). Leurs expressions diminuent progressivement après 

l’arrêt du DSS, mais restent à un niveau élevé. L’activité de la MPO, qui est utilisée comme marqueur 

de l’inflammation, est également augmentée et reste à un niveau élevé 9 jours après l’arrêt du DSS 

(Yan et al., 2009). Il a été rapporté que le modèle DSS est caractérisé, sur la base de la mesure des 

cytokines, par des profils TH1 et TH2 (Dieleman et al., 1998). Une autre étude plus récente montre que 

le modèle de colite induite par le DSS présente un profil de réponse immunitaire du type TH1 (IFNγ), 

mais ne présente pas de profil du type TH17 (Kim et al., 2011). 
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Messages clé: 

ü Les MICI ont une incidence relativement élevée dans les pays 

industrialisés mais aussi une incidence croissante dans les pays 

émergents. 

ü La génétique, l’environnement et l’interaction microbiote-immunité 

semblent être des facteurs qui participent au déclenchement de ces 

maladies. 

ü La MC et la RCH sont les 2 formes majeures de MICI. 

ü Il n’y a pas de traitement curatif des MICI, qui sont caractérisées par 

une alternance entre les rémissions et les rechutes, mais des 

traitements symptomatiques. 

ü La cicatrisation de la muqueuse intestinale émerge et s’impose de plus 

en plus comme une cible dans le traitement et les études cliniques. 

ü Le modèle de colite induite par le DSS sur les murins est largement 

utilisé pour sa simplicité, sa reproductibilité et une certaine homologie 

avec les MICI humaines.  
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5 Article 1 : Un régime riche en protéines modifie le microbiote 
colique et l’environnement luminal mais pas le métabolisme des 
colonocytes dans le modèle rat: la connection # 

#Article soumis au American Journal of Physiology Gastrointestinal and Liver Physiology le 21 

novembre 2013. 

 

Une alimentation riche en protéines par rapport aux apports nutritionnels conseillés est largement 

répandue dans les pays industrialisés. Avec le développement économique, les populations des pays 

émergents adoptent un mode de vie de plus en plus occidentalisé. Cependant, la limite maximale non 

délétère de l’apport en protéines reste encore inconnue. La consommation de régimes riches en 

protéines augmente les quantités de protéines et peptides qui passent la jonction iléo-caecale et 

fournit donc des substrats supplémentaires aux milliards de bactéries faisant partie de notre 

microbiote colique. 

La manière dont les facteurs environnementaux, comme l’alimentation, modulent le microbiote 

intestinal chez l’Homme reste obscure. Les études nutritionnelles chez l’animal sont susceptibles de 

nous éclairer sur cette problématique. Au moment où cette thèse a été entreprise, il existait très peu 

de données à propos des effets d’un régime hyperprotéique sur l’écosystème colique (microbiote, 

colonocytes) et peu de données sur les conséquences au niveau intestinal de la consommation de 

tels régimes. 

L’utilisation de ces protéines et acides aminés par le microbiote conduit à la production des 

métabolites bactériens, tels que les AGCC, acétate, propionate et butyrate principalement ; mais aussi 

les iso-acides gras à chaîne courte (ou acides gras à chaîne branchée) qui sont produits par les 

bactéries du microbiote exclusivement à partir de certains acides aminés. Le butyrate est un substrat 

énergétique préférentiel des colonocytes, et a de nombreux effets sur ces cellules et la physiologie 

colique. Cependant, les transporteurs des AGCC au niveau des colonocytes ont été encore 

relativement peu étudiés en situation d’interventions nutritionnelles. 

La présente étude a pour objectif d’évaluer l’influence d’un régime riche en protéines sur la 

composition et la biodiversité du microbiote et sur le métabolisme des colonocytes. 

Afin de répondre à cet objectif, nous avons utilisé le rat mâle de souche Wistar comme modèle animal. 

Les animaux ont été nourris soit avec un régime hyperprotéique (53% de protéines), soit avec un 

régime témoin isocalorique normoprotéique (14% de protéines) pendant 15 jours. Au moment du 

sacrifice, le contenu luminal du gros intestin (caecum et côlon) a été récupéré pour mesurer la 

composition du microbiote, la teneur en acides organiques et en acides gras à chaîne courte (AGCC) ; 
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ensuite, les colonocytes ont été isolés à partir du côlon pour mesurer l’expression des transporteurs 

d’AGCC et l’oxydation de butyrate. 

Les résultats que nous avons obtenus montrent des changements dans la composition et dans la 

diversité du microbiote du gros intestin des rats après l’ingestion du régime hyperprotéique, ainsi que 

des modifications marquées des quantités d’acides organiques et d’AGCC produits par le microbiote. 

Cependant, l’expression des transporteurs d’AGCC dans les colonocytes n’est pas modifiée, ni la 

capacité d’oxydation du butyrate par ces derniers. Comme attendu, les animaux ayant suivi le régime 

hyperprotéique ont pris moins de poids par rapport aux animaux contrôle, mais leur perte en AGCC 

dans les fèces est deux fois plus importante. 

En conclusion, nous pouvons suggérer que dans le cas du régime hyperprotéique, il y a un transfert 

de protéines et peptides de l’intestin grêle vers le gros intestin où ces composés sont dégradés et 

fermentés par le microbiote avec au bout de chaîne plus de production d’AGCC, métabolites 

terminaux. La composition et la diversité du microbiote sont modifiées par le régime hyperprotéique 

mais les concentrations d’AGCC sont maintenues dans le contenu luminal du gros intestin ; ceci en 

raison d’une augmentation quasi proportionnelle de la masse des contenus coliques. Il en résulte une 

homéostasie du métabolisme du butyrate dans les colonocytes. Cet acide gras à chaîne courte est 

connu pour jouer un rôle central dans le renouvellement de l’épithélium du gros intestin. 
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Abstract 19 

High-protein diets are used for body weight reduction but consequences on luminal environment and 20 

on colonocyte metabolism are poorly known. Here, rats were fed for 15 days with either a 21 

normoproteic diet (NP, 14% protein) or a hyperproteic isocaloric diet (HP, 53% protein). Cecum and 22 

colon were recovered for analysis. Short- and branched-chain fatty acids, as well as lactate, succinate, 23 

formate and ethanol contents were markedly increased in the colonic luminal content of HP rats 24 

(p<0.05 or less) but to a lower extent in the cecal luminal content. This was associated with reduced 25 

concentrations of the C.coccoides and C.leptum groups and F.prausnitzii in both the cecum and colon 26 

(p<0.05 or less). In addition, the microbiota diversity was found to be higher in the cecum of HP rats 27 

while this parameter was lower in the HP colon when compared with NP rats. In HP rats, the colonic 28 

and cecal luminal content weights were markedly higher than in NP rats (p<0.001). Thus similar 29 

butyrate, acetate and propionate concentrations were calculated in the colonic luminal content. 30 

Accordingly, the expression of MCT1 and SMCT (which is increased by higher butyrate concentration) 31 

as well as the colonocyte capacity for butyrate oxidation were not modified by the HP diet; while the 32 

amount of butyrate in feces was increased (p<0.01). The lost of energy in feces allowing homeostasis 33 

of butyrate metabolism in colonic epithelial cells despite modified luminal environment following HP 34 

diet consumption is discussed. 35 

 36 

Keywords 37 

High protein diet, microbiota, short chain fatty acids, transport, metabolism. 38 

39 
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Introduction 40 

High-protein (HP) diets are commonly used for body weight loss (35, 37). In fact, such diets have been 41 

shown to increase satiety, to modify lipid metabolism and to facilitate short- and middle-term weight 42 

reduction (24, 57, 67). However, the consequences on gut microbiota composition, on microbial-43 

derived metabolites in the large intestine luminal content, and on colonocyte epithelial cell metabolic 44 

capacities have been little studied.  45 

Increasing protein intake induces an increase in the proportion of nitrogenous compounds – mainly 46 

protein, peptides and to a lesser extent amino acids - entering the large intestine (13, 23, 25, 48, 60). 47 

They are subjected to luminal proteolysis and subsequent metabolism by the large number of 48 

microorganisms of the large intestine microbiota (about 1011 to 1012 viable bacteria per g content) (29) 49 

leading to the production of numerous amino acid-derived metabolites (8, 26, 32) including phenols, 50 

indoles, amines, sulfide, ammonia and monocarboxylic acids. Monocarboxylic acids include short-51 

chain fatty acids (SCFA), branched-chain fatty acids (BCFA) and several other organic acids. In 52 

contrast to SCFA which are produced from indigestible carbohydrates, other metabolites such as 53 

BCFA are produced by the microbiota exclusively from amino acids (51). Changes in diet composition 54 

may affect the composition and metabolic activities of the microbiota that adapts to the new colonic 55 

luminal environment and substrate availability. Phyla composing the microbiota are known to be quite 56 

stable over the life, but the dietary composition influences the repartition of species and functional 57 

groups (65). This has been particularly documented for carbohydrates, fibers and more recently for 58 

fat-rich diets (27, 28, 47). In contrast few studies have addressed the influence of protein-rich diet on 59 

the composition and activity of the gut microbiota (8). 60 

The colonic luminal environment may influence colonic epithelial cell metabolic capacities. SCFA and 61 

other monocarboxylic acids like lactate are absorbed from the lumen to the colonocyte cytosol by 62 

transport processes involving the monocarboxylate transporter 1 (MCT1), the protein CD147 (that 63 

participates to the apical expression of MCT1), and the sodium monocarboxylate transporter 1 64 

(SMCT1) (11, 53). The absorbed components are partly metabolized mainly through oxidation 65 

pathways and used as energy substrates by colonic epithelial cells, the unmetabolized fractions being 66 

recovered in the portal blood plasma and used by other tissues (3, 18). These bacterial metabolites, 67 

and particularly butyrate, are involved in numerous processes regarding colonocytes metabolism and 68 

physiology including expression of MCT1 (10, 16), sodium-dependent fluid absorption (6), cell 69 
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proliferation (20), histone acetylation and gene expression (1, 20). Indeed, butyrate is considered as 70 

the preferential oxidative substrate for colonocytes (19, 54). In contrast with butyrate and propionate, 71 

which are mainly metabolized by the intestinal mucosa and liver, acetate is recovered in significant 72 

amount in the systemic blood (18). 73 

The present study aims at evaluating the influence of HP diet on the composition of the intestinal 74 

microbiota, on the composition of SCFA, BCFA and other organic acids in cecal and colonic contents 75 

and on putative modifications of energy metabolism in colonic epithelial cells. The central role of 76 

butyrate on colonocyte physiology suggests the necessity of an exquisite regulation of butyrate 77 

availability for both energy production and gene expression in these cells (1, 2, 34, 58, 61). Thus, we 78 

evaluated if the modifications of the gut ecosystem following high protein diet ingestion is associated 79 

with metabolic changes towards butyrate (and other energy substrates) in isolated colonic epithelial 80 

cells, or if conversely, metabolic homeostasis is maintained in these cells after such a dietary 81 

modification. 82 

 83 

Materials and Methods 84 

Animals, diets and colonocyte isolation 85 

Wistar male rats (150g) were acclimatized for 6 days to receive a standard rodent diet containing 16% 86 

(w/w) protein. Then they were randomly allocated to either NP diet containing 14% (w/w) protein or HP 87 

isocaloric diet (by decreasing digestible carbohydrates) containing 53% (w/w) protein (Table 1). After 88 

15 days of experimental diet, animals were anesthetized with pentobarbital sodium (40 mg/kg body 89 

weight) and total cecal and colonic luminal contents were collected by expulsion. Luminal contents 90 

(0.2 g) were taken after homogenization for bacterial DNA extraction and the remaining was frozen in 91 

liquid nitrogen and kept at -80°C for subsequent analysis. The whole colon was used for colonocyte 92 

isolation using the perfusion method with EDTA as described (49). The present protocol received 93 

written agreement from the local animal ethical committee (COMETHEA at Jouy-en-Josas, France, N° 94 

11/042 and N°12/090). 95 

Bacterial DNA extraction 96 

Bacterial DNA extraction of fresh cecal and colonic luminal contents was performed with QIAamp® 97 

DNA Stool Mini kit (Qiagen). The DNA concentration and purity were measured with Nanodrop®. The 98 
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DNA integrity was confirmed by electrophoresis on agarose gel with GelredTM staining. Extracted 99 

bacterial DNA was normalized to 30 ng/µl for subsequent real-time qPCR assay. 100 

Analysis of microbiota composition by real-time qPCR 101 

The main bacterial groups of the intestinal microbiota were quantified by real-time qPCR using specific 102 

primers (Table 2A) and SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics) in a LightCycler® 480 103 

instrument (Roche Diagnostics) as previously described (55). The bacterial groups included total 104 

bacteria, Bifidobacterium, Lactobacillus group, Bacteroides fragilis group, C. coccoides group, 105 

C.leptum group, Enterobacteriaceae, Desulfovibrio spp. and F. prausnitzii. Standard curves of each 106 

bacterial group were generated from serial dilutions of a known copy number of the target gene cloned 107 

into a plasmid vector. For each reference strain, the 16S rRNA gene was cloned into a pGEM-T Easy 108 

Vector System (Promega). An E. coli strain was transformed with the recombinant plasmid and 109 

plasmid DNA was extracted from E. coli by the miniprep method. 110 

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 111 

PCR amplifications with universal primers and DGGE analysis were performed as described (56). 112 

Renyi’s entropy (diversity profile) was used to explore differences in bacterial species detected by 113 

DGGE and DNA sequencing between the different diets. The formula of Renyi’s entropy is: 114 

 115 

where S is the number of species in the sample and Pi is the proportion of the species i in the sample. 116 

Diversity profiles are calculated by changing the value of α from 0 to infinity. Their graphical display 117 

provides diversity ordering of samples. A sample profile always above the profile of another sample 118 

indicates a higher diversity. The shape of the profile is an indication of evenness. The flatter the curve 119 

is, the higher the evenness is. Renyi’s entropy also provides information on three further diversity 120 

index values: species richness (S) for α=0, Shannon index (H´) for α=1 and Simpson index (1-D) for 121 

α=2. (64). 122 

Analysis of SCFA, BCFA and other organic acids in luminal contents and in feces 123 

Cecal and colonic contents recovered at the sacrifice were immediately weighted. The feces were 124 

recovered during the 3 days before sacrifice. All the organic acids and ethanol were extracted from 125 

contents and feces by vigorous homogenization with diluted ultra-pure water followed by centrifugation 126 
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(14 000 g, 15 min at 4°C). The SCFA and BCFA in the supernatants were then derivatized by 127 

esterification and analyzed with a gas chromatograph equipped with a capillary column (30 m, 0.32 128 

mm ID, RestekRtx 502.2) and fitted with a flame ionization detector using a modification of the method 129 

of Kristensen et al. (38). The amounts of SCFA and BCFA were determined by external standards with 130 

reference to internal standards. Formate, L- and D-lactate, succinate and ethanol were measured in 131 

cecal and colonic samples using the Megazyme® biochemical assay kits (Megazyme) according to 132 

manufacturer’s instructions. To calculate the percentages of ingested energy lost in feces as SCFA, 133 

we used the corresponding values as defined by Livesey and Elia (41) with acetate representing 3.48 134 

kcal/g, propionate representing 4.93 kcal/g and butyrate representing 5.92 kcal/g. 135 

Metabolic assays in isolated colonocytes 136 

Isolated colonocytes were resuspended in Krebs–Henseleit bicarbonate buffered medium (pH 7.4), 137 

enriched with 10 mg/mL BSA. The incubation medium was equilibrated against a mixture of O2/CO2 138 

(19/1, v/v). D-glucose, L-glutamine, n-butyrate and L-lactate oxidation by isolated colonocytes was 139 

carried out at 37°C in the incubation medium containing 5 mM D-glucose containing tracer amounts of 140 

D-(1-14C)-glucose or 1 mM L-glutamine containing tracer amount of L-(U-14C) glutamine or 2 mM 141 

sodium butyrate containing tracer amount of n-(1-14C) butyrate (sodium salt) or 2 mM L-lactate 142 

containing tracer amount of L-(U-14C)-lactate. The incubation was stopped with perchloric acid (3% 143 

final concentration) and radioactive CO2 was measured by liquid scintillation after trapping in 144 

methylbenzethonium hydroxide. Lactate production by colonocytes from 5mM D-glucose was 145 

determined in the incubation medium using a colorimetric system as described by the manufacturer 146 

instructions (Biovision/Clinisciences, France). 147 

Gene expression analysis in colonocytes 148 

Total RNA was extracted from isolated colonocytes using Trizol extraction derived from the method of 149 

Chomczynski and Sacchi (14). A subsequent step of DNase and purification was done with the 150 

RNeasy Mini Kit and DNase I (Qiagen). Then sample quality was controlled by 260/280 nm absorption 151 

ratio measured with Nanodrop® (between 1.8 and 2.0) and checked on 1% agarose gel. For real-time 152 

RT-PCR analyses, 1 µg total RNA was first reverse transcribed using the High Capacity cDNA Archive 153 

kit (Applied Biosystems). Reverse transcribed RNA (5 ng of cDNA) were amplified on a thermal cycler 154 

(ABI prism 7900 HT, Applied Biosystems) using the SYBR green fluorescence method and specific 155 

primers (Table 2B). Results were analyzed with the SDS 2.1 real time detection system software. 156 
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Quantification of RNA was carried out by comparison of the number of cycles required to reach 157 

reference and target threshold values (δ-δCt method) and was normalized using Ribosomal Protein 158 

L13a (Rpl13a) mRNA. 159 

Western blot analysis of MCT1 and SMCT1 in colonocytes 160 

The cell surface expression of MCT1 and SMCT1 was achieved using the cell surface protein isolation 161 

kit (Pierce Biotechnology). Briefly, surface proteins of isolated colonocytes were biotinylated with the 162 

membrane-impermeant reagent Sulfo-NHS-LC-Biotin during 30 min at 4°C. The reaction was 163 

quenched and after a washing step, membrane proteins were solubilized by incubation in Triton X-100 164 

containing buffer. Biotinylated proteins were bound to ImmunoPure immobilized streptavidin (Pierce), 165 

washed 3 times, and then dissolved in Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8 with 50 mM DTT. 166 

Equal amounts of protein were loaded onto 4–12% NuPAGENovexBis-Tris gel (Invitrogen) and run 167 

using 1x NuPage MES buffer. The XCellSureLock Mini Cell (Invitrogen) was used for electrophoresis. 168 

Protein was then transferred to Hybond ECL membranes which were blocked for 2 h at room 169 

temperature using 1x TBS (pH 7.5), 0.05% Tween 20, and 5% [w/v] non-fat dry milk and incubated 170 

overnight (4°C) with polyclonal antisera raised against rat MCT1 (Millipore, 1:5000) or rat SMCT1 171 

(Santa Cruz Biotechnologies, 1:500) diluted in 1x TBS (pH 7.5), 0.05% Tween 20 and 5% [w/v] BSA. 172 

Nitrocellulose membranes were then washed with 1x TBS, 0.05% Tween 20 and incubated for 1h at 173 

room temperature with horseradish peroxidase–linked secondary antibody anti-chicken IgG to reveal 174 

MCT1 or anti-goat to reveal SMCT1. Bound antibody was visualized using ECL (Enhanced 175 

ChemiLuminescence) system according to the manufacturer instructions (Pierce Biotechnology). 176 

Immunofluorescence analysis of MCT1 and SMCT1 in colon 177 

For immunohistochemical studies, segments of colon were immediately fixed in 4% paraformaldehyde 178 

and embedded in paraffin. Four micrometer tissue sections were subjected to deparaffinization and 179 

washed with TBS plus 0.025% Triton X-100. Non-specific binding sites were then blocked for 2h at 180 

room temperature with TBS plus 1% BSA and 10% normal serum. Then the sections were incubated 181 

with MCT1 antibody (1:500) and SMCT1 antibody (1:100) diluted in TBS plus 1% BSA in a humidified 182 

chamber at 4 °C overnight. Subsequently, the sections were washed 2 times in TBS plus 0.025% and 183 

exposed for 1 hour to AlexaFluor 488 conjugated secondary antibodies diluted in TBS plus 1% BSA. 184 

After washing in TBS, sections were mounted using Vectashield mounting medium (Vector Lab). 185 

  186 
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Statistical analysis 187 

The results are expressed as mean values ± SEM. Statistical analyses were performed by using SAS 188 

9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Rats’ body weight and food intake analysis were performed 189 

using the mixed model for repeated-measure analysis and the differences between NP and HP groups 190 

at each time point are revealed by Tukey post hoc test. The Welch’s t-test was used to compare two 191 

groups. The difference in microbiota composition was analyzed by Mann-Whitney-Wilcoxon test. The 192 

prevalence of bacterial species identified by PCR-DGGE was analyzed by Fisher’s test. Differences 193 

with p values < 0.05 were considered as statistically significant. 194 

 195 

Results 196 

Body weight gain and weight of the cecal and colonic contents 197 

Differences in rats weight gain of the HP group compared to the NP group was significantly more 198 

marked in the 2nd half period of diet intervention (Figure 1A), whereas the differences in their daily food 199 

intake were more marked in the 1st half period (Figure 1B). The weight of the cecal and colonic luminal 200 

contents was increased by 136% and 172% respectively in HP animals when compared with NP 201 

animals (Figures 1C and 1D). 202 

Microbiota composition,biodiversity and species prevalence 203 

The results of the effects of the HP diet on gut microbiota composition determined by real time PCR 204 

are shown in Table 3. The total bacterial concentration was slightly but significantly decreased (1.3 205 

fold) in the colon of HP animals when compared to NP animals. However, total bacterial 206 

concentrations detected in the cecal luminal content were similar between NP and HP animals. C. 207 

coccoides group gene copy numbers had a 4.3 fold and 1.6 fold decline in cecum and colon of HP 208 

animals, respectively, compared to NP diet. A marked decrease of C. leptum group gene copy 209 

numbers was also detected in cecum and colon of HP group with respectively 2.2 and 3.4 fold change 210 

comparing to NP animals. Finally F. prausnitzii gene copy numbers were dramatically decreased in 211 

both cecum (2.3 fold) and colon (4.6 fold) after HP diet. The concentrations of Bifidobacterium, 212 

Lactobacillus group, Bacteroides frafilis group, Enterobacteriaceae and Desulfovibrio spp. did not 213 

differ significantly between the HP and NP groups. 214 
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Bacterial community fingerprint in the cecal and colonic luminal content was analysed by PCR-DGGE. 215 

The DNA banding pattern obtained was used to determine the species diversity with the Renyi’s 216 

entropy (Figure 2). HP diet consumption when compared to NP diet increased diversity, richness and 217 

evenness in cecum. By contrast, HP diet consumption decreased diversity and richness in colon, but 218 

had no effect on evenness. Whatever the diet, gut microbiota displayed greater diversity and richness 219 

in cecal contents than in colonic contents. With NP diet, eveness was lower in cecum than in colon. 220 

With HP diet, eveness became similar in cecum and colon. 221 

The assignment of PCR-DGGE bands to bacterial species (Table 4), shows an increased number of 222 

different bacterial species identified by PCR-DGGE (> 90% identity in the GenBank using the BLAST 223 

algorithm) in cecal content than in colonic content. Several of these bacterial species had significant 224 

higher or lower prevalence with the HP diet depending on the bacterial species. Clostridium sp. had 225 

significantly lower prevalence (0%) in both colonic and cecal contents with the HP diet than with the 226 

NP diet. These results are consistent with that obtained by the absolute quantification by real-time 227 

PCR, where 2 important groups of Clostridium were decreased. Bacteroides vulgatus was also 228 

identified in both cecal and colonic contents, with an increased prevalence after the HP diet only in 229 

cecal content. The prevalences of Bacteroides dorei and Fusobacterium sp. were different according 230 

to the diet, and opposite depending on the large intestine segment considered. Indeed, their 231 

prevalences increased significantly in cecal content, whereas in colonic content their prevalence 232 

decreased. Escherichia coli was identified only in cecal content, where its prevalence was significantly 233 

lower in HP than in NP fed animals. 234 

Organic acids in cecal and colonic luminal contents 235 

The total quantity of organic acids in the luminal contents mainly follows the mass of the luminal 236 

content. When calculating their quantity in the whole cecal content, the total amount of acetate, 237 

isobutyrate, isovalerate, formate and succinate was significantly higher whereas the total amount of L-238 

lactate, D-lactate and ethanol was not significantly different in the HP group compared to the NP 239 

group, respectively (Figures 3A, 3B and Table 5). For the quantity in the whole colonic content, the 240 

total amount of acetate, propionate, butyrate, valerate, isobutyrate, isovalerate, L-lactate, D-lactate, 241 

succinate and ethanol was significantly higher except formate in the HP group compared to the NP 242 

group, respectively (Figures 3C, 3D and Table 5). However, when these results were expressed as 243 
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concentrations in cecal and colonic luminal contents, the concentrations of SCFA were not 244 

significantly different after HP diet comparing to NP diet (Table 6). 245 

In the feces, the total quantity in acetate, propionate and butyrate recovered for the 3 last days was 246 

1.9, 2.6 and 2.1 fold higher for HP animals compared to NP animals, respectively (Figure 3E). In 247 

Figure 3F are represented the relative amounts of energy lost as SCFA in feces expressed as 248 

percentages of energy intake. 249 

Energy substrate metabolism and expression of monocarboxylic and sodium transporters in 250 

isolated colonocytes 251 

As indicated in Figure 4A, the oxidation of butyrate was not significantly different in colonocytes 252 

isolated from NP and HP animals, neither the oxidation of the substrates originating from blood, i.e. L-253 

glutamine and D-glucose. Furthermore, the production of L-lactate from D-glucose in isolated 254 

colonocytes was similar in NP and HP animals (241±27 and 232±42 nmol/mg protein/30 min 255 

respectively, n=9 in each experimental group). Lastly, the oxidation of L-lactate was found to be also 256 

similar in colonocytes from NP and HP animals averaging respectively 3.41±0.87 and 4.44±1.87 257 

nmol/mg protein/30 min (n=3 in each experimental group). 258 

As indicated in Figure 4B, the mRNA level of the two monocarboxylic acid transporters Mct1 and 259 

Smct1, as well as that of Cd147 (CD147 involved in the apical expression of MCT1 participating in the 260 

transport of monocarboxylic acids in colonic epithelial cells) were not significantly different between 261 

NP and HP groups. As shown in Figure 4C, using western blot analysis of cell membrane proteins 262 

recovered from colonocytes isolated after NP and HP diet consumption, the amounts of MCT1 and 263 

SMCT1 were similar in both groups of animals. Lastly, by visualizing MCT1 and SMCT1 using 264 

immunofluorescence technique, our results indicate similar immuno-localization of both 265 

monocarboxylic acid transporters in NP and HP colonocytes (Figure 4D). 266 

Discussion 267 

The results obtained in the present study clearly indicate that rats, after the consumption of the HP 268 

diet compared to the NP diet, were characterized in the large intestine by an increase in the mass of 269 

its luminal content, a shift in microbiota composition, and marked changes in the amount of organic 270 

acids particularly in the colon. 271 
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Analysis of bacterial biodiversity with PCR-DGGE strongly suggests that the gut microbiota is deeply 272 

reshaped following HP diet ingestion. The fluctuations of biodiversity markers (diversity and richness) 273 

suggest changes at species level resulting from adaptation of the microbiota to the new intestinal 274 

environment created by the HP diet. The large intestine microbiota of rats submitted to HP diet had to 275 

cope with the increased proportion of protein while ensuring the energetic stability of the ecosystem. 276 

For instance, HP diet increased the prevalence of Bacteroides vulgatus in cecum. It is known that 277 

Bacteroides are one of the gut colonizers that obtain the energy from amino acid fermentation 278 

contributing to SCFA generation (30) and the Bacteroides enterotype has also been recently 279 

associated with increased intake of dietary protein in humans (70). In both segments of the large 280 

intestine, gene copy numbers of C. coccoides group, C. leptum and F. prausnitzii (a major member of 281 

the C. leptum group) were significantly decreased. The HP diet did not change the other bacterial 282 

groups analysed, but in colon the gene copy numbers of total bacteria were slightly but significantly 283 

decreased under the HP diet. The changes in clostridia are important since these clusters account for 284 

more than 90% of Firmicutes, which is one of the two main phyla colonizing the human gut (21). Some 285 

butyrate-producing bacteria are known to belong to the clostridial cluster XIVa and C. coccoides group 286 

(4), and F. prausnitzii is also considered as a butyrate-producing bacteria (42). The reduction of these 287 

bacterial group numbers in response to low carbohydrate diets has also been related to reduction in 288 

SCFA generation in humans. More recent studies of the fecal microbiota of human vegetarian and 289 

omnivorous have also reported that the butyryl-CoA-transferase gene, which is associated with 290 

microbial butyrate production, highly correlated with Clostridium cluster XIVa and Roseburia-E. rectale 291 

abundance and to a lesser extent with C. leptum and F. prausnitzii abundance and with crude fiber 292 

intake (36). The fact that in the present study, these bacteria were decreased after HP diet 293 

consumption at expenses of carbohydrates is coherent with previous studies. However, the 294 

understanding of the specific microbial groups involved in protein metabolism and their relation to 295 

SCFA generation in the large intestine is rather limited, and other taxa and genes may be switched on 296 

to take over the role that seems to be played by members of clostridial cluster XIVa under a high 297 

carbohydrate diet in the context of a high protein diet. However the enhancement of diversity, richness 298 

and evenness (which was found in cecum) is perceived as beneficial for microbial ecosystems while 299 

their reduction (which was found in colon) is considered as unfavourable. It is worth to note that the 300 

decrease of C. leptum and C. coccoides groups and F. prausnitzii in gut microbiota was previously 301 
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associated with active phase of inflammatory bowel diseases (63). In addition, anti-inflammatory 302 

effects of F. prausnitzii in the TNBS-induced colitis model were also reported (62). Then, it can be 303 

hypothesized that HP diet ingestion may create unfavorable luminal condition in terms of microbiota 304 

composition in the large intestine in case of subsequent inflammatory episode. Further work, out of the 305 

scope of the present study, is necessary to document this new working hypothesis. 306 

HP rats showed a marked increase of the total content of almost all the measured monocarboxylic 307 

acids in the colon luminal content. In cecal content, the situation was not vastly different but less 308 

marked.  309 

These results are compatible with the view that, despite lower food intake in the HP group, more 310 

proteins and then amino acid substrates were available to the microbiota in the large intestine for the 311 

synthesis of SCFA (from alanine, aspartate, glutamate, glycine, lysine, threonine), BCFA (from 312 

isoleucine, leucine, valine) and other organic acids (from deamination and fermentation of amino 313 

acids) (5, 17, 22, 43). This will correspond to a loss of amino acids for the host since the colonic 314 

epithelium (except in the neonatal period) cannot absorb a significant amount of amino acids. Among 315 

the 10 monocarboxylic acids which were markedly increased in colonic content, some of them 316 

(butyrate, acetate, propionate, and L-lactate) have been shown to represent important luminal 317 

oxidative substrates providing energy in the form of ATP for the colonic epithelial cells. In the case of 318 

succinate, this metabolite has been shown to be transported within the colonic mucosa (69) and to 319 

increase oxygen consumption in colonocytes (31). Since the large intestine epithelial layer is renewed 320 

within a few days (with important corresponding anabolic ATP-consuming pathways) (50), together 321 

with consumption of ATP by colonocytes through the membrane-bound ATPase involved in colonic 322 

electrolyte transport (7), ATP has to be synthesized at a rate matching its cellular utilization in order to 323 

maintain a constant ATP cell content, a necessary condition to maintain the viability of epithelial cells 324 

(40). The other monocarboxylic acids (valerate, isobutyrate, isovalerate, formate, and D-lactate), 325 

which have not been yet tested for their capacity to be oxidized in colonocyte, are present in much 326 

lower amounts than SCFA and succinate. Interestingly, the amount of ethanol in colonic content 327 

recovered from HP animals was markedly increased when compared with NP animals. It remains 328 

however to be determined if ethanol is absorbed through the colonic epithelium with or without 329 

metabolism during its transfer from the lumen to the bloodstream. Ethanol, succinate, formate, and 330 

lactate, as metabolic intermediates in microbiota metabolism, usually do not accumulate to any 331 
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substantial extent in the large intestine content. However, the production of these latter compounds 332 

can be increased under specific circumstances (33, 44). 333 

Microbiota-derived energy substrates which are absorbed in the process of transfer from the intestinal 334 

lumen to the portal vein blood are available firstly for the liver and then, for some of them, for other 335 

peripheral tissues. In other words, transport from the lumen inside the colonocytes and further 336 

metabolism in these cells will primarily determine the amount of energy substrates available for liver 337 

and peripheral tissues in host. From this point of view, our results showing that the expression of the 338 

monocarboxylic acid transporters MCT1 and SMCT1 are not significantly modified after HP diet 339 

consumption represent strong evidence indicating similar capacities for luminal transport of energy 340 

substrates originating from the microbiota by the colonic epithelium. Another evidence in favour of 341 

similar transport of monocarboxylic acids in colonocytes from HP and NP animals originate from the 342 

calculation of SCFA concentrations in the colonic lumen. Indeed, when we calculate acetate. 343 

propionate and butyrate concentrations, they are not significantly different in the colonic lumen of NP 344 

and HP animals. Incidentally, the increased weight of the colonic luminal content can be largely 345 

explained by increased water retention after HP diet consumption (42). From these results, and the 346 

low-affinity Km value of butyrate transport in colonic epithelial cells (39), we can predict that transport 347 

of SCFA from the lumen to the colonocyte will be similar between HP and NP animals. In further 348 

support of this proposition, we found that colonocytes from HP and NP animals oxidized butyrate and 349 

lactate to the same extent. Since we found that, in colonocytes isolated from HP and NP animals, the 350 

oxidation of the substrates L-glutamine and D-glucose (originating from the arterial blood) are similar 351 

(as well as the conversion of D-glucose to lactate), our results indicate similar energy metabolism 352 

capacity of the colonocytes whatever the diet consumed. 353 

The present results strongly suggest that the increase of the bulk of the colonic content induced by the 354 

protein-rich diet allows to maintain constant the concentrations of luminal energy substrates. Such a 355 

maintenance, in condition of modified luminal environment, is presumably important taking into 356 

account that, as suggested by previous studies (9, 59) the profile of luminal energy substrates 357 

available to colonic epithelial cells as well as metabolic characteristics of these cells play a major role 358 

in the control of processes such as cell proliferation/differentiation which are central for the epithelium 359 

renewal and its homeostasis. Since the capacity for SCFA transport and metabolism by the colonic 360 

epithelium after HP diet consumption remained unchanged, we predicted that a part of these luminal 361 



14 
 

energy substrates will be lost by the host (45). This was exactly what we observed with a more than 362 

two fold increase of the amount recovered in the feces of HP animals when compared with NP 363 

animals. However, in HP animals, the part of energy lost in feces as SCFA remains quite modest, 364 

averaging approximately 0.1% of the energy ingested. A beneficial counterpart to amino acid and 365 

energy wasting is likely related to the physiology of the colonic epithelium. Indeed, among SCFA, 366 

butyrate plays a unique role by serving both as an energy substrate in colonocytes, and as a regulator 367 

for intracellular gene targets including those involved in colonic epithelial cell proliferation and 368 

migration (1, 68). Thus, the same butyrate transport and oxidation in mitochondria of colonocytes 369 

recovered from HP and NP animals likely represents a way to maintain butyrate intracellular 370 

concentration within a narrow range compatible with its action upon its targets including nuclear ones 371 

related to the epigenetic regulation of gene expression (15, 66). Since the expression of the MCT1 372 

transporter in the colonocyte brush-border membrane is sensitive to the butyrate concentration (10, 373 

16), the maintenance of the luminal concentration of butyrate despite increased protein consumption 374 

and butyrate production by the microbiota would thus allow maintaining metabolic homeostasis in the 375 

colonic epithelium. Due to the complexity of metabolic reactions and inter-conversions involving 376 

microbiota and its environment, further studies are necessary to better explain the taxonomic and 377 

functional differences due to the HP diet that contribute to maintain metabolic homeostasis in colonic 378 

epithelial cells. 379 
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Figure Legends 595 
 596 
Figure 1. Characteristics of animals after NP/HP feeding for 15 days. 597 

(A) Cumulative body weight gain; (B); Food intake; (C) and (D) Weight of the cecal and colonic 598 

luminal contents recovered from rats. The results are obtained from 8 animals in each group, 599 

and are expressed as means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 600 

 601 
Figure 2. Renyi’s diversity profiles of microbiota in luminal content of rats after NP/HP feeding for 15 602 

days.  603 

(A) Diversity profiles in the cecal luminal content; (B) Diversity profiles in the colonic luminal content. 604 

Results are obtained from 8 animals in each group. 605 

 606 
Figure 3. Total amounts of short-chain fatty acids in the large intestine’s luminal contents and in feces 607 

recovered from rats after NP/HP feeding for 15 days. 608 

(A) and (B) short-chain fatty acids (SCFA) and branched-chain fatty acids (BCFA) in the cecal luminal 609 

content; (C) and (D) SCFA and BCFA in the colonic luminal content; (E) Total fecal SCFA and (F) 610 

Fecal SCFA expressed as percentages of energy loss. The feces were recovered for the last 3 days of 611 

diets. To calculate the energy loss as SCFA, total energy in the food ingested is taken as 100%. 612 

Results are presented as mean ± SEM and are obtained from 8 animals in each group, *p<0.05 and 613 

**p<0.01. 614 

 615 
Figure 4. Oxidation of energy substrates and expression of monocarboxylate transporters in isolated 616 

colonocytes and colonic sections from rats after NP/HP feeding for 15 days.  617 

(A) Oxidation of butyrate (2 mM), L-glutamine (1 mM) and D-glucose (5 mM) by the isolated 618 

colonocytes recovered from rats after NP/HP feeding for 15 days. Results are expressed as means ± 619 

SEM and obtained from 8-9 animals in each group. (B) Gene expression of Mct1, Smct1 and Cd147 in 620 

isolated colonocytes. The mRNA expression was determined by real-time PCR and the results were 621 

normalized with Rpl13a mRNA and are obtained from 5-6 animals in each group; (C) Western blot 622 

analysis of membrane MCT1 and SMCT1 in isolated colonocytes. Pictures are representative 623 

immunoblots of MCT1, SMCT1 and βActin from 5 animals in each group; (D) Immunofluorescence 624 

staining of MCT1 and SMCT1 in colonic sections. The immunoblots are representative of results 625 

obtained from 5 animals in each group. 626 

 627 
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Table 1. Composition of the experimental diets. 628 
 629 
Ingredients (g/kg) NP HP 
Whole milk proteins 140 530 
Sucrose 100 45.7 
Corn starch 622.4 287 
Mineral mixture AIN 93-M# 35 35 
Vitamin mixture AIN 93-V# 10 10 
Soybean oil 40 40 
Cellulose 50 50 
Choline 2.3 2.3 
Energy (kJ/g) 14.6 14.6 
NP: normoproteic diet; HP: high protein diet 
#(52) 
 630 
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Table 2(A). Primers used for bacterial DNA amplification for microbiota composition analysis. 631 
 632 
Target bacterial 
group/species 

Designation Primers ( 5’ – 3’) sequence Annealing 
temperature 
(°C) 

Total bacteria  HAD F TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGC 59°C# 

HAD R CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 

Bifidobacterium g-Bifid F CTCCTGGAAACGGGTGG 55°C# 

g-Bifid R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 

Lactobacillus group  Lac F AGCAGTAGGGAATCTTCCA 61°C# 

Lac R ATTYCACCGCTACACATG 

Bacteroides fragilis 
group 

Bfra 531 F ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT 50°C# 

Bfra 766 R CCAGTATCAACTGCAATTTTA 

C. coccoides group  Ccoc F AAATGACGGTACCTGACTAA 50°C# 

Ccoc R CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA 

C. leptum group Clep F GCACAAGCAGTGGAGT 50°C# 

Clep R CTTCCTCCGTTTTGTCAA 

Enterobacteriaceae Entero F CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC 63°C# 

 Entero R CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 

Defulfovibrio spp. Desulf.spp F GGTACCTTCAAAGGAAGCAC 58°C* 

 Desulf.spp R GGGATTTCACCCCTGACTTA  

Faecalibacterium 
prausnitzii 

F.praus F 
F.praus R 

CCCTTCAGTGCCGCAGT 
GTCGCAGGATGTCAAGAC 

61°C* 

F: forward primer; R: reverse primer. #(12); *(46). 
The program of PCR was as follows: initial denaturation at 95°C for 5 min; 40 cycles of 
denaturation at 95°C for 10 s, annealing at primer-specific temperature for 10 s and 
extension at 72°C for 30 s; and melting curve at 95°C for 5 s, 65°C for 1 min and 98°C 
continuous followed by cooling to 40°C. 
 633 
 634 
 635 
Table 2(B). Primers used for gene expression analysis in isolated rat colonocytes. 636 
 637 

RNA 
Accession 
Number 

Forward primer (5’-3’) sequence Reverse primer (5’-3’) sequence 

Mct1 NM 012716.2 GCAACGACCAGTGAAGTGT AAGCCCAAGACCTCCAAT 

Smct1 NM 001191987.1 CTGGGCTTGTTTTCTTTGG CGTTGTGCGTGCTGTTAC 

Cd147 NM 001109882.1 AGTGAGGGAGAGTTTGTGAAG TCAGTGCCGTTGGAGATAG 

Rpl13a NM 173340.2 GGATCCCTCCACCCTATGACA CTGGTACTTCCACCCGACCTC 

The program of PCR was as follows: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 
60°C.  

 638 
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Table 3. Microbiota composition in the cecal and colonic luminal contents recovered from rats after 639 
NP/HP feeding for 15 days determined by real-time qPCR. 640 
 641 

Bacterial group 
NP HP 

p-value 
Median IQR Median IQR 

Cecal luminal content  
Total bacteria 13.3 13.1 - 13.5 13.3 13.2 - 13.4 0.910 
Bifidobacterium 6.6 5.6 - 7.9 7.0 6.6 - 7.5 0.307 
Lactobacillus group 8.5 8.0 - 8.9 8.3 7.9 - 8.8 0.495 
Bacteroides fragilis group 11.1 10.9 - 11.2 11.2 11.2 - 11.3 0.124
C. coccoides group 10.7 10.6 - 10.8 9.2 7.7 - 10.2 0.028
C. leptum group 10.9 10.7 - 11.0 10.1 9.8 - 10.3 0.006
Desulfovibrio spp. 10.2 10.0 - 10.3 10.1 9.9 - 10.1 0.248 
F. prausnitzii 8.5 8.3 - 8.9 7.7 7.4 - 8.0 <0.001
Enterobacteriaceae 10.6 10.4 - 10.7 10.6 10.2 - 10.9 0.909 

Colonic luminal content  
Total bacteria 12.4 12.4 - 12.5 12.2 12.1 - 12.3 0.002
Bifidobacterium 7.4 7.1 - 7.6 7.0 6.9 - 7.2 0.052 
Lactobacillus group 9.2 8.7 - 9.5 8.6 8.1 - 9.2 0.218 
Bacteroides fragilis group 11.6 11.3 - 11.8 11.4 11.1 - 11.6 0.248
C. coccoides group 11.0 11.0 - 11.1 10.5 10.4 - 10.7 <0.001
C. leptum group 11.8 11.7 - 11.8 10.6 10.5 - 11.1 <0.001
Desulfovibrio spp. 9.1 8.9 - 9.3 9.1 9.0 - 9.3 0.739 
F. prausnitzii 6.7 6.6 - 6.9 5.2 5.1 - 5.5 0.001
Enterobacteriaceae 10.7 10.5 - 10.9 10.6 10.2 - 10.8 0.436 
Results are expressed as log of gene copy numbers of the different bacterial groups/species per 
gram of wet luminal content and are obtained from 8 animals in each group. 

642 
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Table 4. Prevalence of bacterial species identified in the cecal and colonic luminal contents by PCR-643 
DGGE analysis and subsequent DNA sequencing. 644 
 645 

Bacterial species 
 

Accession 
Number 

% 
identity 

Number of positive 
cases/total cases (%) p-value 

NP HP 
Cecal luminal content  

Actinobacteium sp. HQ675413 98 4/8   (50) 7/8  (87) 0.282 
Alistipes massiliensis JF824799 95 3/8   (37) 0/8  (0) 0.100 
Bacteroides bacterium GU957728 97 0/8   (0) 4/8  (50) 0.076 
Bacteroides chinchilla AB547637 94 4/8   (50) 8/8  (100) 0.076 
Bacteroides dorei JF 298878 98 3/8   (37) 8/8  (100) 0.025 
Bacteroides sartorii AB572597 95 4/8   (50) 1/8  (12) 0.282 
Bacteroides uniformis JF298891 97 2/8   (25) 4/8  (50) 0.363 
Bacteroides vulgatus EFG22256 99 0/8   (0) 7/8  (87) 0.001 
Blautia luti AJ133124 99 4/8   (50) 4/8  (50) 1.000 
Clostridium sp. AB610549 96 4/8   (50) 0/8  (0) 0.025 
Escherichia coli JQ219679 100 8/8   (100) 3/8  (37) 0.025 
Fusobacterium sp. AF342858 99 0/8   (0) 6/8  (75) 0.006 
Prevotella sp. DQ273884 98 7/8   (87) 5/8  (62) 0.569 
Rhodospirillum sp. HM998908 91 0/8   (0) 4/8  (50) 0.076 
Ruminococcus sp. DQ882650 98 2/8   (25) 0/8  (0) 0.466 
Verrumicrobia bacterium JN65682 93 1/8   (12) 4/8  (50) 0.282 

Colonic luminal content  
Actinobacterium sp.              HQ675413 98 7/8  (87) 8/8  (100) 0.335 
Bacteroides bacterium GU957728 96 0/8   (0) 4/8  (50) 0.076 
Bacteroides dorei EU722737 92 5/8  (62) 0/8  (0) 0.025 
Bacteroides fibrisolvas AJ222769 97 3/8  (37) 0/8  (0) 0.100 
Bacteroides sartorii AB572597 95 6/8  (75) 5/8  (62) 0.641 
Bacteroides vulgatus DQ100446 96 3/8  (37) 2/8  (25) 0.641 
Clostridium sp. FJ625862.1 93 5/8  (62) 0/8  (0) 0.025 
Enterococcus sp. AY683831 95 1/8  (12) 5/8  (62) 0.118 
Fusobacterium sp. AF342858 98 7/8  (87) 2/8  (25) 0.040 
Lachnospiraceae AB186803 91 2/8  (25) 0/8  (0) 0.466 
Ruminococcus bromii DQ882649 94 5/8  (62) 2/8  (25) 0.314 
PCR-DGGE of DNA from the luminal contents recovered from rats after NP/HP feeding for 15 
days, using the universal primers HAD-F and HAD-R.  
 646 
  647 
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Table 5. Total amounts of organic acids and ethanol in the total cecal and colonic luminal contents 648 
recovered from rats after NP/HP feeding for 15 days.  649 
 650 

µmol in total luminal content 
NP HP 

p-value 
Mean SEM Mean SEM 

Cecal luminal content  
L-lactate 0.214 0.036 0.390 0.088 0.095 
D-lactate 0.098 0.014 0.145 0.043 0.325 
Succinate 3.452 0.585 7.505 0.845 0.002
Formate 0.565 0.027 0.947 0.114 0.015
Ethanol 27.590 8.388 23.352 11.821 0.775 

Colonic luminal content  
L-lactate 0.053 0.006 0.210 0.029 < 0.001
D-lactate 0.004 0.002 0.008 0.002 0.040 
Succinate 0.905 0.625 7.064 1.066 < 0.001 
Formate 0.064 0.013 0.177 0.044 0.052 
Ethanol 0.796 0.142 1.756 0.340 0.031 
Results are obtained from 6 to 8 animals in each group. 
 651 
 652 
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Table 6. SCFA concentrations in the cecal and colonic luminal contents recovered from rats after 653 
NP/HP feeding for 15 days. 654 
 655 

µmol/g of wet luminal content 
NP HP 

p-value 
Mean SEM Mean SEM 

Cecal luminal content  
Acetate 15.186 1.046 16.848 1.636 0.409 
Propionate 3.446 0.292 3.282 0.331 0.716 
Butyrate 1.886 0.161 1.986 0.288 0.768 
Valerate 0.378 0.022 0.399 0.058 0.733 

Colonic luminal content 
Acetate 9.714 2.610 10.413 1.430 0.819 
Propionate 2.065 0.554 3.291 0.573 0.147 
Butyrate 0.905 0.205 1.358 0.274 0.208
Valerate 0.168 0.055 0.436 0.130 0.090 
Results are obtained from 8 animals in each group. 
 656 
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6 Article 2 : Effets bénéfiques d’un mélange d’acides aminés sur la 
cicatrisation de la muqueuse colique chez le rat## 

##Article publié par le journal Inflammatory Bowel Disease le 13 decembre 2013. 

 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin sont des maladies très invalidantes qui touchent 

des millions de personnes dans le monde actuellement. Ces maladies sont caractérisées par des 

épisodes de poussés inflammatoires suivis par des épisodes de rémission plus ou moins longues, 

avec une étiologie et une pathogénèse encore non complètement élucidées. Sans traitement curatif à 

l’heure actuelle, la cicatrisation de la muqueuse intestinale des MICI émerge comme une cible 

importante dans la pratique thérapeutique et dans les études cliniques. 

L’idée que les acides aminés, thréonine, méthionine et glutamate, puissent aider à accélérer le 

processus de la cicatrisation intestinale provient des données de la littérature montrant leurs effets liés 

à la biosynthèse des mucines, du glutathion, des protéines et au métabolisme énergétique de 

l’épithélium intestinal (cf. la partie 2.3 de l’introduction bibliographique). Par exemple, dans un modèle 

de mini-porcs avec iléite, l’inflammation intestinale augmente la synthèse de mucines intestinales et 

l’utilisation de la thréonine d’origine sanguine par les organes périphériques. Ce phénomène est 

associé à une mobilisation des protéines endogènes pour satisfaire la demande en thréonine 

associée à l’inflammation intestinale aiguë (Remond et al., 2009). 

La colite induite par le dextran sulfate sodium (DSS) chez les animaux est un modèle de colite 

expérimentale couramment utilisé pour étudier les MICI. Nous avons mis en place ce modèle de colite 

expérimentale de sévérité relativement élevée sur le modèle du rat mâle de souche Wistar dans le 

laboratoire après des études préliminaires et avons utilisé ce modèle pour étudier l’évolution 

spontanée de la cicatrisation de muqueuse colique et les effets d’un mélange d’acides aminés 

(thréonine, méthionine et glutamate) choisis pour leurs effets supposés bénéfiques pour la 

cicatrisation post-colite. 

Les expériences ont été effectuées en deux phases. Dans la première phase, un groupe recevait du 

DSS à 5% (w/v) dans l’eau de boisson pendant 6 jours (groupe DSS) et un groupe témoin qui recevait 

de l’eau sans DSS (groupe Contrôle). Par la suite, dans la deuxième phase, tous les animaux ont reçu 

du DSS pendant 6 jours et ensuite à l’arrêt du DSS, ils ont été divisés en deux groupes au hasard: un 

groupe recevait du mélange d’acides aminés (groupe DSS-AA mixture) et l’autre recevait de l’alanine 

comme témoin iso-azoté (groupe DSS-Ala), pendant 3, 7 ou 10 jours. 

Lors du sacrifice, après avoir récupéré le contenu luminal colique pour analyse du contenu en eau et 

en acides gras à chaîne courte, le côlon des animaux a été récupéré pour mesurer son poids et sa 

longueur, ainsi que pour différentes analyses : aspect histopathologique, teneur en glutathion et en 

myéloperoxidase, expression des cytokines pro-inflammatoires et régulatrices. 
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Enfin lors de la deuxième phase, afin de mesurer le taux de synthèse protéique dans le côlon, en plus 

des deux groupes DSS-Ala et DSS-AA mixture, un troisième groupe de contrôle sain n’ayant pas reçu 

du DSS pendant la première phase, mais ayant reçu de l’alanine dans la deuxième phase a été ajouté 

(groupe Water-Ala). 

Nos résultats montrent que les paramètres liés à la colite s’améliorent naturellement après l’arrêt de 

DSS. Cependant, la cicatrisation est déjà observable 3 jours post-colite alors que l’inflammation reste 

à un niveau élevée. La supplémentation pendant 10 jours avec le mélange d’acides aminés accélère 

la cicatrisation avec un taux de synthèse protéique modifié. Cependant, cette supplémentation ne 

modifie pas la vitesse de la résolution naturelle de l’inflammation. 



ORIGINAL ARTICLE

Beneficial Effects of an Amino Acid Mixture on Colonic Mucosal
Healing in Rats
Xinxin Liu, MS,* Martin Beaumont, MS,* Francine Walker, MD, PhD,†,‡ Catherine Chaumontet, MS,*
Mireille Andriamihaja, PhD,* Hideki Matsumoto, PhD,§ Nadezda Khodorova, PhD,* Annaïg Lan, PhD,*
Claire Gaudichon, PhD,* Robert Benamouzig, MD, PhD,k Daniel Tomé, PhD,* Anne-Marie Davila, PhD,*
Jean-Claude Marie, PhD,‡ and François Blachier, PhD*

Background: Mucosal healing (MH) decreases the relapse risk in patients with inflammatory bowel disease, but the role of dietary supplementation in
this process has been poorly investigated. Here, we investigated the effect of an amino acid mixture supplement on rat MH.

Methods: Colitis was induced using 5% of dextran sodium sulfate for 6 days. Then, rats received a mixture of threonine (0.50 g/d), methionine (0.31 g/d),
and monosodium glutamate (0.57 g/d) or an isonitrogenous amount of alanine (control group). Colons were recovered after colitis induction and after dietary
supplementation for measuring colon characteristics, myeloperoxidase, cytokine gene expression, glutathione content, protein synthesis rate, and for
histological analysis. Short-chain fatty acids were measured in the colonic content.

Results: Colitis induction resulted in anorexia, thickening and shortening of the colon, and ulceration. Colonic cytokine expression and neutrophil
infiltration were increased. An increased amount of water and a decreased amount of butyrate, propionate, and acetate were measured in the colonic
content. Supplementation with the amino acid mixture coincided with a reduced protein synthesis rate in the colon compatible with the observed
increased colonic MH. Mucosal regeneration/re-epithelialization was visible within 3 days after colitis induction at a time when mucosal inflammation
was severe. Histological analysis revealed an increased regeneration/re-epithelialization after 10-day supplementation. In contrast, the spontaneous
resolution of inflammation was not affected by the supplementation.

Conclusions: Amino acid supplementation ameliorates colonic MH but not mucosal inflammatory status. Our data sustain the use of adjuvant dietary
intervention on initiated intestinal MH.

(Inflamm Bowel Dis 2013;19:2895–2905)

Key Words: intestinal mucosal healing, amino acid supplementation, experimental colitis, mucosal re-epithelialization

I nflammatory bowel diseases (IBD), which include ulcerative
colitis and Crohn’s disease, display alteration of the intestinal

mucosa associated with exacerbated immune functions of still
unclear etiology.1–3 IBD are characterized by chronic inflamma-
tion of the mucosa with alternation of relapsing and remitting
episodes. In Crohn’s disease remission, the inflamed mucosa
has the possibility to progressively heal, leading to the total dis-
appearance of all mucosal ulcerations, although in clinical prac-
tice, this endpoint may be difficult to achieve.4 For patients with

ulcerative colitis, based on endoscopic and histological observa-
tions, mucosal healing (MH) is described as the absence of fria-
bility, blood, erosion, and ulceration in all visualized segments of
the gut mucosa.5 According to recent evidence, it appears that an
advanced MH coincides with a sustained clinical remission and
reduced rates of hospitalization and surgical resection explaining
why MH can be considered as a full therapeutic goal and an
endpoint for clinical trials.6–9 Indeed, a recent consensus report
of experts concluded that MH is both a relevant and achievable
goal in the treatment of Crohn’s disease and a predictive param-
eter for the long-term disease course.10

There is a paucity of information regarding the possible role
of nutritional supplement for improving MH in IBD. Few studies,
using animal models of experimental enteritis, have suggested that
some specific individual amino acids used in nutritional supple-
ments can improve the intestinal MH. Provision of oral glutamine
has been shown to improve the healing of small intestine mucosa
after radiation-induced enteritis.11 Accordingly, early enteral feed-
ing with supplemental glutamine was found to improve the micro-
scopic aspect of the healing in a model of anastomosis in rats.12

Glutamate, an amino acid whose metabolism is tightly related to
glutamine metabolism in intestinal epithelial cells,13 has been
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reported to promote small intestine MH after chemically induced
enteropathy in rats.14 Glutamate and glutamine are well known to
be major fuels from the arterial origin for colonic epithelial cells.
They are intensely oxidized by these cells15,16 in a context of high
energy requirement for the colonic epithelium renewal, thus
requiring intense anabolic metabolism.17,18 In addition, enteral
glutamate is a precursor for the synthesis of the tripeptide gluta-
thione in the intestinal mucosa,19,20 such a tripeptide being
involved in determining the intracellular redox status and the
control of intracellular concentration of both oxygen reactive
and nitrogen reactive species.21,22 Finally, glutamine and gluta-
mate have been shown to stimulate protein synthesis in intestinal
epithelial cells.23,24 The essential amino acid threonine is known
to be highly metabolized by the gut25 with major utilization for
protein synthesis in the intestinal mucosa26 particularly for mucin
synthesis.27–29 Threonine deficiency has been shown to provoke
an alteration of the intestinal functionality in terms of paracellular
permeability30,31 and to reduce intestinal protein synthesis.32 The
metabolism of threonine can be relevant to IBD, which is associ-
ated with a decreased number of goblet cells and mucus synthe-
sis.33 In a pig model of ileitis, it has been demonstrated that
intestinal inflammation increases the gastrointestinal threonine
uptake and mucin synthesis.34 Methionine is an essential amino
acid, which is largely metabolized by the intestine.25,35,36 Interest-
ingly, a study has shown that in the pig model, sulfur-containing
amino acid deficiency results in intestinal atrophy with lower
goblet cells and lower glutathione content. The latter characteris-
tic can be because of the role of methionine as a precursor for the
sequential synthesis of cysteine and glutathione.37,38

In this overall context, we made the working hypothesis that
a mixture of threonine, methionine, and monosodium glutamate (as
compared with the isonitrogenous control alanine27), may exert
beneficial effects on rat MH after colitis induction. After dextran
sodium sulfate (DSS) colitis induction, rats received for 10 days
during the MH phase the mixture of amino acids or an isonitrog-
enous alanine supplement (control). Analysis of histological and
biochemical parameters of the rat colonic mucosa revealed an
enhancing effect of the amino acid mixture on the MH.

MATERIAL AND METHODS

Animals and Study Design
Experiments were approved by the local Animal Care and

Ethics Committee (COMETHEA, No. 11-040, Jouy-en-Josas,
France). Male Wistar rats weighing 150 g were housed individ-
ually with a 12–h light/12-h dark cycle (lights from 8:00 to 20:00
hours) and fed for 4 days with a standard rodent solid diet con-
taining 16% protein by weight. Then, in study 1, rats were ran-
domly assigned to the experimental group (DSS group; 8 rats
receiving drinking water with 5% DSS ad libitum for 6 d; DSS,
Molecular weight, 36,000–50,000; MP Biomedicals, Illkirch,
France) or control group (Control; 6 rats receiving water without
DSS ad libitum for 6 d). During this period, rats were fed ad

libitum with the same standard rodent solid diet. Then animals
were anesthetized by intraperitoneal injection of 45 mg/kg of
pentobarbital (Sanofi-Synthélabo Santé Animale, Libourne,
France). The whole colonic luminal content was collected by
expulsion and immediately frozen in liquid nitrogen and then
stored at 2808C for water and short-chain fatty acids (SCFA)
content analysis. Then the colon was flushed by gentle washing
with ice-cold phosphate-buffered saline 2 times before measuring
its length and weight. Distal segments of colon were sampled for
histopathological studies (the last 2 cm), and adjacent segments of
colon were taken for the measurement of myeloperoxidase activ-
ity (MPO), gene expression analysis, and glutathione content.
Segments of colon were immerged in Trizol and immediately
frozen in liquid nitrogen and kept at 2808C for gene expression
assessment. Histological samples were fixed immediately in for-
malin. The other samples were frozen immediately in liquid nitro-
gen and kept at 2808C until analysis.

In study 2, to evaluate the effect of amino acid supplemen-
tation on the MH after chemically induced colitis (as detailed above),
rats with DSS-induced colitis were randomly assigned to 2 different
groups at the end of the 6-day DSS treatment. Rats in the
experimental group (DSS-AA mixture group) received 15 mL of
drinking water with the amino acids mixture (threonine 0.50 g/d,
methionine 0.31 g/d, and monosodium glutamate 0.57 g/d), whereas
rats in the control group received alanine (0.86 g/d) as isonitroge-
nous control (DSS-Ala group) for 3, 7, or 10 days (n ¼ 6 for each
time point). In a preliminary pilot study, we performed a histological
examination of the colonic mucosa 15 days after the end of DSS
treatment. The supplemental doses of threonine and methionine were
determined with reference to the supplemental doses of threonine
and cysteine used by Faure et al39 for increasing intestinal mucin
synthesis in DSS-treated rats, whereas the dose of monosodium
glutamate was determined with reference to the supplemental safe
dose used in rats in a previous work.40 All animals were fed ad
libitum with the same standard rodent solid diet. It was duly verified
that DSS consumption was similar in the experimental and control
groups during the 6 days of colitis induction. Samples were collected
exactly as described above at each time point for further analysis.

The study of protein synthesis rate in colon (study 3)
included a third group of animals, i.e., healthy rats that had
received normal drinking water for 6 days instead of DSS and
then drinking water containing alanine for 7 days (Water-Ala
group), in addition to the DSS-AA mixture group and DSS-Ala
group. The night before being killed, the animals’ food intakes
were restricted to the half of their usual food intakes. On the day
of being killed, 13C-valine (150 mmol per 100 g of body weight)
was injected into the tail lateral vein of rats under isoflurane
anesthesia. Thirty minutes after the 13C-valine injection, rats were
anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital before
colon recovery. The weight of the colon was measured after
expulsion of the luminal content and 2 gentle rinses by ice-cold
phosphate-buffered saline. Segments from the distal colon (the
last 1 cm) and the median colon (1 cm in the middle of the colon)
were recovered. Samples were frozen immediately in liquid
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nitrogen and kept at 2808C until analysis. The 13C-valine enrich-
ments in free and protein-bound amino acids of colonic tissues
were measured as described previously.41 Briefly, distal and
median segments of colon were pooled and homogenized in liquid
nitrogen. The subsequent homogenates were separated into 2 sam-
ples. One was lyophilized and analyzed for total nitrogen content
by elemental analyzer (Vario EL III; Elementar, Lyon, France)
with atropine as standard. The other sample was treated with 10%
of 5-sulfosalicylic acid to precipitate the proteins, as described
previously.42 13C-valine enrichment in free and protein-bound
amino acids, respectively, was determined as described previ-
ously.42,43 Fractional synthesis rate (FSR, %/d) of colon protein
was calculated as FSR ¼ Ebound val/(Efree val · t) · 100, where
Ebound val and Efree val are the protein-bound and free
13C-valine enrichments in the colon. Absolute synthesis rates
(ASR, g/d) were calculated as ASR ¼ FSR · P, where P is colon
protein content.

Water and SCFA Measurement in the Colonic
Luminal Content

The relative amount of water in the colonic luminal content
was determined by the difference of weight before and after
desiccation. The quantities of SCFA in the colonic luminal
content were measured by gas chromatography. Briefly, the
contents were homogenized in phosphoric acid before centrifu-
gation (14 000g, 15 min, 48C) and recovery of the supernatants.
SCFA were then derivatized by esterification and analyzed by gas
chromatography using an apparatus equipped with a capillary col-
umn (30 m, 0.32 mm ID, RestekRtx 502.2) and fitted with a flame
ionization detector using a modification of the method of Kristen-
sen et al.44 The amount of SCFA was determined by external
standards with reference to internal standards.

Histopathology of the Distal colon
For histopathological studies, distal segments of colon were

collected and cut longitudinally, fixed in formalin and embedded in
paraffin. Paraffin sections (3 mm) were rehydrated and then stained
with H&P-Saffron. The percentages of lesions were evaluated by
a semi-morphoquantitative method described by Otsuni et al.45

Immunohistochemistry (Ki67)
The paraffin-embedded tissue blocks used for histopathol-

ogy analysis were cut into 3-mm-thick sections. Subsequent sec-
tions were used for immunohistochemistry analysis with Ki67
antibody, as an indicator of cell proliferation. Immunostaining
was performed using Menarini Bond Max automat (Menarini,
Rungis, France). Sections were first incubated with a primary
antibody (rabbit monoclonal antibody anti Ki67; CliniSciences,
Nanterre, France), and then with the corresponding biotinylated
secondary antibody, followed by a polymer detection kit (Menar-
ini). Immunoreactivity was detected with diaminobenzidine, and
nuclei were counterstained with hematoxylin. The specificity of
immunostaining was checked by omitting the primary antibodies
and by using positive controls recommended by supplier.

MPO Activity in the Colonic Tissue
Colonic segments were homogenized in phosphate buffer

(50 mM, pH 6) with 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide
(Sigma Aldrich, St Louis, MO). The homogenized tissues were
centrifuged at 10,000g for 30 minutes at 48C. The resulting super-
natants were collected and the pellets were frozen in liquid nitro-
gen and then thawed at 378C. This cycle was repeated 3 times.
MPO was assayed spectrophotometrically: 50 mL of the superna-
tant was mixed with 238 mL of 50 mM phosphate buffer (pH 6)
containing 6 mL of a 20-mg/mL O-dianisidine dihydrochloride
solution (Sigma Aldrich) and 6 mL of a 20-mM hydrogen perox-
ide solution (Sigma Aldrich), and absorbance was read at 450 nm
after 10 minutes incubation when the increase of absorbance is
proportional with time. MPO activity was expressed as arbitrary
unit per milligram protein by calculating the difference between
the absorbance measured after 10 minutes incubation and the
absorbance at the onset of incubation. Protein in samples was
assayed using the Bio-Rad DC Protein assay kit according to
the manufacturer’s instructions.

Glutathione Content in the Colonic Tissue
Colonic segments were homogenized in 10 volumes (wt/vol)

of ice-cold HEPES-Tris 10 mM buffer containing 1 mM EDTA
(pH 7) before centrifugation for 5 minutes at 10,000g at 48C. The
reduced and oxidized glutathione was assayed in the supernatants
using the GT40 kit from Oxford Biomedical Research (Oxford, MI)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, in that assay,
samples are untreated or treated with a thiol scavenger before add-
ing glutathione reductase to reduce the oxidized form of glutathione
(GSSG) to 2 GSH (reduced form of glutathione). GSH reacts with
5,50-dithiobis-2-nitrobenzoic acid to form a compound that is de-
tected by spectrophotometry. Untreated sample measured total
GSH content, whereas treated sample measured GSSG content.
Reduced GSH content is then calculated by difference.

Gene Expression Analysis in the
Colonic Tissue

Total RNA was extracted from colonic segments by using
Trizol Reagents (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The concen-
tration and purity of RNAs were determined by measuring the
absorbance at 260 nm and 280 nm using Nanodrop (Labtech,
Palaiseau, France). The quality and integrality of RNAs were
checked on 1% agarose gel containing ethidium bromide. Because
DSS inhibits the polymerase activity,46 mRNAs were extracted
from the total RNA using Dynabeads mRNA purification kit (In-
vitrogen). Complementary DNA was synthesized from 1 mg of
mRNA using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Real-time PCR was per-
formed subsequently on 5 mL of cDNA using the power SYBR
Green PCR master mix (Applied Biosystems) and 7300 Real-Time
PCR system (Applied Biosystems). Two reference genes were
selected following the criteria proposed by de Jonge et al47: b-actin
and Rpl4. For the calculation of the relative gene expression, we
chose the reference gene Rpl4 that gave more homogenous results.
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Gene expression of cytokines TNF-a, MIP-2, IL-1b, IL-6, IL-10,
and TGF-b and of mucins MUC2 and MUC3 were determined
using the 22DCT formula, where DCT ¼ (CT target gene 2 CT
reference gene). The sequences of primers and PCR program used
were detailed in the Table 1.

Statistics
The results are expressed as mean 6 SEM. Differences

between the DSS and control groups were revealed by Welch’s 2
sample t test. The evolution of the measured parameters, i.e., MPO
activity and colon wet weight/length ratio, during the period of the
AA mixture supplementation period was analyzed by 2-way anal-
ysis of variance with the treatment and the time as independent
fixed factors using R Core Team (2012; R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria). The animal body weight gain and
food intake were analyzed using mixed model for repeated meas-
ures with the treatment and the time as fixed factors and subject as
a random factor. Tukey’s post hoc test was used to compare the
differences at each time point. For protein synthesis analysis, to
compare the differences among the 3 groups (DSS-AA mixture,
DSS-Ala, and Water-Ala), t test with pooled SD with Bonferroni
adjustment method was used. Differences with P value , 0.05
were considered as statistically significant.

RESULTS

Experimental Colitis Induction

Effects of DSS on the Animals’ Food Intake and
Body Weight and on the Colon Luminal Content

As shown on Figure 1A, the rats receiving DSS (DSS
group) in their drinking water were characterized by a marked
alteration of their weight gain when compared with control

animals (Control group). The DSS-treated rats ingested signifi-
cantly less food 2 days after the beginning of treatment and there-
after up to the end of DSS treatment (i.e., day 6) (Fig. 1B). The
weight of the colonic luminal content was nearly 2-fold smaller in
DSS-treated than in control healthy animals (1.24 6 0.26 g, n ¼
6, and 2.266 0.21 g, n ¼ 10, respectively, P, 0.01). In addition,
the relative water content in the colonic content recovered from
DSS-treated animals was higher than in control healthy animals
(76.5 6 1.6%, n ¼ 10, and 64.5 6 1.1%, n ¼ 12, respectively,
P , 0.001), corresponding to the slightly loose aspect of the
colonic luminal content after colitis induction. Finally, the
amounts of the SCFA, i.e., acetate, propionate, and butyrate, in
the colonic luminal content were considerably diminished in ani-
mals with colitis induced by DSS (DSS group) when compared
with untreated control animals (Control group) (Fig. 1C). After
DSS treatment, the amount of propionate in the colonic content
was higher than the amount of butyrate, at difference with the
situation recorded in the control group.

Effects of DSS on the Colon’s Histopathological
Aspect and Inflammatory Indicators

The macroscopic aspect of the colonic mucosa at the end of
the chemical induction of colitis was characterized by edema with
ulceration observed particularly in the distal part of the large
intestine with visible presence of blood in the colonic luminal
content and feces (data not shown). Accordingly, as illustrated in
Figures 2A, B, different anatomopathological situations were
observed in animals’ distal colonic mucosa. In the control healthy
group, only normal/healthy colonic mucosa was observed, as
shown by Figure 2A (N) with insert illustrating the Ki67 immu-
nohistochemical analysis, indicating cell proliferation in the lower
part of the colonic crypts of healthy rats. At the end of the DSS
treatment, 58%6 7% of the colonic mucosa was ulcerated/eroded
(Fig. 2C), as shown by Figure 2A (E) illustrating erosion,

TABLE 1. Primers Sequences Used for Real-time PCR Analysis of Gene Expression

Forward Sequence (50–30) Reverse Sequence (50–30)

Rpl4 CCCGCCATGGCTTGTG CAGATGACTCCCCCTTTTCAGA

b-actin TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA GACAGGATGCAGAAGGAGATCAC

Tnf-a CGTGTTCATCCGTTCTCTAC CAGCGTCTCGTGTGTTTC

Mip-2 AAGATACTGAACAAAGGCAAGGCTAA TTGAGGTACAGGAGCCCATGT

Il-1b GCACCTTCTTTTCCTTCATC GCCGTCTTTCATCACACA
Il-6 AAGTCGGAGGCTTAATTACATATGTTC TCATCGCTGTTCATACAATCAGAA

Il-10 CGGGGTGACAATAACTGC CCTGGGGCATCACTTCTAC

Tgf-b CTGACCCCCACTGATACG GTGTTGAGCCCTTTCCAG

Muc2 TGCTGTGTTGTGGATGAGA AGGATGTTGGTGTTGTTGG

Muc3 CTACCACTCCTGCTGTCACTAC CTCTACGCTCTCCATCACTTC

The program of PCR was as follows: 508C for 2 minutes and 958C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 15 seconds at 958C and 1 minute at 608C. The primers were designed using
Oligo Explorer 1.1.0 software. Gene expression was determined using the 22DCT formula, where DCT ¼ (CT target gene2 CT reference gene). RPL4 and b-actin were used as reference
genes.
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i.e., superficial mucosal epithelial cellular necrosis, Figure 2A (U)
illustrating ulceration, i.e., extensive cellular mucosal necrosis
with loss of normal crypt, and Figure 2B illustrating acute ulcer-
ation of colonic mucosa. After DSS treatment, 42% 6 7% of
colonic mucosa was inflamed with the DSS treatment (Fig. 2C),
as shown by Figure 2A (I) illustrating inflamed mucosa with
infiltration of inflammatory cells, visible epithelium, and with or
without edema.

When the colon wet weight/colon length ratio, used as an
indicator of inflammation,48 was determined in the control and the
DSS groups, it revealed that this ratio was accordingly higher in
DSS-treated rats (DSS group) than in untreated animals (Control
group) (Fig. 2D), corresponding to the apparent thickening and
shortening of colon after colitis induction (data not shown). The
content of reduced glutathione GSH and of oxidized GSSG in
the whole colon recovered from animals with colitis was not

FIGURE 1. Effects of DSS on the animals’ body weight and food intake and on the SCFAs in colonic luminal content. DSS was added in the drinking
water of rats at day 0 up to day 6, whereas control rats received drinking water without DSS. Animals’ body weight (A) and food intake (B) were
measured daily. C, SCFA quantity at the end of the DSS treatment. Values are mean6 SEM of data obtained from 6 to 12 animals. *P, 0.05, **P,
0.01, and ***P , 0.001.
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FIGURE 2. Effects of DSS on colonic mucosa histology and inflammatory indicators. A, Anatomopathological illustrations for colonic mucosa: E,
erosion; I, inflammation; RE, re-epithelialization; RG, regeneration; N, normal/healthy; U, ulceration; the insert in N shows the Ki67 immunohis-
tochemical labeling indicating cell proliferation activity in normal/healthy mucosa in the lower part of the crypt. B, Acute ulceration of colonic
mucosa after DSS treatment. C, Proportion of colonic mucosa with inflammation or ulceration/erosion after DSS treatment. D, Colon wet weight/
length ratio. E, Colon MPO activity. DSS was added in the drinking water of rats for 6 days, whereas control rats received drinking water without
DSS. Values in (C) and (D) are mean 6 SEM of data obtained from 6 to 10 animals. **P , 0.01.
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significantly modified when compared with healthy animals.
Indeed, the GSH colonic content in control and DSS-treated
animals was averaging, respectively, 23.8 6 2.6 and 19.2 6
4.9 mmol/g protein, whereas the GSSG colonic content was aver-
aging 0.6 6 0.1 and 0.9 6 0.2 mmol/g protein in control and
DSS-treated animals, respectively. Finally, the MPO activity mea-
sured in the colon tissue at the end of the DSS treatment was more
than 8-fold higher than the control activity (Fig. 2E).

In the colon recovered from DSS-treated animals, the
relative mRNA expression of the proinflammatory cytokines
Il-1b, Tnf-a, and Mip-2, rat homolog of IL-8, were all markedly
increased and the regulatory cytokines Il-10 and Tgf-b when com-
pared with control animals (Table 2). However, the proinflamma-
tory cytokines’ genes were overexpressed to a much higher extent
than the regulatory cytokines’ genes. The expression of the genes
corresponding to Muc2 and Muc3 was, however, not significantly
modified between control and DSS animals (Table 2).

Effects of an Amino Acid Mixture on MH After
Colitis Induction

Effects of the Amino Acid Supplementation on
Animals’ Body Weight and on Colon’s Luminal
Content and Histopathological Aspect

After 6 days of colitis induction by DSS, rats then received
drinking water without DSS but with threonine, methionine, and
monosodium glutamate supplementation (DSS-AA mixture
group) or with an isonitrogenous amount of alanine (DSS-Ala
group). During the first 3 days of supplementation, irrespective of
the supplementation received, all animals were found to diminish
their body weight. Then, the body weight of animals was found to
be stabilized during the next 4 days in both the experimental and
control groups, before a slight increase of their body weight from

day 7 to day 10 after DSS induction (data not shown). However,
because of the great individual differences of body weight
between animals, no significant difference was recorded between
DSS-AA mixture and DSS-Ala groups.

When measured at the intermediate time after DSS
induction (i.e., at day 7), the relative amount of water in the
colonic luminal content after supplementation with the amino acid
mixture (DSS-AA mixture group) was slightly but significantly
lower (71.5 6 1.7%, n ¼ 8, P , 0.05) when compared with the
value recorded in the DSS-Ala group (77.4 6 1.2%, n ¼ 7). The
luminal colonic content weight was however similar in the DSS-
AA mixture group (1.70 6 0.20 g, n ¼ 6) and in the DSS-Ala
group (1.58 6 0.08 g, n ¼ 6). At day 7, the supplementation with
the amino acid mixture did not increase significantly the colonic
luminal content in SCFA, i.e., butyrate, acetate, and propionate,
when compared with the alanine-control group (data not shown).

After 15 days, after the end of DSS treatment, the colonic
mucosa was found to be fully repaired with no visible macro-
scopic lesions as assessed by histological examination (data not
shown). Figures 3A and B illustrate typical colonic mucosa after
10-day supplementation in the DSS-Ala group (control experi-
ment, Fig. 3A) and in the DSS-AA mixture group (Fig. 3B).
The insert of Figure 3B shows the typical aspect of Ki67 immu-
nohistochemical analysis in the colonic epithelium 10 days after
colitis induction, illustrating the cellular proliferative activity not
only in the lower part of the colonic crypts as in normal/healthy
situation but also on the surface epithelium indicating the
on-going re-epithelialization. Indeed, to repair the ulcerated/
eroded mucosa, regeneration and re-epithelialization of the injury
were observed during the post-DSS period, as shown by
Figure 2A (RE) illustrating re-epithelialized colonic mucosa,
i.e., ulceration surface colonized by epithelial cells and
Figure 2A (RG) illustrating regenerated mucosa, i.e., mucosal
repair neighboring ulceration with gland hyperplasia and numer-
ous mitotic cells. As shown in Figure 3C–E, after 10-day supple-
mentation with the amino acid mixture following colitis induction
by DSS (DSS-AA mixture group), the relative length of colon
mucosa with regeneration/re-epithelialization was significantly
higher when compared with the control group receiving alanine
(DSS-Ala group). For shorter periods of amino acid supplemen-
tation (that are 3- and 7-d supplementation period), no significant
effect of supplementation with the amino acid mixture (DSS-AA
mixture group) was observed on colonic mucosa histological
characteristics when compared with the DSS-Ala group (data
not shown). However, 3 and 7 days after colitis induction, we
observed in the DSS-Ala group parts of colonic mucosa with
typical regeneration/re-epithelialization, these parts averaging
respectively 23% 6 7% and 55% 6 7% of the total mucosa
length.

Effects of the Amino Acid Supplementation on the
Inflammatory Indicators of the Colon

When the activity of MPO was measured at different times
after DSS induction in the colon recovered from control animals

TABLE 2. Effect of DSS Treatment on Gene Expression
in the Colon

Control (n ¼ 6) DSS (n ¼ 10)

Tnf-a 2.67 6 0.6 14.61 6 1.5a

Mip-2 0.38 6 0.22 33.37 6 12.96b

Il-1b 0.32 6 0.09 5.06 6 0.95a

Il-6 1.08 6 0.25 21.88 6 5.98a

Il-10 2.16 6 0.75 4.11 6 0.36b

Tgf-b 3.19 6 0.48 6.78 6 1.23b

Muc2 3.72 6 0.6 5.49 6 0.68

Muc3 7.04 6 1.38 10.02 6 1.52

The animals received drinking water containing either 5% DSS or no DSS (Control) for 6
days. The mRNA expression was determined by real-time PCR and the results were
normalized with Rpl4 mRNA. Data are expressed as mean 6 SEM.
aP , 0.01.
bP , 0.05.
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receiving alanine, it was found that this activity was relatively
high 3 days after cessation of the DSS treatment (Fig. 4A). This
value was found to progressively decrease between day 3 and 10
after DSS induction. The supplementation with the amino acid
mixture did not modify the evolution of MPO activity. When the
colon wet weight/colon length ratio (used as an indicator of
inflammation) was determined after colitis induction, it was found
that this parameter progressively diminished between days 3 and
10 after DSS treatment in rats (Fig. 4B). Supplementation with the
amino acid mixture (DSS-AA mixture group) did not modify the
evolution of this parameter when compared with the control ex-
periments (DSS-Ala group). Finally, cytokines’ gene expression
that was elevated at the time of cessation of DSS treatment was
measured at different time points in the colon during the supple-
mentation phase with the amino acid mixture or with alanine. No
effect of supplementation with the amino acid mixture was
observed at any time point studied (i.e., day 3, 7, and 10 after
DSS induction), when compared with values obtained for the
alanine-control group for Tnf-a, Mip-2, Il-1b, Il-6, Il-10, Muc2,
and Muc3 (data not shown). The only significant difference
observed between the DSS-AA mixture and control DSS-Ala
groups was a marked decreased (2.5-fold decrease, n ¼ 5 in each

group, P , 0.05) in the expression of Tgf-b at day 3 after sup-
plementation with the amino acid mixture when compared with
alanine supplementation.

Effects of the Amino Acid Supplementation on
Protein Synthesis in Colonic Tissues After
Colitis Induction

The protein FSR measured in the colonic tissues of the group
DSS-Ala was doubled compared with the FSR in colonic tissues of
control healthy group (Water-Ala), which had received for 6 days
drinking water without DSS and then alanine for 7 days (Fig. 4C),
indicating increased protein synthesis in colonic tissues in the phase
of MH after colitis induction. The nutritional supplementation with
the amino acid mixture after colitis induction (DSS-AA mixture
group) allowed reaching a value of FSR intermediate between the
values measured in healthy animals (Water-Ala) and animals with
colitis receiving alanine in the MH phase after colitis induction
(DSS-Ala) (Fig 4C). Accordingly, the colonic protein ASR was
much higher, 7 days after colitis induction in the group DSS-Ala
(121 6 11 mg protein/d, n ¼ 7), than in healthy control group,
Water-Ala (64 6 21 mg protein per day, n ¼ 6). The ASR of
animals receiving for 7 days after colitis induction the mixture of

FIGURE 3. Effects of amino acid mixture supplementation 10 days after DSS induced colitis. Colitis was induced in rats by adding DSS in the
drinking water for 6 days. Then, the animals received drinking water without DSS and with either a mixture of threonine, methionine, and
monosodium glutamate (DSS-AA mixture) or a control isonitrogenous amount of alanine (DSS-Ala) for up to 10 days. A, Histopathological
illustration of the control DSS-Ala group. B, Histopathological illustration of the control DSS-AA mixture group; the insert shows Ki67 immuno-
histochemical labeling indicating cell proliferation activity in colonic mucosa not only in the lower part of the crypt but also on the surface
epithelium. C–E, Percentages of the colonic mucosa length are indicated with regeneration/re-epithelialization, ulceration/erosion, and inflam-
mation, respectively. Values in (C), (D), and (E) are means 6 SEM of data obtained from at least 6 animals. *P , 0.05.
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amino acids as supplement (DSS-AA mixture group) was at an
intermediate value (81 6 16 mg protein per day, n ¼ 8).

DISCUSSION
Our data support the idea that in our experimental model of

colitis, amino acid supplementation increases the healing of the
colonic mucosa while having little effect on the spontaneous
course of inflammation resolution. The rationale for using these 3
amino acids was based (as presented in the introduction) on their
individual metabolic and physiological properties toward the
intestinal mucosa. Additional studies are obviously required to
determine if the amino acids used act in an additive or synergistic
way. Supplemental amino acids are most likely acting on the
colonic mucosa through the bloodstream after absorption in

the small intestine. Although the mechanisms of action by which
the 3 amino acids speed up the colonic MH remain unclear (and
outside the scope of this study), it can be presumed that these
amino acids may be involved as a building block for intestinal
protein synthesis, as fuel for anabolic pathways, and as precursor
for bioactive compounds. From that point of view, it can be
envisaged to incorporate additional selected amino acids in the
mixture to manage both inflammation and MH.

To our knowledge, very few studies have been carried out to
evaluate the role of dietary components in post-colitis MH. Indeed,
most studies have focused on the effects of dietary supplementation
before and/or during the induction of colitis.39,49–52 This is related to
the fact that only recently has emerged MH as a therapeutic goal
that would allow diminishing the risk of relapse in patients in
remission for IBD.8

FIGURE 4. Effects of amino acid mixture supplementation after DSS induced colitis. A, Colon MPO activity. B, Colon wet weight/length ratio. C, FSR
in colonic tissues. In (A) and (B), colitis was induced in rats by adding DSS in the drinking water for 6 days. Then, the animals received drinking
water without DSS but with either a mixture of threonine, methionine, and monosodium glutamate (DSS-AA mixture) or a control isonitrogenous
amount of alanine (DSS-Ala) for 3, 7, and 10 days. In (C), FSR was measured in colonic tissues obtained from healthy rats receiving drinking water
without DSS for 6 days and then alanine supplementation for 7 days (Water-Ala group), from rats receiving DSS in their drinking water for colitis
induction and then receiving alanine supplementation for 7 days in the phase of MH (DSS-Ala group), or from rats receiving DSS for colitis
induction and then the amino acid mixture for 7 days in the phase of MH (DSS-AA mixture group). Values are mean 6 SEM of data obtained from
6 to 8 animals. *P , 0.05.
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In the phase of colitis induction in rats, we classically
observed anorexia, slower increase of body weight, thickening and
shortening of the colon, and loose luminal content with visible
blood particularly in the distal part of the colon, where ulcerations
were particularly important. Histological and biochemical param-
eters confirmed the relative severity of inflammation and major
zone of ulceration in the distal colon using 5% DSS for 6 days.
Both proinflammatory and regulatory cytokines were largely
increased reflecting the involvement of regulatory mechanisms.53,54

The activity of MPO was also tremendously increased in the colon
reflecting neutrophil infiltration after DSS treatment. In contrast,
and as previously found in patients with IBDs,55 the expression
ofMuc2 andMuc3 genes was not significantly modified after colitis
induction in a context of large epithelial erosion. Interestingly, in
our model, we found that the amounts of all SCFAs in the luminal
colonic content were markedly decreased, with a very drastic reduc-
tion of butyrate. These reductions are likely partly because of the
shortened colonic transit time. The consequence of such drastic
decrease of luminal SCFA is that colonocytes in the remaining
epithelium would be largely deprived of their main fuels from
luminal origin,56 thus depending on energy substrates from arterial
source (e.g., glutamate). In addition, the low amount of SCFA in
the colonic content may favor the inflammatory process, as
observed in our experimental model, in view of the reported capac-
ity of SCFA to mitigate large intestine mucosal inflammation.56,57

Surprisingly, the amount of glutathione in its reduced (GSH) and
oxidized (GSSG) forms in inflamed colon was not affected by
colitis, despite presumed intense production of reactive oxygen
and nitrogen oxidative species.58 These results that were already
observed in previous studies using the model of DSS-induced coli-
tis,49,50,59 suggest that the colonic content in glutathione can be
dissociated from regulating major inflammation, at least in this
experimental model.

We observed a decrease of the relative water content in the
colonic luminal content, which may correspond to an enhanced
colonic absorptive capacity with the amino acid mixture supplemen-
tation. This interpretation is reinforced by the observation of a marked
increase of the proportion of colonic mucosa with typical regener-
ation/re-epithelialization after the longest duration of supplementation
(i.e., 10 d), suggesting that the amino acid mixture supplementation
was able to ameliorate MH after colitis induction. Data related to
protein synthesis in the colon revealed, as already observed by other
research teams,59–61 that colitis is associated with a marked increase
of the protein FSR. Treatment with the amino acid mixture was able
to decrease the protein synthesis rate in the colon raising the view
that, as already proposed from the histological analysis performed in
this study, such a dietary supplementation may ameliorate the regen-
eration/re-epithelialization of the colonic mucosa, therefore diminish-
ing the overall protein synthesis in the colon.

In deep contrast with what was observed on the histological
aspect of the colon mucosa, the nutritional supplementation with
the amino acid mixture had no detectable effect on the process of
“spontaneous” resolution of inflammation observed in control an-
imals after 10 days. Indeed, based on both the measurement of the

colon wet weight/length ratio, on the measurement of the colonic
MPO activity, and on the gene expression related to inflammatory
and regulatory cytokines, we found that amino acid supplemen-
tation has no measurable effect on these parameters, which are all
recognized indicators of inflammation. In addition, the amino acid
mixture supplementation has no effect on the expression of genes
related to mucin biosynthesis.

The interpretation of such an observation is that in our
experimental model, the effects of dietary supplementation on MH
and inflammation can be dissociated. Importantly, we observed an
increased mucosal regeneration/re-epithelialization at 3 days after
colitis induction, at a time when the colon mucosa was severely
inflamed, whereas no mucosal regeneration/re-epithelialization was
observed at the end of the induction phase of colitis. This indicates
that MH can be effectively upregulated even in a context of
mucosal inflammation. This raises the possibility to act both on the
intestinal mucosa inflammation (with immunomodulating pharma-
cological treatment) and healing (with adjuvant nutritional inter-
vention). Such a proposition based on results obtained in our
experimental model obviously requires further studies including
clinical studies to possibly confirm the beneficial adjuvant effects of
amino acid supplementation on intestinal MH even during active
phase of inflammation of the large bowel.
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7 Discussion générale et perspectives 

7.1 Effets du régime hyperprotéique sur le microbiote, le 
métabolisme des colonocytes et le métabolisme de l’hôte 

7.1.1 Microbiote et régime hyperprotéique 

L’utilisation d’outils de biologie moléculaire a permis de mieux mettre en lumière l’influence de 

l’alimentation sur la composition du microbiote intestinale. Nous avons constaté que dans le modèle 

de rat nourri pendant deux semaines avec un régime riche en protéines, la composition et la diversité 

du microbiote caecal et colique ont été modifiées. Cette modification est probablement le reflet d’une 

adaptation conséquente de l’écosystème microbien consécutive à l’arrivée plus importante de 

protéines et de peptides dans le gros intestin. En effet, le groupe Clostridium coccoides et le groupe 

Clostridium leptum sont des groupes majeurs du phylum Firmicutes, et sont réduits fortement dans le 

contenu du gros intestin suite au régime hyperprotéique, alors que le groupe Bacteroides fragilis reste 

inchangé. Nous pouvons faire l’hypothèse que le ratio Firmicutes/Bacteroides est diminué dans le cas 

d’un régime hyperprotéique. Par ailleurs, nous avons observé que le gain de poids des animaux ayant 

suivi le régime hyperprotéique est beaucoup moins important par rapport aux animaux témoins 

recevant un régime équilibré, confirmant l’effet amaigrissant d’un tel régime. Nos résultats sont 

cohérents avec les données publiées précédemment par l’équipe de Gordon J.I. révélant que ce ratio 

est augmenté chez les obèses et qu’il est diminué après un régime hypocalorique amaigrissant 

pauvre en glucides ou en lipides chez les même sujets (Ley et al., 2006). Cependant, il est important 

de noter que le lien entre le ratio Firmicutes/Bacteroides et l’obésité est controversé dans d’autres 

études. La baisse supposée de ce ratio dans le cas du régime hyperprotéique est une extrapolation, 

qui nécessite d’autres études incluant d’autres groupes majeurs du phylum Bacteroidetes comme le 

Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas spp.(Bervoets et al., 2013). 

L’analyse de la composition du microbiote par la DGGE-PCR nous a confirmé la réduction de 

plusieurs groupes de Clostridium dans le contenu caecal et colique. Nos résultats ont montré que la 

modification du microbiote intervient également au niveau de l’espèce, en plus du changement au 

niveau des grands groupes bactériens. En effet, nous avons observé que la prévalence de 

Bacteroides vulgatus dans le contenu caecal est augmentée avec le régime hyperprotéique. B. 

vulgatus fait partie du groupe Bacteroides fragilis; et pourtant, la quantité de ce groupe n’est pas 

augmentée quand on se réfère aux résultats obtenus par la PCR en temps réel quantitative.  

B. vulgatus est une espèce potentiellement pathogène. En effet, le groupe B. fragilis est un des 

groupes de pathogènes les plus importants dans les infections polymicrobiennes (Aldridge et al., 

2003; Appleman et al., 1991; Brook, 1989). Dans ces infections cliniques, B. vulgatus est présent 

dans 7% des cas par rapport aux autres membres du groupe B. fragilis (Brook, 1989). Cependant, sa 
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proportion relative apparaît être réduite dans le microbiote fécal des patients souffrant de diabète de 

type 2 (Wu et al., 2010) et des enfants/adolescents obèses (Bervoets et al., 2013).  

La prévalence d’autres bactéries, comme Bacteroides dorei et les bactéries du genre Fusobacterium 

présente des variations contradictoires dans le contenu caecal versus colique : elle est augmentée 

dans le contenu caecal mais est diminuée dans le contenu colique. B. dorei est une espèce 

nouvellement identifiée (Bakir et al., 2006) en tant que membre du genre Bacteroides. Il n’y a 

cependant pas encore de données cliniques disponibles sur cette espèce. Par ailleurs, la 

surabondance de Fusobacterium dans les biopsies rectales des patients avec des adénomes et des 

carcinomes colorectaux par rapport aux sujets sains a été rapportée (Castellarin et al., 2012; Kostic et 

al., 2012; Marchesi et al., 2011; McCoy et al., 2013). Ces bactéries sont donc suspectées d’être 

associées au cancer colorectal, mais leurs rôles dans l’étiologie des adénocarcinomes colorectaux 

doivent encore être investigués. 

Nos résultats montrent que le changement de la composition du microbiote au niveau de l’espèce 

observé, suite à la consommation du régime hyperprotéique, peut être différent selon le segment du 

gros intestin. Ces changements pourraient avoir des conséquences sur la physiologie et la 

physiopathologie de l’hôte. De manière intéressante, la biodiversité du microbiote caecal et colique est 

modifiée en conséquence. La diversité et la richesse de l’écosystème microbien au niveau du côlon 

sont réduites par l’ingestion du régime riche en protéines. La réduction de la diversité est 

généralement considérée comme non favorable pour un écosystème. On peut formuler une nouvelle 

hypothèse de travail selon laquelle le régime hyperprotéique créerait des conditions favorables au 

développement d’épisodes inflammatoires chez les patients atteints de maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin en rémission, notamment à travers l’altération du microbiote. On peut trouver 

quelques éléments dans la littérature scientifique étayant cette hypothèse. En effet, il a été rapporté 

que la diversité du microbiote fécal chez les patients souffrant de la maladie de Crohn est réduite 

(Manichanh et al., 2006) et que le niveau de consommation de protéines apparaît comme un facteur 

associé au risque de rechute chez les patients souffrant de recto-colite hémorragique en rémission 

(Jowett et al., 2004). Un autre élément de support vient de nos résultats : nous avons en effet observé 

que la concentration du Faecalibacterium prausnitzii dans le contenu du gros intestin (caecum et 

côlon) est significativement réduite suite à la consommation du régime hyperprotéique. Comme décrit 

précédemment dans la partie 3.1.1 de l’introduction bibliographique, F. prausnitzii est considéré 

comme possédant des propriétés anti-inflammatoires dans le contexte des MICI (Sokol et al., 2008; 

Sokol et al., 2009). Globalement donc, plusieurs éléments convergent, mais de nouvelles 

investigations sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. Nous pourrions par exemple nourrir 

les animaux avec un régime NP ou HP pendant 15 jours, puis tester les effets du DSS utilisé en dose 

modérée sur l’intensité de la colite.  

Les modifications de la composition et de la diversité du microbiote suite à la consommation du 

régime hyperprotéique sont compatibles avec des résultats récemment publiés dans la littérature 

scientifique, montrant que le microbiome varie entre les populations en fonction des différences 

culturelles et socio-économiques, que ce soit au niveau phylotypique ou fonctionnel (Yatsunenko et 
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al., 2012). Une autre étude très récente (Cotillard et al., 2013) sur l’impact d’un régime amaigrissant 

sur les personnes obèses et en surpoids a rapporté une amélioration de la richesse en gènes du 

microbiote des sujets obèses ayant subi une modification nutritionnelle. De fait, la richesse des gènes 

du microbiote a été montrée réduite chez les personnes obèses (par rapport à celles non obèses) et 

ce défaut de richesse a été mis en relation (corrélation) avec un statut défavorable de marqueurs 

métaboliques tels que l’adiposité, la résistance à l’insuline, la dyslipidémie et l’état inflammatoire (Le 

Chatelier et al., 2013). Ainsi, des analyses métagénomiques sur l’impact du régime riche en protéines 

sur le microbiote pris en tant qu’entité fonctionnelle seraient très intéressantes pour comprendre 

l’adaptation de ce dernier d’une façon plus globale. Une surreprésentation des gènes codant des 

enzymes de dégradations des acides aminés, tels que glutamine, aspartate, proline, ornithine et 

lysine, dans le catabolisme des sucres simples et dans le métabolisme des sels biliaires a été montrée 

au sein du microbiote de sujets américains (Yatsunenko et al., 2012). L’alimentation des américains 

étant décrite comme riche en protéines, sucres simples et lipides, ces résultats pourraient refléter 

l’adaptation fonctionnelle du microbiote à un tel type d’alimentation. Ainsi, nous pouvons faire 

l’hypothèse que dans le cas d’un régime riche en protéines, mais avec un apport lipidique normal, il y 

aurait également un changement au niveau fonctionnel du microbiote chez l’homme. Ceci nous 

semble aussi constituer un champ d’investigation très intéressant pour le futur. 

7.1.2 Colonocytes et métabolisme des métabolites bactériens 

La fermentation, par le microbiote, des acides aminés dans le côlon est un processus complexe 

(Figure 16), qui implique des produits intermédiaires comme les acides organiques, tels que le 

succinate, le formate, le lactate et l’éthanol, et aboutit à des produits finaux de la fermentation 

bactérienne principalement les acides gras à chaîne courte (AGCC) acétate, propionate et butyrate. 

Dans notre étude, nous avons observé que la quantité totale d’AGCC produite après l’ingestion du 

régime hyperprotéique est beaucoup plus importante en comparaison avec le groupe témoin, que ce 

soit dans le contenu luminal caecal ou colique. En ce qui concerne les produits intermédiaires de la 

fermentation bactérienne, ils sont également augmentés par la consommation du régime 

hyperprotéique dans le contenu luminal colique, et dans un degré moindre dans le contenu caecal.  

La fermentation bactérienne des acides aminés dans le gros intestin est déterminée en partie par la 

concentration du substrat et par la concentration des bactéries et leurs activités métaboliques (Ou et 

al., 2013). Dans le cas du régime hyperprotéique, on peut supposer que la concentration du substrat, 

en l’occurrence les acides aminés, est plus élevée puisqu’une partie, loin d’être négligeable, des 

protéines et des peptides échappent à la digestion dans l’intestin grêle et passent la jonction iléo-

caecale (Bos et al., 2005). Les quantités d’AGCC produits sont augmentées alors que leurs 

concentrations sont quasiment inchangées. En même temps, nos résultats ont montré que les 

concentrations de certaines bactéries productrices d’AGCC, comme le groupe bactérien C. coccoides 

et F. prausnitzii, sont diminuées. Pour mettre en relation ces différents éléments, il reste à déterminer 

si le maintien de la concentration des AGCC est dû au remaniement de l’écosystème microbien en 

régulant sa composition microbienne ou à la dilution des composés luminaux dans la lumière du gros 
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Figure 16. Schéma du métabolisme global des protéines dans l’intestin grêle et le gros intestin. 

 

Selon Davila AM et al. Pharmacological Research 68 (2013) 95– 107. 
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intestin suite à l’augmentation de la masse des contenus coliques, ou à l’ensemble de ces deux 

phénomènes. La résultante joue potentiellement un rôle crucial sur sa physiologie, notamment en ce 

qui concerne le butyrate (cf. la partie 3.3 de l’introduction bibliographique).  

En effet, face à cette augmentation très importante en quantité totale des produits intermédiaires et 

finaux de la fermentation bactérienne des acides aminés suite à l’ingestion du régime hyperprotéique, 

nous observons que le poids du contenu luminal du gros intestin, que ce soit caecal ou colique, est 

fortement augmenté après l’ingestion du régime hyperprotéique. Cette augmentation est imputée en 

grande partie à l’augmentation de la teneur en eau du contenu luminal (Andriamihaja et al., 2010). On 

ne connaît toutefois pas le mécanisme exact mis en place par l’hôte pour expliquer cette rétention 

d’eau dans la lumière du gros intestin. Nos résultats indiquent que cette rétention d’eau n’est pas due 

à la modification de l’expression des transporteurs Na des colonocytes. Un métabolite bactérien 

augmenté à l’issu de la fermentation des acides aminés, l’ammonium, est capable d’inhiber 

l’absorption Na par les colonocytes (Cermak et al., 2000; Mouille et al., 2004); et ce phénomène 

pourrait expliquer en partie les résultats observés. La mesure de l’expression des aquaporines dans 

les colonocytes pourrait être pertinente. 

Nous avons formulé l’hypothèse selon laquelle l’augmentation du contenu luminal du gros intestin 

résulterait d’une interaction hôte-microbiote permettant de faire face à l’augmentation de la production 

des acides gras à chaîne courte par le microbiote intestinal après l’ingestion du régime 

hyperprotéique. En d’autres termes, de telles modifications permettraient de maintenir constantes les 

concentrations d’acides gras à chaîne courte (notamment le butyrate dont on connaît son rôle de 

substrats énergétiques des colonocytes et son rôle dans l’expression génique dans ces cellules). 

 Ainsi, la concentration des AGCC dans la lumière du gros intestin est maintenue et l’absorption de 

ces derniers par les colonocytes ne devrait donc pas être modifiée. C’est effectivement ce que nos 

résultats nous suggèrent puisque l’expression des transporteurs d’AGCC, i.e. MCT1 et SMCT1, n’est 

pas modifiée et que l’excrétion fécale des acides gras à courte chaîne est augmentée. 

D’un point de vu global, le microenvironnement du gros intestin est un écosystème dynamique qui 

implique l’hôte et le microbiote. Dans le cas du régime hyperprotéique, la surabondance de substrat 

pour la fermentation microbienne (en l’occurrence les acides aminés) vient modifier l’équilibre de cet 

écosystème. Nous faisons l’hypothèse que l’hôte et le microbiote agissent en interaction à travers 

différentes stratégies d’action afin de maintenir cette homéostasie, mais avec en contrepartie une 

augmentation de l’excrétion des acides gras à chaîne courte. 

7.1.3 AGCC et leur rôle dans l’obésité 

L’absorption des AGCC et leur transformation subséquente en triglycérides dans le foie ont été 

proposées comme expliquant en partie les effets du microbiote sur l’obésité (cf. la partie 3.1.2 de 

l’introduction bibliographique). En effet, le « microbiote des obèses » a plus de capacité à dégrader les 

polysaccarides et par conséquent, la concentration des AGCC, en particulier butyrate et acétate, 

(µmol par g de contenu humide) dans la lumière caecale est plus élevée chez les souris obèses 
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(Turnbaugh et al., 2006). Et conjointement, l’énergie restante dans les fèces est moins importante 

chez ces dernières. 

Or en plus des polysaccarides, les acides aminés sont aussi des substrats potentiels pour la 

fermentation microbienne qui aboutit à la production des AGCC. Nos résultats indiquent bien que la 

fermentation des acides aminés est également une source d’AGCC dans la lumière du gros intestin. 

De plus, en ce qui concerne les acides gras à chaîne branchée (AGCB), ces produits finaux de la 

fermentation sont issus exclusivement de la fermentation des acides aminés branchés et représentent 

donc un témoin de la fermentation des protéines par le microbiote. En effet, la concentration des 

AGCB dans le contenu luminal du gros intestin des rats après l’ingestion du régime hyperprotéique est 

2 à 3 fois plus élevée dans celui du côlon et d’un degré moindre dans celui du caecum. Toutefois, 

comme discuté ci-dessus, la concentration des AGCC n’est pas modifiée par ce régime que ce soit 

dans le contenu luminal caecal ou le contenu colique. 

Nous avons observé en même temps que l’énergie sous forme d’AGCC dans les fèces des rats ayant 

reçu du régime hyperprotéique est deux fois plus élevée. Cependant, en terme relatif, cette excrétion 

d’AGCC ne représente qu’environ 0,1% de l’énergie ingérée. Etant donné que le gain de poids 

corporel est beaucoup moins élevé chez les rats recevant un régime hyperprotéique, il serait important 

de mesurer au cours de futures expérimentations l’énergie totale restante dans les fèces en utilisant 

une bombe calorimétrique, ce qui permettrait de déterminer si la perte d’énergie dans les fèces est 

plus importante en cas de régime hyperprotéique. 

 

7.2 Effets des acides aminés sur la cicatrisation colique post-
colite 

Hormis leur qualité de nutriment, les acides aminés peuvent jouer des rôles très importants au niveau 

de la muqueuse colique. Ainsi nous nous sommes intéressés aux effets d’un mélange d’acides 

aminés (thréonine, méthionine et glutamate) sur la cicatrisation de la muqueuse colique après une 

colite induite par le DSS (dextran sodium sulfate), un modèle de colite souvent utilisé pour étudier les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). 

7.2.1 Hypothèses sur le mécanisme d’action du mélange d’acides aminés sur 

la cicatrisation 

Effet direct du mélange d’acides aminés 
L’intestin grêle ayant une forte capacité d’absorption des acides aminés, et étant a priori peu touché 

par le traitement DSS, nous supposons que le mélange d’acides aminés (thréonine, méthionine et 

glutamate) administré par la voie entérale chez les rats dans notre étude est quasiment entièrement 

absorbé au niveau de l’intestin grêle et qu’il n’y en a pas/peu qui arrivent dans le côlon. De plus, le 

côlon n’est pas supposé être capable d’absorber les acides aminés mis à part dans la période 
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néonatale. Ainsi, ces acides aminés sont très probablement apportés à la muqueuse colique par la 

circulation sanguine. 

Ø Thréonine 

La thréonine est un acide aminé indispensable qui est fortement utilisé pour la synthèse protéique 

dans la muqueuse intestinale. De plus la thréonine représente l’acide aminé le plus abondant dans les 

mucines intestinales. Les souris déficientes en Muc2 développent une colite plus intense quand elles 

sont traitées par le DSS (Van der Sluis et al., 2006). Et la Muc3, qui possède des domaines 

extracellulaires riche en cystéine, stimule la migration cellulaire in vitro et réduit l’ulcération de la 

muqueuse intestinale chez les souris recevant du DSS (Ho et al., 2006). De plus, la restriction en 

thréonine alimentaire diminue la synthèse de mucines coliques chez les rats sans modifier la synthèse 

protéique de la muqueuse (Faure et al., 2005). 

Cependant, nous n’avons pas observé de différences significatives au niveau de l’expression des 

ARNm de Muc2 et Muc3 dans la muqueuse colique des rats avec une colite aiguë induite par le DSS. 

Les travaux menés par M. Faure et ses collègues (Faure et al., 2003) ont montré que les niveaux 

d’ARNm de Muc2 et Muc3 ont été augmentés au niveau du côlon dans un modèle de colite chronique 

induite par le DSS, mais le taux de synthèse protéique fractionnel (FSR) des mucines n’a pas été 

affecté. Toutefois, notre étude et celle de Faure M. et al. n’ont pas utilisé la même souche de rat, ni la 

même durée/cycle d’administration de DSS. Il reste donc très difficile de les comparer étant donné 

que l’état de la colite varie énormément selon la souche de l’animal modèle et la durée utilisées (cf. la 

partie 4.5 de l’introduction bibliographique). 

Il est cependant possible que la production de mucines soit principalement stimulée au niveau de la 

traduction sans que le niveau d’ARNm ne soit fortement modifié. De fait, la restriction en thréonine 

alimentaire n’affecte pas le niveau d’ARNm des mucines, mais réduit leur taux de synthèse (Faure et 

al., 2005). 

Ø Méthionine 

La méthionine est un acide aminé soufré indispensable qui est un précurseur de cystéine dans de 

nombreux tissus de l’organisme. Un rôle important de la cystéine est son incorporation dans le 

glutathion en fournissant le groupement thiol (-SH). La synthèse du glutathion peut être limitée par la 

disponibilité de cystéine intracellulaire (Lu, 1999).  Dans notre modèle de colite expérimentale aigüe, 

nous n’avons pas constaté de changement du ratio GSH/GSSG dans la muqueuse colique, malgré 

qu’il soit généralement admis que le stress oxydant soit associé à l’inflammation (cf. la partie 4.3.2 de 

l’introduction bibliographique). Cependant, les études chez les patients atteints de MICI ont montré 

des résultats divergents (Kruidenier et al., 2003; Szanto et al., 2005; Tsunada et al., 2003). 

Il est possible que les enzymes impliquées dans le stress oxydant soient modulées par la 

supplémentation en méthionine. Par exemple, la L-arginine est le substrat commun pour la NOS et 
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Figure 17. Méthionine et synthèse des polyamines. 

 

ODC : ornithine décarboxylase; SAMDC: S-adenyl-L-méthionine décarboxylase. 

Modifiée selon Johnson, L. R. and S. A. McCormack 1999, News Physiol Sci 14: 12-17 ; Shoveller, A. 

K., et al. J Nutr 2005,135(7): 1609-1612. 
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l’arginase (Figure 3B). Cette dernière convertit l’arginine en ornithine et urée. L’ornithine est à son tour 

converti en putrescine par l’ornithine décarboxylase. La putrescine est une diamine qui peut être 

converti en polyamines dans des étapes métaboliques impliquant la méthionine (Figure 17). En effet, 

pour la synthèse des polyamines, la première étape est la production de putrescine à partir de 

l’ornithine catalysée par l’enzyme l’ornithine décarboxylase (ODC). Ensuite, la putrescine est convertie 

en spermidine, qui est à son tour convertie en spermine par l’ajout d’un groupement propylamine à 

chaque fois fourni par la S-adenosylméthionine (SAM) sous l’action de l’enzyme S-adenosyl-L-

méthionine décarboxylase (SAMDC). La SAM est produite à partir de la méthionine lors de la 

transméthylation pour la production de l’homocystéine. L’expression et l’activité de la SAMDC 

mériteraient d’être explorées pour une éventuelle implication dans les phénomènes de cicatrisation de 

la muqueuse intestinale. 

L’arginine est donc le précurseur commun du radical NO (convertible en peroxynitrite qui est un 

oxydant fort) et des polyamines qui exercent des effets bénéfiques sur la cicatrisation de la muqueuse 

intestinale. En effet, les polyamines sont capables de stimuler la migration des cellules intestinales in 

vitro (Rao et al., 1999; Ray et al., 2003) ; d’accélérer la cicatrisation gastrique et duodénale des 

ulcères induites par le stress chez le rat (Wang and Johnson, 1990, 1992) ; d’améliorer la cicatrisation 

de l’intestin grêle sur un modèle d’ischémie intestinal transitoire chez les rats (Duranton et al., 1998). Il 

serait intéressant de rajouter des polyamines dans le mélange d’acides aminés afin de tester une 

efficacité éventuellement meilleure du mélange par rapport aux acides aminés seuls. 

Les activités des autres enzymes impliquées dans la lutte contre le stress oxydant, comme la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutahion peroxidase (GPx) seraient également 

intéressantes à étudier pour mieux comprendre le statut rédox dans la cicatrisation intestinale dans les 

MICI. Il a été montré que l’activité plasmatique de la GPx est augmentée sur le modèle de colite 

induite par le DSS (Tham et al., 2002), mais peu de données existent concernant la SOD et la 

catalase. 

Ø Glutamate 

Le glutamate est largement métabolisé par les cellules de l’épithélium intestinal soit pour la synthèse 

protéique soit pour être oxydé afin de produire de l’énergie. Il est possible que l’effet de la 

supplémentation en cet acide aminé sur la cicatrisation de la muqueuse colique soit principalement dû 

à son rôle de substrat oxydatif énergétique dans un contexte de cicatrisation correspondant à un fort 

anabolisme. 

Enfin, il est possible que ces 3 acides aminés agissent en synergie et non par simple effet additif, mais 

nos expériences ne permettent pas de le savoir et de nouvelles expériences sont nécessaires pour 

élucider cette question. 
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Effet indirect du mélange : rôle des facteurs peptidiques 
Dans le modèle de colite induite par le DSS, le niveau d’expression de l’ARNm du TGF-β est environ 

2 fois plus élevé par rapport au niveau normal. Ce résultat est en accord avec ce qu’on obtient chez 

les patients atteints de la maladie de Crohn, dont le niveau de l’ARNm du TGF-β a été rapporté plus 

élevé dans la partie de muqueuse intestinale subissant un rétrécissement (Di Sabatino et al., 2009). 

Cependant, nous avons trouvé que le niveau d’expression du TGF-β est significativement diminué, 3 

jours post-colite, lors de la phase de la cicatrisation chez le groupe DSS-AA mixture et revient au 

niveau similaire de celui du groupe contrôle DSS-Ala 7 jours et 10 jours post-colite. Cela suppose que 

la stimulation de la cicatrisation par l’administration du mélange d’acides aminés ne passe pas par les 

voies impliquant le TGF-β dans ce laps de temps. Le TGF-β est connu pour stimuler la migration 

cellulaire lors de la restitution (Dignass and Podolsky, 1993) et pour inhiber en même temps la 

prolifération des cellules (Ko et al., 1998). 

Les facteurs peptidiques TFF (Trefoil Peptides) sont présents en général dans la lumière intestinale et 

interagissent avec les cellules épithéliales sur le côté apical de ces dernières (Taupin and Podolsky, 

2003; Wong et al., 1999). Il a été proposé que les TFF stimulent la cicatrisation épithéliale via des 

mécanismes distincts de ceux activés par d’autres facteurs peptidiques et indépendants du TGF-β 

(Dignass et al., 1994). De plus, les souris knockout des gènes codant le TFF3/ITF ont une colite 

induite par le DSS plus exacerbée que les souris de type sauvage (Mashimo et al., 1996) et l’injection 

intraveineuse de TFF3 exogène est protectrice contre le DSS (Kjellev et al., 2007). Ainsi, l’effet du 

mélange d’acides aminés sur la cicatrisation de la muqueuse colique post-colite pourrait impliquer les 

TFF, et de futures investigations nous donneraient des éclaircissements en la matière. 

7.2.2 D’autres pistes de supplémentation nutritionnelle 

Dans notre étude, nous avons utilisé une seule dose de chaque acide aminé dans le mélange en nous 

basant sur les niveaux utilisés dans la littérature notamment dans le modèle rat avec colite chimio-

induite. Il serait intéressant de réaliser une étude qui permettrait de connaître les doses permettant 

une cicatrisation optimale, mais cela nécessiterait d’utiliser un grand nombre d’animaux avec 

d’éventuelles difficultés vis-à-vis du Comité d’Ethique animale. En plus des acides aminés, il serait 

bien d’étudier la combinaison de ceux-ci avec d’autres nutriments susceptibles d’améliorer la 

cicatrisation de la muqueuse intestinale, voire d’améliorer la cicatrisation et diminuer l’inflammation en 

même temps ; sachant que la cicatrisation est probablement plus efficace quand le niveau 

d’inflammation n’est pas trop sévère. 

L’administration de fibres alimentaires ou de probiotiques pour restaurer les teneurs en acides gras à 

chaîne courte dans le contenu luminal colique (fortement abaissées dans la colite chimio-induite) et la 

mesure des conséquences sur la colite mériteraient d’être entreprise. De fait, il a été rapporté que la 

consommation d’amidon résistant réduit la sévérité de colite induite par le DSS chez les souris (Le 

Leu et al., 2013). La piste des probiotiques peut aussi être intéressante compte tenu de la dysbiose 

décrite chez les patients atteints de MICI. Cependant, à l’inverse, il est généralement conseillé aux 

patients atteints de MICI de limiter leur consommation alimentaire de fibres. 
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Des compléments de vitamines et minéraux pourraient également être pris en compte, notamment 

lorsque ces composés sont abaissés dans la circulation sanguine, et qu’ils sont connus pour être 

impliqués dans les phénomènes de cicatrisation. On peut citer par exemple les minéraux comme le 

Zinc et Sélénium qui interviennent dans l’activité catalytique des enzymes SOD, catalase et GPx ; 

etles vitamines A, C, E et beta-carotène qui sont connues pour leurs effets antioxydants. Une 

supplémentation en vitamine D pourrait aussi être bénéfique. En effet, la déficience en vitamine D est 

souvent retrouvée chez les patients souffrant de MICI (Ulitsky et al., 2011). Un niveau de 25(OH)D 

sanguin élevé avec un apport alimentaire élevé en vitamine D alimentaire ont été associés à une 

incidence réduite de la maladie de Crohn (Ananthakrishnan et al., 2012). De plus, une étude clinique 

d’intervention a montré que le complément en vitamine D3 chez les patients atteints de la maladie de 

Crohn en rémission réduit le risque de rechute (Jorgensen et al., 2010). 

 

Pour conclure sur cette deuxième étude, nos résultats montrent que le mélange d’acides aminés 

(thréonine, méthionine et glutamate) a des effets bénéfiques sur la cicatrisation de la muqueuse 

colique, et ce indépendamment de l’inflammation. Il existe actuellement un consensus au sein de la 

communauté internationale médicale sur l’importance de la cicatrisation dans la prise en charge 

thérapeutique des MICI. La complémentation nutritionnelle en acides aminés pourrait constituer un 

traitement adjuvant du traitement pharmacologique pour permettre d’accélérer la cicatrisation. 

Pour mieux comprendre les effets et les mécanismes des acides aminés sur la cicatrisation de la 

muqueuse colique, les modèles cellulaires constituent de bons modèles expérimentaux.  En effet, les 

modèles de cellules en culture avec des lésions crées artificiellement sont assez couramment utilisés 

pour étudier les mécanismes de la restitution (Corredor et al., 2003; Dignass and Podolsky, 1993; 

McCormack et al., 1992; Moore et al., 1989; Nusrat et al., 1992). 

Les études cliniques chez les patients sont bien entendu indispensables pour valider les effets des 

compléments en acides aminés sur la cicatrisation des lésions de la muqueuse du gros intestin. 

Cependant, il faut garder présent à l’esprit que les effets bénéfiques attendus pourraient être difficiles 

à établir clairement car possiblement masqués par les traitements thérapeutiques. Une définition 

stricte des critères d’inclusion et d’exclusion pourrait minimiser cet aspect. 
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