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Effets des régimes hyperprotéiques et des métabolites bactériens dérivés des acides aminés 

 sur la muqueuse du gros intestin 

Mots clés : protéines alimentaires, microbiote intestinal, métabolites bactériens, muqueuse du côlon 

Résumé : Les régimes hyperprotéiques sont 

couramment consommés mais les conséquences 

au niveau du gros intestin sont peu connues. 

L’objectif de la thèse était d’étudier les effets des 

régimes hyperprotéiques et des métabolites 

bactériens dérivés des acides aminés sur la 

muqueuse du gros intestin 

Une série d’expérimentations animales et in vitro 

a permis de montrer que deux métabolites 

bactériens dérivés des acides aminés (le sulfure 

d’hydrogène et le p-cresol) sont toxiques pour 

l’épithélium lorsqu’ils sont présents en 

concentration élevée. Les résultats obtenus lors 

d’une étude clinique montrent que la quantité et 

la qualité des protéines alimentaires n’ont pas 

d’effets marqués sur la composition du 

microbiote fécal mais modifient les 

concentrations fécales et urinaires en métabolites 

bactériens. 

 

Ces modifications de l’environnement luminal 

du gros intestin n’étaient pas associées à une 

augmentation de la cytotoxicité des eaux fécales 

in vitro. Néanmoins, dans la muqueuse rectale, 

l’augmentation de l’apport en protéines a régulé 

l’expression de gènes impliqués dans le 

maintien de l’homéostasie et ces effets étaient 

distincts en fonction de la source de protéines 

utilisée. Toutefois, le niveau d’apport en 

protéines n’a pas eu d’effet sur les paramètres 

inflammatoires et histologiques dans la 

muqueuse. Ces résultats ont été complétés par 

une étude chez le rat montrant qu’un régime 

hyperprotéique modifie le transcriptome dans 

les colonocytes mais n’a pas d’effets délétères 

en termes d’intégrité de l’ADN, de 

renouvellement de l’épithélium et de fonction 

barrière.   

 

 

 

 

Effects of high-protein diets and of amino-acid derived bacterial metabolites  

on the large intestine mucosa 

Keywords: dietary protein, gut microbiota, bacterial metabolites, colonic mucosa 

Abstract: High-protein diets are frequently 

consumed but the consequences for the large 

intestine are not well described. The objective of 

this thesis was to evaluate the effects of high-

protein diets and of amino acid derived bacterial 

metabolites on the large intestine mucosa. 

Animal and in vitro studies showed that two 

amino acid derived bacterial metabolites 

(hydrogen sulfide and p-cresol) are toxic for the 

epithelium when present at high concentration. 

The results obtained in a clinical trial indicate 

that quantity and quality of dietary protein do not 

have major effects on the fecal microbiota 

composition but modify the fecal and urinary 

concentration of bacterial metabolites.  

 

These changes in luminal environment were not 

associated with an increase in fecal water 

cytotoxicity in vitro. Nevertheless, in the rectal 

mucosa, the increase in protein intake regulated 

the expression of genes implicated in 

homeostatic processes and these effects were 

modulated by the source of protein. However, 

the level of protein intake had no effect on 

immune and histological parameters in the 

mucosa. These results were completed with a 

study in rats showing a clear transcriptome 

profile in colonocytes induced by a high-protein 

diet but that was not associated with detrimental 

effects in terms of DNA integrity, epithelial 

renewal and barrier function.  
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ABREVIATIONS 

 

3-MST : « 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase » 
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AGCB : acide gras à chaîne branchée 
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ANC : apport nutritionnel conseillé 
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CH4 : méthane 
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CONTEXTE DE REALISATION DE LA THESE  
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INTRODUCTION GENERALE  

 

 En France, la consommation moyenne de protéines est environ 1,7 fois supérieure aux apports 

nutritionnels conseillés (ANC) (1). Lors des régimes hyperprotéiques (HP) suivis dans un but 

d’amaigrissement, l’apport en protéines peut atteindre jusqu’à 4 fois les ANC (2). Il est estimé que ce 

type de régime serait suivi par des millions de personnes dans le monde (3). Chez les individus en 

surpoids ou obèses, les régimes HP sont généralement considérés bénéfiques puisqu’ils induisent une 

perte du poids et une amélioration de divers paramètres métaboliques, au moins à court terme (4). 

Néanmoins, le niveau d’apport maximal en protéines non délétère pour la santé n’est pas connu. Il est 

donc nécessaire d’étudier les risques potentiellement associés à un apport élevé en protéines afin 

d’évaluer le rapport bénéfices / risques de ce type de régime. En particulier, les effets d’un apport élevé 

en protéines au niveau du côlon sont peu connus.  

 

 La digestion des protéines est un processus très efficace puisqu’entre 90 et 95% de l’azote des 

protéines alimentaires est absorbé dans l’intestin grêle (5). Cependant, une dizaine de grammes de 

protéines et de peptides (alimentaires et endogènes) non digérés parviennent chaque jour au niveau du 

côlon (6). Le catabolisme des protéines par les bactéries du microbiote intestinal entraine la production 

d’une grande diversité de composés actifs sur la muqueuse du côlon, certains étant bénéfiques alors que 

d’autres peuvent s’avérer délétères lorsqu’ils sont présents en concentration excessive (7). Cependant, 

les effets de ces métabolites bactériens sur l’épithélium ont été peu étudiés ou de manière incomplète. 

Lors d’un régime HP, la quantité de protéines et de peptides non digérés parvenant dans la lumière du 

côlon augmente (8). Des études chez l’animal montrent qu’un apport élevé en protéines entraine des 

modifications de la composition luminale en bactéries et en métabolites bactériens associées à une 

perturbation de l’homéostasie de la muqueuse colique (9–11). Quelques études chez l’homme montrent 

également que l’apport en protéines modifie la composition luminale en métabolites bactériens (12,13) 

mais les conséquences de ces modifications pour la muqueuse du côlon n’ont jamais été étudiées de 

manière directe. De plus, le rôle au niveau du gros intestin de la source de protéines utilisés lors des 

régimes HP n’a été que peu étudié chez l’animal et jamais chez l’homme. Pourtant, les effets des 

protéines animales et des protéines végétales pourraient être distincts en raison de leurs différences de 

digestibilité et de composition en acide aminés.  

 

 L’objectif de cette thèse était d’étudier les effets de la quantité et de la qualité de l’apport en 

protéines sur les caractéristiques de l’environnement luminal du gros intestin (composition du 

microbiote, métabolites bactériens) ainsi que les conséquences de ces modifications éventuelles sur la 

muqueuse du côlon. Ce manuscrit débute par une introduction bibliographique présentant d’abord les 

notions de besoin et d’apport en protéines ainsi que les processus permettant leur digestion et 

l’absorption des composés azotés. Ensuite, les notions de physiologie de la muqueuse du côlon 
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nécessaires à la compréhension des résultats obtenus lors de la thèse sont présentés. La partie suivante 

décrit la composition et l’activité métabolique du microbiote intestinal. La production de métabolites 

bactériens dérivés des acides aminés est particulièrement détaillée ainsi que leurs effets sur l’épithélium. 

La dernière partie présente les conséquences pour la muqueuse du côlon d’une modification de la 

quantité et de la qualité de l’apport en protéines.  

 

 L’introduction bibliographique est suivie d’une présentation des travaux de thèse. Les 

démarches expérimentales et les résultats obtenus sont ensuite présentés sous forme d’articles publiés 

ou rédigés pour soumission. Le manuscrit s’achève par une discussion des résultats obtenus.  
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  

 

1! Besoin, apport et digestion des protéines  

 

1.1! Besoin et apport en protéines 

 

 Les protéines sont des macromolécules constituées d’une séquence d’acides aminés (AA, 

molécules organiques comportant un groupement carboxyle et un groupement amine). Vingt AA entrent 

dans la composition des protéines (Figure 1). D’autres AA sont présents dans les tissus mais ne sont pas 

utilisés pour la synthèse protéique. Tous les AA sont considérés essentiels, c’est-à-dire qu’ils participent 

à des fonctions biologiques obligatoires pour l’organisme. Neufs AA sont indispensables (Figure 1) 

puisqu’ils ne peuvent pas être synthétisés par l’homme ou, du moins, pas à une vitesse suffisante pour 

assurer le maintien des fonctions biologiques associées. Certains AA dits « non indispensables » sont 

considérés conditionnellement indispensables dans la mesure ou leur synthèse endogène peut s’avérer 

insuffisante pour assurer le besoin dans certaines situations (arginine, proline, cystéine, glycine) (14). 

Les AA alimentaires sont également la principale source exogène d’azote et de souffre (15). Les 

protéines alimentaires sont d’origine animale (viandes, produits laitiers et œufs) ou végétale (graines 

issues des produits céréaliers et des légumineuses) (1). Généralement, les produits animaux sont plus 

riches en protéines que les produits végétaux. De plus, la teneur en AA indispensables est plus élevée 

dans le cas des protéines animales et certains d’entre eux sont limitants dans le cas des protéines 

végétales (lysine pour les céréales et AA soufrés pour les légumineuses). Les protéines animales sont 

donc généralement considérées comme étant de meilleure qualité nutritionnelle que les protéines 

végétales. 

 

 Les protéines de l’organisme sont en renouvellement constant. Chez l’homme adulte ingérant 

entre 80 et 100 g de protéines alimentaires par jour entre 250 et 300 g de protéines corporelles sont 

renouvelées chaque jour, soit 2,5% environ de la masse protéique totale (1). Les pertes en AA et en 

azote se distribuent entre les pertes intestinales (25-30% : sécrétions endogènes et exfoliation cellulaire), 

les pertes par désamination oxydative des AA entrainant majoritairement le transfert de l’azote sur l’urée 

et son excrétion urinaire (70-75%) ainsi que les pertes diverses minoritaires (1-5%). L’apport en 

protéines alimentaires permet de compenser ces pertes quotidiennes.  
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Le besoin nutritionnel en protéines correspond à la médiane du besoin dans la population. 

L’apport nutritionnel conseillé (ANC) en protéines est égal à la valeur permettant de couvrir le besoin 

de la plus grande partie de la population (besoin nutritionnel + deux écart-types) (Figure 2). Il est 

important de souligner que cet ANC, dans le cas des protéines, correspond à une valeur minimale de 

sécurité et non à un niveau de consommation à ne pas dépasser (1). Le besoin nutritionnel en protéines 

est de 0,66 g/kg/j et l’ANC est de 0,83 g/kg/j. En raison du manque de données disponibles, il n’existe 

pas de limite supérieure de sécurité (limite au-delà de laquelle il apparaît un risque lié à une 

surconsommation de nutriment) d’apport en protéines mais deux seuils ont été proposés : élevé (entre 

2,2 et 3,5 g/kg/j) et très élevé (supérieur à 3,5 g/kg/j). Ces seuils ont été déterminés par rapport à la 

capacité de synthèse d’urée par le foie (uréogenèse), afin d’éviter une intoxication par une accumulation 

d’ammonium (1). Ces données ne concernent que l’adulte jeune et en bonne santé, les recommandations 

peuvent être différentes dans certaines situations physiologiques ou pathologiques mais ne sont pas 

décrites ici.  

 

 

Figure 2 : Représentation schématique du besoin et de l’apport en protéines dans la population. D’après 

(1). 

 

 En France, l’apport moyen en protéines est d’environ 105 g par jour chez les hommes et 82 g 

par jour chez les femmes (1). Cela correspond pour les deux sexes à 1,4 g/kg/jour et environ 17% de 

l’apport en énergie. L’apport moyen dans la population française représente donc environ 1,7 fois l’ANC 

(Figure 2). Les plus grands consommateurs de protéines (95
ème

 percentile) atteignent 2,1 g/kg/j (152 g/j 

chez les hommes et 119 g/j chez les femmes), soit 2,5 fois l’ANC et représentant 21,8% de l’apport en 

énergie. Les apports maximums atteignent 30% de l’apport en énergie et chez les sportifs, l’apport en 
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protéines est plus élevé que dans la population générale (1,8 à 2,1 g/kg/j). Chez les personnes pratiquant 

un régime amaigrissant, l’apport en protéines est supérieur à celui de la population totale dans environ 

80% des cas (2). Par exemple, dans le cas du régime « Dukan », l’apport en protéines peut atteindre 3,5 

g/kg/j soit environ 4,2 fois l’ANC et plus de 50% de l’énergie apportée par les protéines (2). Des données 

récentes suggèrent que plusieurs millions de personnes dans le monde consomment des régime HP 

amaigrissants (3). Lors de la consommation ces régimes, les protéines apportent généralement entre 25 

et 30% de l’énergie (4). Les régimes HP favorisent la perte de poids et éventuellement son maintien, au 

moins à court terme (16,17). La plupart des études montrent que les régimes HP entrainent une 

augmentation du ratio masse maigre / masse grasse ainsi qu’une amélioration de certains facteurs de 

risques cardio-métaboliques (tension artérielle, glycémie, insuline, triglycérides, cholestérol) (16,18). 

Cependant, l’amélioration de ces paramètres lors de la consommation des régimes HP est débattue et 

serait principalement liée à la perte de poids. De plus, les bénéfices à long terme restent discutés et 

l’interprétation des résultats de ces études de longue durée est souvent délicate en raison des problèmes 

de compliance des participants (18). 

 

1.2! Digestion des protéines 

 

 Dans ce paragraphe, les principales étapes de la digestion des protéines sont rappelées 

brièvement. La digestion des protéines débute dans l’estomac où la sécrétion d’acide chlorhydrique 

contenu dans le suc gastrique participe à la dénaturation des protéines et à l’activation des pepsinogènes 

sécrétés par l’estomac en pepsine (enzyme à l’activité endopeptidase) (Figure 3). La digestion des 

protéines se poursuit dans l’intestin grêle à partir du duodenum où se déversent les sécrétions 

pancréatiques contenant des endopeptidases et des exopeptidases. Cette étape aboutit à l’accumulation 

dans la lumière d’AA libres et d’oligopeptides. Les peptidases de la bordure en brosse des entérocytes 

dégradent les oligopeptides en AA libres ou en di- et tri-peptides. Jusqu’à l’iléon terminal, les AA libres 

franchissent la membrane apicale des entérocytes principalement par une série de transporteurs 

spécialisés présents à la surface des entérocytes, alors que les di- et tri-peptides utilisent le transporteur 

PEPT-1. Il est généralement admis que la capacité d’absorption des oligopeptides et des AA par 

l’intestin grêle n’est pas un facteur limitant, même en cas d’apport élevé en protéines (19). La digestion 

des di- et tri-peptides est achevée dans le cytoplasme des entérocytes et les AA sont alors transportés 

dans la veine porte sauf pour une partie des AA utilisés directement par l’épithélium (20).  
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Figure 3 : Représentation schématique de la digestion et l’absorption des protéines. AA : acides aminés. 

Les peptidases sont représentées en rouge.  

 

1.3! Pertes d’azote au niveau de l’iléon terminal  

 

1.3.1! Digestibilité des protéines et pertes iléales azotées 

 

 Bien qu’il s’agisse d’un processus très efficace, la digestion des protéines n’est pas complète. 

La digestibilité des protéines (ou de l’azote) représente le pourcentage de protéines absorbées par rapport 

à la quantité de protéines ingérées (Digestibilité (%) = quantité de protéines absorbées / quantité de 

protéines ingérées x 100). La digestibilité oro-fécale de l’azote ne représente pas un marqueur pertinent 

de digestibilité de l’azote, car la majorité de l’azote fécal est sous forme bactérienne (21). De plus, il n’y 

a pas d’absorption significative d’AA dans le côlon chez l’homme (excepté pendant la période 

néonatale) (22), les AA arrivant dans le côlon représentent donc des pertes nutritionnelles bien que 

l’azote puisse être réabsorbé sous d’autres formes (voir 3.2.2.2) (21). Pour ces raisons, la digestibilité 

des protéines est estimée par la mesure de la proportion d’azote alimentaire absorbé jusqu’à l’iléon 

terminal (digestibilité iléale) par rapport à l’azote ingéré. 
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 En raison de la difficulté d’accès à l’iléon terminal chez l’homme, une série d’études a été menée 

chez des sujets iléostomisés (iléon terminal relié chirurgicalement à la paroi de l’abdomen) chez qui 

l’accès aux effluents iléaux est direct. Chez ces sujets, environ 1 g d’azote (correspondant à environ 6 g 

de protéines) est excrété chaque jour dans le gros intestin lors d’un régime sans protéines alors 

qu’environ 2 à 3 g d’azote (correspondant à environ 12 - 18 g de protéines) sont excrétés lorsque 

l’alimentation contient des protéines (6,23). Les pertes iléales d’azote sont donc d’origine endogène et 

alimentaire. La plupart de l’azote endogène est contenu dans les sécrétions digestives (enzymes 

pancréatiques), le mucus et les cellules épithéliales exfoliées (23). L’azote excrété au niveau de l’iléon 

terminal se trouve principalement sous forme de protéines (50%) et de peptides (30%) mais aussi sous 

forme d’AA (10%), d’urée et d’ammonium (5%) (6). Une des principales limites des études sur les sujets 

iléostomisés est l’adaptation de l’iléon présentant des caractéristiques de gros intestin (morphologie, 

colonisation par des bactéries) (21). 

 

 Plus récemment, l’utilisation de sondes naso-iléales a permis de récupérer des effluents de 

l’iléon terminal chez des volontaires en bonne santé. Cette technique a confirmé que la majorité de 

l’azote iléal provient des pertes endogènes (1 à 2 g/j) et que les pertes alimentaires représentent entre 

0,7 et 1,2 g/j (Figure 4) (5). La méthode des sondes naso-iléales a également été utilisée pour déterminer 

la digestibilité de protéines alimentaires marquées à l’azote 
15

N afin de distinguer l’azote alimentaire de 

l’azote endogène. Les protéines animales sont généralement très digestibles (environ 94% pour les 

protéines de lait et de viande) (24,25). Chez le rat, la digestibilité des protéines de lait est encore plus 

élevée : 95% pour les caséines et 98% pour les protéines de lactosérum (26). Les protéines végétales 

sont généralement moins digestibles que les protéines animales (environ 89 - 91% pour les protéines de 

soja, pois et blé) (27–29). Cela signifie que davantage de protéines et de peptides non digérés ou 

partiellement digérés entrent dans le côlon lors de la consommation de protéines végétales. Enfin, il est 

important de considérer qu’au sein d’une protéine, tous les AA n’ont pas la même digestibilité (5). 

 

 La digestibilité des protéines peut être modifiée par le traitement technologique utilisé lors de 

la préparation des aliments. Par exemple, la cuisson des œufs entraine une augmentation importante de 

la digestibilité des protéines (30). Au contraire, dans le cas de la viande de bœuf, une cuisson prolongée 

à haute température la diminue légèrement (25). La structure de la matrice alimentaire contenant les 

protéines peut également influencer leur digestibilité. En effet, chez des sujets iléostomisés, la quantité 

d’azote excrétée dans les effluents (iléaux) est plus élevée dans le cas de purée de soja que dans le cas 

de graines de soja intactes, indiquant un effet de la structure de la matrice alimentaire contenant les 

protéines (23). Enfin, la digestibilité des protéines peut aussi être modifiée en raison de facteurs 

endogènes, notamment dans les cas de pathologies perturbant la digestion des protéines (31). 
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Figure 4 : Représentation schématique du passage de l’iléon au gros intestin de l’azote issu des protéines 

alimentaires et endogènes. g N/j : gramme d’azote par jour.  

 

1.3.2! Effets de la quantité de protéines ingérées sur les pertes iléales azotées 

 

 Une méta-analyse a regroupé les résultats de 9 études d’intervention nutritionnelle chez des 

sujets iléostomisés chez qui le contenu en azote a été mesuré dans les effluents et dans l’alimentation. 

La quantité d’azote dans les effluents iléaux est positivement corrélée à la quantité d’azote ingérée 

(Figure 5) (6,8). Ce résultat montre que plus l’apport en protéines alimentaires est important, plus la 

quantité de protéines échappant à la digestion dans l’intestin grêle est élevée. Néanmoins, à partir de ces 

données, il est impossible d’exclure l’hypothèse qu’un apport élevé en protéines augmente la sécrétion 

d’azote endogène. Dans un modèle de mini-porcs équipés d’une canule au niveau de l’iléon terminal et 

nourris avec des protéines de viande de bœuf marquées à l’azote 
15

N, la quantité cumulée de 
15

N dans 

les effluents iléaux est plus élevée lors d’un apport important en viande (135 g) que lors d’un apport 

plus faible (65 g) (32). En revanche, les pertes endogènes d’azote ne sont pas modifiées par le niveau 

d’apport en protéines dans ce modèle expérimental (32). Deux études ont également montré que le 

niveau d’apport en protéines ne modifie pas la digestibilité des protéines (environ 94% pour les protéines 

de viande étudiées) (32,33). Ainsi, dans la gamme d’apport en protéines testée dans ces études, le 

pourcentage de l’azote des protéines ingérées parvenant dans le côlon est constant (environ 5%), quelque 

soit le niveau d’apport en protéines. Ce résultat suggère que la digestion et l’absorption des protéines 

dans l’intestin grêle ne sont pas des facteurs limitants mais que certains motifs peptidiques sont résistants 

aux enzymes protéolytiques humaines. 
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Figure 5 : Corrélation entre le niveau d’apport alimentaire en azote et l’excrétion iléale d’azote chez 

des sujet iléostomisés. D’après (8). 

 

Les données présentées dans cette première partie montrent que des protéines alimentaires et 

endogènes non digérées ou partiellement digérées parviennent dans la lumière du côlon. Les parties 

suivantes décrivent leur dégradation par les bactéries intestinales et les conséquences de cette activité 

métabolique pour la muqueuse du côlon. Dans un premier temps, les notions de physiologie du côlon 

nécessaires à la compréhension et à l’interprétation des résultats obtenus lors de la thèse sont présentées.  
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En résumé 

 

•! En France, l’apport en protéines est supérieur (1,7 fois) à l’ANC et la limite supérieure de 

sécurité n’est pas connue. 

•! L’apport en protéines peut atteindre jusqu’à 4 fois les ANC lors de la consommation des 

régimes HP amaigrissants.  

•! La digestibilité des protéines est élevée (90 - 95%) et est supérieure pour les protéines 

animales que pour les protéines végétales. 

•! Environ 12 g de protéines et peptides (endogènes et alimentaires) arrivent chaque jour dans 

le gros intestin et cette quantité augmente lors d’un apport élevé en protéines. 

•! La digestibilité des protéines ne dépend pas du niveau d’apport en protéines.  
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2! Physiologie du côlon et de son épithélium  

 

 Chez l’homme, le gros intestin (environ 1,5 m de longueur et 6 cm de diamètre) est divisé en 

six régions anatomiques : cæcum (très développé chez les rongeurs contrairement à l’homme), côlon 

ascendant, côlon transverse, côlon descendant, côlon sigmoïde et rectum (Figure 6 A). La paroi du côlon 

est constituée de la muqueuse (épithélium, lamina propria et musculaire muqueuse), de la sous-

muqueuse, de la musculeuse et de la séreuse (Figure 6 B). Le gros intestin reçoit les effluents de l’iléon 

terminal contenant de l’eau, des électrolytes ainsi que des résidus alimentaires et endogènes non digérés. 

Le pH du contenu luminal augmente du cæcum (pH 5,7) au rectum (pH 6, 7) (34) et le temps de transit 

est considérablement plus lent que dans l’intestin grêle (environ 60 heures chez l’homme) (35). Par 

ailleurs, il existe un gradient radial de concentration d’O2 dans le côlon : de l’O2 est présent en faible 

concentration au niveau de l’épithélium alors que le centre de la lumière est strictement anaérobie 

(36,37). Cet environnement est propice à la colonisation du côlon par de très nombreuses bactéries (voir 

3.1).  

 

 

 

Figure 6 : A - Représentation schématique de l’anatomie du gros intestin. B - Photographie d’une 

observation au microscope d’une coupe de paroi de côlon humain (coloration hématoxyline & éosine). 

Les parties les plus externes de la paroi du côlon (musculeuse et séreuse) ne figurent pas sur cette 

illustration.  

 

2.1! Organisation et renouvellement de l’épithélium du côlon  

 

 L’épithélium du côlon est constitué d’une monocouche de cellules (colonocytes) reposant sur la 

lamina propria et répartie entre la surface (épithélium de plateau) et des invaginations tubulaires 

appelées cryptes (Figure 7 A). La présence dans le contenu luminal colique de composés toxiques est 

associée à un renouvellement très rapide de l’épithélium (38). Les cellules épithéliales matures sont 
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exfoliées au niveau de l’épithélium de plateau lors d’une forme d’apoptose appelée anoïkis. La mort 

cellulaire est induite lors du détachement des cellules de la matrice extracellulaire (voir 2.2.1) par 

l’activation de voies de signalisation dans lesquelles les mitochondries jouent un rôle central et 

aboutissant à l’activation des protéines caspases (39). La division régulière de quelques cellules souches 

pluripotentes situées dans la partie inférieure des cryptes permet de compenser la perte des cellules 

exfoliées. Ces cellules souches sont à l’origine de cellules appelées progénitrices (« transit amplifying 

cells »). La division des cellules souches est qualifiée d’asymétrique puisqu’elle aboutit à la formation 

de deux cellules aux caractéristiques distinctes : une cellule progénitrice et une cellule souche. Ce 

processus permet de maintenir constant le nombre de cellules souches dans les cryptes (40). L’activité 

de ces cellules est finement régulée par de nombreux signaux paracrines (cytokines, facteurs de 

croissance) dérivés des cellules avoisinantes (cellules épithéliales et fibroblastes sous-jacents) formant 

un microenvironnement complexe appelé « niche des cellules souches » (38).  

 

 

 

Figure 7 : A - Représentation schématique de l’organisation et du renouvellement de l’épithélium du 

côlon. B - Représentation schématique des voies de différenciation des cellules épithéliales coliques. 

D’après (38). 
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Les cellules progénitrices prolifèrent très rapidement dans la moitié inférieure des cryptes et 

migrent vers la lumière (38). Ainsi, les protéines jouant un rôle dans la prolifération des cellules 

épithéliales telles que PCNA (« proliferating cell nuclear antigen ») ou Ki67 sont exprimées uniquement 

à la base des cryptes et sont utilisées comme marqueurs de la prolifération (41). Dans la moitié 

supérieure de la crypte, les cellules se différencient en quatre types cellulaires (Figure 7 B) ; des cellules 

absorbantes (80% des cellules épithéliales) et des cellules sécrétantes : cellules en gobelet (16%) ainsi 

que, de manière minoritaire, des cellules entéroendocrines productrices d’hormones et des cellules tufts 

impliquées dans les réactions antiparasitaires (40). Le rôle de ces deux derniers types cellulaires ne sera 

pas davantage détaillé dans le manuscrit. Une fois différenciées, les cellules épithéliales sont polarisées 

selon un axe baso-apical contribuant à l’acquisition de leur forme et à l’organisation des transports 

intracellulaires (voir 2.2.1) (42). Au pôle apical des cellules absorbantes, la membrane plasmique 

présente des microvillosités formées principalement par des filaments d’actine. Cette caractéristique 

morphologique permet d’augmenter la surfaces d’échange et ainsi de favoriser l’absorption d’eau et le 

transport d’électrolytes par ces cellules. Le cycle complet de renouvellement de l’épithélium (de la 

division asymétrique des cellules souches à l’anoïkis) dure entre 5 et 7 jours (38). L’homéostasie 

épithéliale résulte donc d’un équilibre dynamique entre prolifération, différenciation et apoptose 

maintenu tout au long de la vie (40).  

 

2.2! Fonction barrière de la muqueuse du côlon 

 

 Située à la frontière entre les milieux extérieur (lumière de l’intestin) et intérieur, la muqueuse 

du côlon joue un rôle de barrière face aux composés luminaux potentiellement toxiques (bactéries, 

métabolites, toxines, etc.). Néanmoins, cette barrière doit être partiellement et sélectivement perméable 

puisque l’épithélium est une surface d’échange (eau, électrolytes, etc.). Le rôle de l’épithélium dans la 

mise en place et le maintien de cette fonction barrière sera détaillé dans les paragraphes suivants. 

 

2.2.1! Cohésion de l’épithélium et perméabilité intestinale 

 

 Des interactions protéiques entre les cellules épithéliales adjacentes et entre les cellules 

épithéliales et la matrice extracellulaire sous-jacente (appelée lame basale) assurent la cohésion de 

l’épithélium (Figure 8). Le contact entre les cellules épithéliales adjacentes inclus trois complexes 

protéiques situés au niveau de la membrane latérale (desmosomes et jonctions adhérentes) et au niveau 

du pôle apical (jonctions serrées) (43,44). Les desmosomes sont formés par des interactions protéiques 

entre les desmogléines, desmocollines, desmoplakines et les filaments de kératine (45). Les jonctions 

adhérentes sont formées par des complexes protéiques impliquant notamment les protéines 

transmembranaires cadhérines et nectines liées à des protéines cytoplasmiques (caténines) et aux 

filaments d’actine (42). Enfin, les jonctions serrées sont formées par des protéines transmembranaires 
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(claudines, occludines, « junctionnal adhesion molecule » (JAM) et tricellulines) interagissant avec des 

protéines cytoplasmiques (zonula occludens, ZO) et les filaments d’actine (42). Le rôle des claudines 

est complexe puisque certaines d’entre elles renforcent la fonction barrière (claudines 1, 3, 4, 5 et 8) 

alors que d’autre la diminuent (claudines 2, 7, 10 et 12) (45). Ces jonctions serrées sont les principaux 

régulateurs de la perméabilité paracellulaire (voir ci-dessous) (44). Au pôle basal, les cellules 

épithéliales adhèrent via des intégrines à la lame basale constituée d’un réseau complexe de protéines 

(collagène, laminine, protéoglycans, fibronectine et tenascine-C) sécrétées par les cellules épithéliales 

elles-mêmes et par les cellules mésenchymateuses situées dans la lamina propria (46).  

 

 

Figure 8 : Représentation schématique simplifiée de la polarisation et de l’adhésion des colonocytes 

ainsi que des deux voies de transport au travers de l’épithélium. Les desmosomes ne sont pas représentés 

sur cette figure. JAM : « jonctionnal adhesion molecule », ZO : zonula occludens. D’après (42,43,46). 

 

 L’adhésion cellulaire joue un rôle clé dans la régulation des processus de prolifération, de 

différenciation, de polarisation et d’anoïkis des cellules épithéliales (42–44). L’adhésion des cellules 

épithéliales est également essentielle au maintien de la fonction barrière de la muqueuse du côlon face 

aux composés luminaux. Cette barrière est sélective puisque certains composés de petites tailles sont 

absorbés (eau, électrolytes, métabolites) alors que les composés de plus grandes tailles (bactéries, 

protéines, etc.) ne franchissent pas ou très peu l’épithélium. Il existe deux voies de passage des composés 

luminaux au travers de l’épithélium : la voie paracellulaire (diffusion entre les cellules, molécules de 

faible poids moléculaire <10 kDa) et la voie transcellulaire (diffusion ou endocytose au niveau de la 

membrane apicale des cellules, molécules de haut poids moléculaire >10 kDa) (Figure 8) (43). Une 
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diminution de la résistance électrique transépithéliale ou une augmentation du flux transépithélial de 

petites molécules (sucres tels que le dextran ou le mannitol) sont des marqueurs d’une augmentation de 

la perméabilité paracellulaire (47). Le passage transépithélial de molécules de poids moléculaire plus 

important (protéines telles que la « horse-radish peroxidase » ou la β-lactoglobuline) est un marqueur 

de la perméabilité transcellulaire. Les cytokines régulatrices « transforming growth factor-β » (TGF-β) 

et interleukine-10 (IL-10) diminuent la perméabilité intestinale alors que les cytokines pro-

inflammatoires interféron-γ (IFN-γ), IL1-β et « tumor necrosis factor-α » (TNF-α) l’augmentent (43,45). 

Pour résumer, l’adhésion cellulaire est un facteur essentiel de l’homéostasie de l’épithélium puisqu’elle 

participe au contrôle de la perméabilité épithéliale ainsi qu’au renouvellement de l’épithélium. 

 

2.2.2! Rôle protecteur du mucus  

 

 Les mucines sont des glycoprotéines (plus de 50% de leur masse est glucidique) liées entre elles 

par des ponts disulfures (48,49). Dans l’épithélium, les cellules absorbantes expriment des 

mucines transmembranaires (MUC1, 3, 4, 12, 13, 16 et 17) formant une structure protectrice appelée 

glycocalyx. De plus, les cellules en gobelet sécrètent des mucines dans la lumière intestinale (MUC2, 

5AC et 6). Dans le côlon, le mucus forme un gel réparti en deux couches, principalement constituées de 

MUC2 (Figure 9) (48,49). La couche interne est dense, attachée à l’épithélium, d’une épaisseur de 

quelques centaines de micromètres chez l’homme, ne contient pratiquement pas de bactéries et est 

renouvelée en une heure environ (48,49). La couche externe est lâche (suite à l’action d’enzymes 

protéolytiques), non attachée et est colonisée par des bactéries. Le mucus contribue à la fonction barrière 

en limitant les contacts entre l’épithélium et les bactéries mais aussi en diminuant le stress mécanique 

exercé sur l’épithélium par les contenus luminaux (48,49). Le rôle protecteur du mucus est illustré par 

le développement spontané d’une inflammation intestinale chez les souris déficientes en Muc2 (50). En 

conclusion, les mucines forment la première ligne de défense de la muqueuse face aux composés 

luminaux potentiellement toxiques. 

 

Figure 9 : Représentation schématique de différents acteurs de la 

fonction barrière dans le côlon : mucus, peptides anti-microbiens, 

immunoglobulines A sécrétoires (SIgA) et cellules immunitaires 

de la lamina propria. La cohésion de l’épithélium est également 

un facteur essentiel de la fonction barrière. D’après (46). 
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2.2.3! Rôle des cellules épithéliales dans l’immunité 

 

A l’interface entre les milieux intérieur et extérieur, les cellules épithéliales jouent un rôle de 

sentinelles et détectent des composés bactériens (51). Cette reconnaissance est effectuée par des 

récepteurs spécialisés « pattern recognition receptors » (PRR) (« toll-like receptor » (TLR), par exemple) 

dont la stimulation par des motifs moléculaires bactériens active notamment des voies de signalisation 

en amont du facteur de transcription « nuclear factor-κB » (NF-κB) (51). La translocation nucléaire de 

NF-κB active la transcription de gènes de peptides antimicrobiens (défensines par exemple) et de 

cytokines régulant l’adhésion cellulaire (voir 2.2.1) ainsi que le recrutement et l’activité des cellules 

immunitaires dans la lamina propria (lymphocytes, neutrophiles, etc.) (Figure 9) (51). En particulier, 

NF-κB régule l’expression de l’enzyme « inducible nitric oxide synthase » (iNOS) générant des 

quantités élevées (µM) de monoxyde d’azote (NO) en situation d’inflammation (52). Lorsqu’il est 

présent à des concentrations importantes, le NO a des propriétés antibactériennes mais il peut également 

être toxique pour l’épithélium (voir 2.3.3) (53). Au-delà de son rôle dans l’immunité, NF-κB régule la 

survie cellulaire et l’intégrité de la fonction barrière, il s’agit donc d’un acteur central de l’homéostasie 

épithéliale (54). Les colonocytes contribuent également au transport par transcytose des 

immunoglobulines A sécrétoires (SIgA) produites par les plasmocytes (lymphocytes B différenciés) 

dans la lamina propria (Figure 9) (55). Une fois sécrétés dans la lumière, ces anticorps se lient aux 

bactéries et contribuent à leur maintien à distance de l’épithélium (55). En conclusion, la muqueuse du 

côlon est caractérisée par un état d’inflammation à bas bruit permettant de limiter les contacts avec les 

bactéries tout en évitant d’endommager l’épithélium (51). Un déséquilibre de ce niveau de stimulation 

du système immunitaire peut conduire à une rupture de l’homéostasie de l’épithélium. 

 

2.3! Métabolisme des colonocytes, stress oxydant et dommages à l’ADN 

 

Le renouvellement constant des cellules épithéliales, la synthèse de mucines, le transport d’eau 

et d’électrolytes sont des processus coûteux en énergie (56,57). L’efficacité du métabolisme des 

colonocytes est donc essentiel au maintien de l’homéostasie de l’épithélium du côlon. 

 

2.3.1! Rappels sur le métabolisme mitochondrial 

 

 Une des fonctions principales des mitochondries est de produire de l’ATP, la principale source 

d’énergie utilisée dans la cellule. Les mitochondries sont des organites possédant deux membranes 

(l’une interne et l’autre externe) délimitant deux compartiments : la matrice mitochondriale et l’espace 

inter-membranaire. Les électrons issus de l’oxydation des substrats énergétiques (voir 2.3.2) sont 

transférés dans la chaîne respiratoire au niveau du complexe I situé dans la membrane interne 

mitochondriale (Figure 10) (58). Le transport des électrons par des transporteurs membranaires grâce à 
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une succession de réactions d’oxydoréduction le long de la chaîne respiratoire aboutit à la réduction 

d’O2 en H2O au niveau du complexe IV (cytochrome c oxydase). L’énergie libérée par ce transfert 

d’électrons permet le pompage de protons de la matrice mitochondriale vers l’espace inter-membranaire 

au niveau des complexes I, III et IV. Le retour des électrons de l’espace inter-membranaire vers la 

matrice a lieu principalement au niveau de l’ATP synthase. Cette enzyme utilise la force proton motrice 

pour synthétiser de l’ATP. Cette synthèse d’ATP directement liée à la consommation d’O2 est appelée 

phosphorylation oxydative. 

 

Figure 10 : Représentation schématique de la chaîne respiratoire mitochondriale et des flux de protons. 

D’après (59). 

 

Le fonctionnement de la chaîne respiratoire peut être estimé par la vitesse de consommation 

d’O2 « basale » appelée stade 3. La membrane interne mitochondriale n’est pas entièrement imperméable 

et cela entraine une fuite de protons (depuis l’espace inter-membranaire vers la matrice) non couplée à 

la synthèse d’ATP (Figure 10) (59). Une augmentation des fuites de protons (ou du « découplage ») 

entraine une diminution du rendement énergétique de la chaîne respiratoire mais permettrait également 

de limiter la production d’espèces réactives de l’oxygène (ou « reactive oxygen species », ROS) (voir 

2.3.3). Les fuites de protons sont mises en évidence par la mesure de la consommation d’O2 en présence 

d’oligomycine, un inhibiteur de l’ATP synthase. En effet, dans ce cas, la consommation d’O2 est liée 

uniquement aux fuites de protons. Enfin, la réserve respiratoire des cellules représente la capacité 

maximale de la chaîne respiratoire à transporter des électrons et est estimée par la mesure de la 

consommation d’O2 en présence d’un agent découplant tel que le « carbonyl cyanide p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone » (FCCP). Cette réserve respiratoire correspond à la capacité 

maximale à oxyder les substrats énergétiques lors de leur accumulation. En résumé, la fonction 

mitochondriale peut être évaluée via les mesures successives de la consommation d’O2 par les cellules 



 

 

29 

au stade 3 (respiration basale), en présence d’oligomycine (fuites de protons) puis en présence de FCCP 

(capacité respiratoire) (58). 

2.3.2! Métabolisme énergétique des cellules épithéliales 

 

 Les colonocytes ont la particularité de disposer de substrats énergétiques provenant de la 

circulation sanguine au pôle basal (glutamine et glucose principalement) mais aussi du pôle apical 

(métabolites produit par les bactéries) (Figure 11 A) (57). Le butyrate, un acide gras à courte chaîne 

(AGCC) produit par les bactéries intestinales (voir 3.2.1.1), est la principale source d’énergie (70%) 

pour l’épithélium du côlon. Sa dégradation lors de la β-oxydation et du cycle de Krebs dans la 

mitochondrie fournit des électrons à la chaîne respiratoire (57,60). Certains métabolites bactériens (voir 

3.2.2) et endogènes peuvent inhiber la chaîne respiratoire mitochondriale et ainsi entrainer une 

diminution de la production d’ATP dans les colonocytes (7). Par exemple, des concentrations élevées 

de NO inhibent le complexe IV de la chaîne respiratoire (61). Un déficit en énergie dans les colonocytes 

peut s’avérer délétère pour l’homéostasie de l’épithélium (62). 

 

 

Figure 11 : A - Représentation schématique simplifiée du métabolisme des colonocytes. D’après 

(56,60). B - Le marquage au 2-nitroimidazole (indicateur de l’hypoxie, en rouge) dans la muqueuse du 

côlon de souris illustre l’hypoxie physiologique caractéristique des cellules de l’épithélium de plateau. 

Les noyaux des cellules sont colorés en bleu. D’après (63). 
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En raison de la proximité avec la lumière du gros intestin (anaérobie), les colonocytes sont 

exposés à des concentrations d’O2 nettement inférieures à celles mesurées dans d’autres tissus et 

possèdent des caractéristiques métaboliques uniques adaptées à cet environnement particulier (« hypoxie 

physiologique ») (Figure 11 B) (36,63). Le facteur de transcription « hypoxia inducible factor 1 » (HIF1) 

est le principal régulateur de l’adaptation à l’hypoxie et joue un rôle clé dans l’homéostasie de 

l’épithélium (63). Une diminution de la concentration d’O2 entraine une stabilisation de la sous-unité 

HIF1α qui se lie à la sous unité HIF1β dans le noyau où ce complexe régule l’expression de gènes 

impliqués dans la fonction barrière (mucines, peptides anti-bactériennes, iNOS, etc.) (63).  

 

2.3.3! Stress oxydant et métabolisme du glutathion 

 

 Les ROS sont des molécules dérivées de l’oxygène (anion superoxyde (O2
•-
), peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et radicaux hydroxyles (HO
•
)) pouvant oxyder d’autres molécules (64). La chaîne 

respiratoire mitochondriale est une source importante de ROS, en particulier lorsqu’elle est inhibée au 

niveau des complexes I et III de la chaîne de phosphorylation oxydative (64). Certaines enzymes telles 

que la NAD(P)H oxydase et la xanthine oxydase peuvent également produire des ROS. En présence de 

signaux pro-inflammatoires, les cellules épithéliales et certaines cellules immunitaires telles que les 

macrophages et les neutrophiles produisent des quantités importantes de ROS, permettant de lutter 

contre les bactéries (51,65). Néanmoins, en quantité excessive, les ROS entrainent un stress oxydant 

causant des dommages aux protéines, aux lipides et à l’ADN des colonocytes (voir 2.3.4) (66). De plus, 

la réaction du NO (produit notamment par iNOS) avec les ROS peut conduire à la formation de 

peroxynitrite (ONOO
-
), un puissant agent oxydant et nitrosant (52).  

 

 Il existe divers mécanismes de défenses anti-oxydantes dans l’épithélium tel quel les superoxide 

dismutases, les catalases et le glutathion (37). Ce dernier (γ-glutamyl-cysteinyl-glycine) est un 

métabolite présent à des concentrations millimolaires existant sous une forme oxydée (GSSG) 

(minoritaire en conditions physiologiques) et sous une forme réduite (GSH) (67). Le métabolisme du 

glutathion implique diverses enzymes (« glutathione reductase », « glutaredoxin », « gluthathione 

peroxidase » et « glutathione-S-transferase ») jouant un rôle important dans le contrôle du stress oxydant 

et dans la détoxication de xénobiotiques. Les enzymes du métabolisme du glutathion sont surexprimées 

dans les cellules épithéliales différenciées, correspondant à une protection anti-oxydante accrue au 

niveau de l’épithélium de plateau (67). Le rôle protecteur du métabolisme du glutathion est illustré par 

les pathologies digestives associées à une perturbation de l’activité des enzymes utilisant le glutathion 

(68). 
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2.3.4! Intégrité de l’ADN  

 

 Des dommages à l’ADN des colonocytes peuvent être provoqués par le stress oxydant causé par 

les cellules épithéliales elles-mêmes ou par les cellules immunitaires (69). Les bactéries du microbiote 

peuvent également induire des cassures de l’ADN dans l’épithélium de manière directe, via des 

métabolites génotoxiques, ou de manière indirecte, via l’induction d’un stress oxydant (69). Il existe 

différents types de dommages à l’ADN : cassures simple brin, formation d’adduits, oxydation, 

alkylation, mésappariement de bases et pontages intra et inter brins (70). Les cassures double brin 

subséquentes reflètent globalement les atteintes à l’intégrité de l’ADN et entrainent la phosphorylation 

de l’histone H2AX (γH2AX désigne la forme phosphorylée) dont la quantification est utilisée comme 

marqueur de génotoxicité (71). Une autre méthode courante de détection des dommages à l’ADN est le 

test des comètes (ou « single-cell gel electrophoresis »). Il s’agit d’une électrophorèse de l’ADN 

nucléaire dans un gel d’agarose, les cassures de l’ADN entrainant sa migration sous forme de comètes 

(Figure 12) (72). L’endommagement de l’ADN peut induire la mort cellulaire par apoptose (73). 

Différentes voies de réparation de l’ADN sont impliquées en fonction du type de dommages 

(principalement : « nucleotide excision repair » : NER, « mismatch repair » : MMR, « base excision 

repair » : BER, « homologous recombination » : HR et « non-homologous end joining » : NHEJ). Des 

erreurs lors de la réparation de ces cassures peuvent entrainer l’apparition de mutations entrainant 

potentiellement une perte de fonction de certains gènes essentiels au maintien de l’homéostasie 

épithéliale, notamment lorsqu’elles touchent les cellules souches. Pour cette raison, une augmentation 

des dommages à l’ADN ou une diminution de leur réparation peut avoir des conséquences pathologiques 

(70).  

 

 

Figure 12 : Photographies d’observations au microscope de l’ADN (coloré en vert) issu de cellules dont 

l’ADN est intact ou endommagé après électrophorèse lors du test des comètes. D’après Cell Biolabs 

INC. 
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2.4! Maladies inflammatoires chroniques intestinales  

 

Certaines caractéristiques des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont 

décrites ici en tant qu’exemples de perturbations de l’homéostasie de l’épithélium du côlon associées à 

une situation pathologique.  

 

Les deux principales formes de MICI sont la maladie de Crohn (MC) pouvant atteindre 

l’ensemble du tractus digestif et la rectocolite hémorragique (RCH), atteignant uniquement le gros 

intestin. Ces pathologies sont caractérisées par une inflammation chronique de l’intestin alternant entre 

des phases de poussées (phases actives de la maladie) et des phases de rémission. L’étiologie de ces 

maladies n’est pas entièrement comprise mais implique des facteurs génétiques prédisposant à une 

réaction immunitaire excessive en réponse aux bactéries intestinales (74). Le rôle de l’environnement 

(et de alimentation en particulier) dans ces pathologies est illustrée par l’augmentation de leur incidence 

lors de migrations depuis les pays en développement vers les pays occidentaux (74). Le tableau 1 

présente des exemples de caractéristiques observées lors des MICI concernant les paramètres de 

physiologie de l’épithélium du côlon décrits dans les paragraphes précédents. Ces données permettent 

d’illustrer qu’une rupture de l’homéostasie de l’épithélium du côlon est associée à des pathologies 

digestives telles que les MICI.  

 

Tableau 1 : Exemples de perturbations de l’homéostasie de l’épithélium du côlon observées lors des 

maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI). ↑ : indique une augmentation, ↓ : indique une 

diminution. 

 

 

Paramètre Observation dans l’épithélium lors des MICI Référence 

Perméabilité  ↑ Perméabilité, perturbation des jonctions serrées  (51) 

Mucus ↓ Sécrétion de mucus (75)  

Immunité innée ↑ Activation de NF-κB  (67) 

Métabolisme  ↓ Oxydation du butyrate, ↑ hypoxie (62,63) 

Stress oxydant ↑ ROS, GSSG, iNOS  (67,76) 

Intégrité de l’ADN ↑ Dommages à l’ADN  (77) 
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La partie précédente présentant des aspects importants de la physiologie du côlon est suivie de 

la description de la composition et de l’activité métabolique de la communauté bactérienne qui y réside. 

Ce chapitre détaille particulièrement les interactions entre les protéines présentes dans la lumière du 

côlon et les bactéries ainsi que les conséquences pour l’épithélium de l’exposition aux métabolites 

bactériens dérivés des AA. 

 

En résumé 

 

•! Le renouvellement constant de l’épithélium du côlon nécessite le maintien d’un équilibre 

entre prolifération, différenciation et apoptose.  

•! La couche de mucus limite les contacts entre les bactéries intestinales et l’épithélium du côlon 

•! La cohésion de l’épithélium garantit le contrôle de la perméabilité intestinale.  

•! Les colonocytes jouent un rôle de sentinelles et régulent l’activation du système immunitaire 

de la muqueuse. 

•! L’épithélium du côlon a un besoin élevé en énergie en raison de son renouvellement rapide 

et des processus d’absorption des électrolytes.  

•! Les substrats énergétiques des cellules épithéliales sont d’origine luminale (AGCC) ou 

artérielle (glutamine, glucose). 

•! Une dysfonction mitochondriale ou des signaux pro-inflammatoires induisent la production 

de ROS pouvant causer en particulier des dommages à l’ADN. 

•! Les mécanismes de lutte contre le stress oxydant et de réparation de l’ADN sont 

indispensables au maintien de l’intégrité cellulaire.  
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3! Composition et activité métabolique du microbiote intestinal 

 

3.1! Composition du microbiote intestinal 

 

 Le microbiote de l’homme désigne l’ensemble des microorganismes dont l’habitat est le corps 

humain (78). La plupart des bactéries du microbiote résident dans le côlon (10
11

 bactéries/g de fèces, 

soit environ 10
13

 bactéries au total dans le côlon) (79). Ces bactéries composent la grande majorité (97%) 

du microbiote intestinal mais le côlon est également colonisé par des archées (2%), des eucaryotes et 

des virus (80,81). La difficulté de culture de ces bactéries (anaérobies strictes en majorité) a longtemps 

limité la connaissance de cet écosystème. Le développement récent des méthodes moléculaires basées 

sur le séquençage du gène de l’ARN ribosomal 16S ainsi que sur le séquençage complet du génome 

bactérien collectif (métagénome) a permis une avancée considérable dans la connaissance de la 

composition du microbiote intestinal. Environ 1000 espèces bactériennes différentes ont été détectées 

dans les fèces humains et chaque individu serait porteur de quelques centaines d’espèces différentes 

(82). Les deux phyla bactériens dominants du microbiote sont les Firmicutes et les Bacteroidetes, 

représentant à eux deux environ 90% de la diversité phylogénétique (Figure 13) (82,83). Les phyla sous-

dominants sont les Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Synergistetes et Fusobacteria. 

Dans les différents phyla, les genres bactériens dominants sont Ruminococcus et Clostridium 

(Firmicutes), Bacteroides et Prevotella (Bacteroidetes), Collinsella et Bifidobacterium (Actinobacteria), 

Escherichia et Desulfovibrio (Proteboacteria) ainsi que Akkermansia (Verucomicrobia) (84). 

 

 

 

Figure 13 : Abondance relative des phyla bactériens du microbiote fécal humain. D’après (81). 
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3.1.1! Variabilité de la composition du microbiote intestinal 

 

 Le microbiote intestinal est un écosystème complexe et dynamique dans lequel quelques espèces 

sont dominantes et de nombreuses espèces sont présentes en faible proportion. La composition du 

microbiote est dépendante de nombreux facteurs provenant de l’hôte (peptides anti-microbiens, SIgA, 

temps de transit) mais aussi des autres membres du microbiote et de l’environnement luminal (potentiel 

d’oxydoréduction, pH, concentration d’O2, disponibilité des résidus alimentaires) (78,85). Ainsi, la 

composition du microbiote varie en fonction du site anatomique dans le côlon selon un axe longitudinal 

(proximal-distal) mais aussi selon un axe radial (lumière-muqueuse) (78). Par exemple, le microbiote 

associé à la muqueuse du côlon est enrichi en Actinobacteria et Proteobacteria par rapport au microbiote 

luminal probablement en raison de la plus grande tolérance à l’O2 des bactéries appartenant à ces deux 

phyla (36). La plupart des études chez l’homme sont basées sur l’analyse du microbiote fécal en raison 

de la simplicité d’échantillonnage mais l’analyse de la composition du microbiote associé à la muqueuse 

est également intéressante en raison des potentielles interactions privilégiées entre ces bactéries et 

l’épithélium. 

 

  La composition du microbiote intestinal est caractérisée par une très grande diversité 

interindividuelle (83,86) mais, chez un individu donné, la composition en bactéries est relativement 

stable au cours du temps (87,88). Néanmoins, la composition bactérienne peut être ponctuellement 

modifiée, par exemple lors d’un traitement aux antibiotiques, mais le microbiote est qualifié de résilient, 

c’est-à-dire qu’après une perturbation il y aurait un retour spontané et rapide à la composition d’origine 

ou au moins à un nouvel état d’équilibre (78). Malgré l’importante variabilité interindividuelle dans la 

composition du microbiote, il existe des similitudes taxonomiques partagées par la plupart des 

personnes. Une cinquantaine d’espèces bactériennes sont partagées entre les individus sains (82,89). 

Plusieurs études ont suggéré que la composition du microbiote fécal humain pouvait être classé selon 

deux ou trois catégories distinctes (nommées entérotypes) identifiables par l’abondance d’un des trois 

genres suivants : Bacteroides, Prevotella ou Ruminococcus (81,86). Cependant, cette notion 

d’entérotype pourrait refléter une volonté de simplification excessive, la notion d’entéro-gradients étant 

probablement plus exacte (90). Enfin, une perturbation de la composition du microbiote intestinal 

(dysbiose) a été observée chez les personnes souffrant de pathologies digestives et métaboliques 

(82,88,91).  

 

3.1.2! Effets de l’alimentation sur la composition du microbiote intestinal  

 

 La composition globale du microbiote intestinal est associée aux caractéristiques de 

l’alimentation à long terme (à l’échelle de plusieurs années). Par exemple, l’entérotype Bacteroides est 

associé à un régime riche en protéines et en lipides alors que l’entérotype Prevotella est associé à un 
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régime riche en glucides (86). Un changement d’alimentation à court terme (de quelques jours à 

quelques semaines) modifie également la composition du microbiote intestinal (92). La plupart des 

études chez l’homme ont porté sur des supplémentations en glucides indigestibles résultant 

généralement en une augmentation de l’abondance de bactéries considérées bénéfiques 

(Bifidobacterium, Lactobacillus) (93). Dans la plupart des cas, un changement d’alimentation à court 

terme n’affecte que certains groupes bactériens et l’individu reste le principal facteur déterminant la 

composition du microbiote (94,95).  

 

Les substrats disponibles pour le microbiote dans le gros intestin sont d’origine endogène et 

alimentaire. La principale source de variabilité dans la disponibilité de ces substrats est l’alimentation 

puisqu’elle détermine la quantité et la qualité des résidus alimentaires non digérés et utilisables par le 

microbiote. Les groupes bactériens les plus adaptés aux substrats disponibles seraient favorisés. Ainsi, 

il est envisageable que les bactéries dominantes, les plus flexibles métaboliquement, ne soient pas 

affectées par les changements alimentaires (96). L’alimentation pourrait également réguler la 

composition du microbiote par d’autres mécanismes tels que la modulation de la sécrétion d’acides 

biliaires, d’enzymes digestives ou encore de mucines (95). Ces changements induits par l’alimentation 

sont très rapides (dès l’arrivée des résidus alimentaires dans le côlon) mais sont réversibles en quelques 

jours après l’arrêt du régime testé (92,94). Enfin, la modification de la composition du microbiote suite 

à un changement alimentaire dépend clairement de la composition initiale du microbiote de chaque 

individu (96). Chez l’homme, environ 10% de la variabilité de composition du microbiote serait 

expliquée par l’alimentation à court terme alors que chez la souris la variance expliquée par 

l’alimentation atteindrait 60% en raison de la plus grande homogénéité génétique, du meilleur contrôle 

des conditions expérimentales et du nombre élevé de réplicats biologiques (95).  

 

3.1.3! Effets de l’apport en protéines sur la composition du microbiote 

  

 Le tableau 2 présente les effets de l’apport en protéines sur la composition du microbiote 

intestinal. Chez l’homme, une modification de la composition du microbiote a été observée seulement 

dans le cas où l’apport élevé en protéines est combiné avec une diminution importante de l’apport en 

fibres. Dans ces conditions, il semble y avoir une diminution du nombre de bactéries totales et une 

diminution de l’abondance de genres bactériens connus pour être favorisés par un apport élevé en fibres 

(Roseburia, Eubacterium, Bifidobacterium) (96). Il est donc probable que les effets observés ne soient 

pas liés à l’augmentation de l’apport en protéines mais plutôt à la diminution de l’apport en fibres.  
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Chez l’animal, des résultats très divers et souvent contradictoires ont été obtenus (Tableau 2). 

En cas d’apport élevé en protéines, la diversité du microbiote est soit augmentée soit diminuée ou encore 

inchangée en fonction du modèle (rat ou porc) et du segment étudié (cæcum ou côlon). Les 

caractéristiques des régimes testés pourraient expliquer en partie cette diversité de résultat. En effet, la 

source de protéines, le niveau d’apport et la durée des études varient considérablement, il est donc 

difficile de les comparer. La comparaison des genres bactériens affectés par les régimes HP lors des 

différentes études permet difficilement d’identifier des tendances claires. Les effets les plus 

convaincants d’une augmentation de l’apport en protéines concernent l’augmentation de l’abondance de 

Lactobacillus et Streptococcus ainsi que la diminution de l’abondance de Faecalibacterium prausnitzii. 

Cette dernière espèce bactérienne est considérée bénéfique pour la santé de l’intestin en raison de ses 

propriétés anti-inflammatoires (102), la diminution de son abondance pourrait donc avoir des 

conséquences délétères. Peu d’études présentées ici ont utilisé des techniques non ciblées (séquençage), 

il est donc possible que les groupes bactériens sensibles au niveau d’apport en protéines n’aient pas été 

identifiés.   

 

 Quelques études chez l’animal montrent que la source de protéines peut également influencer la 

composition du microbiote intestinal. Chez des hamsters nourris avec des protéines de lait, la 

composition du microbiote est moins diverse que dans le cas des protéines de soja et est associée à une 

plus grande abondance dans le cæcum des familles Bacteroidaceae et Porphyromonadaceae et une 

moindre abondance des familles S24-7, Bifidobacteriaceae et Lachnospiraceae (103). Chez le rat, la 

source de protéines (lait, bœuf, porc, poisson et soja) modifie la composition du microbiote au niveau 

des phyla et il existe une plus grande proximité taxonomique entre les animaux nourris avec les protéines 

de porc, de poisson et de bœuf (dominé par les Firmicutes) d’une part et ceux nourris avec les protéines 

de soja et de caséines (dominé par les Bacteroidetes) d’autre part (104). Ici encore, la disparité des 

protocoles expérimentaux et des modèles étudiés ne permet pas de décrire clairement l’effet de la source 

de protéines sur la composition du microbiote intestinal. De plus, cette question n’a jamais été étudiée 

chez l’homme. En conclusion, les données de la littérature suggèrent que la quantité et la qualité de 

l’apport en protéines influencent la composition du microbiote mais ces effets restent à détailler.  
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En résumé 

 

•! Le microbiote intestinal humain est principalement composé de bactéries appartenant aux 

deux phyla Firmicutes et Bacteroidetes. 

•! La composition du microbiote est stable au cours du temps chez un individu mais très variable 

d’un individu à l’autre. 

•! L’alimentation régule la composition du microbiote et le niveau d’apport en glucides 

indigestibles est un facteur déterminant. 

•! Les effets de l’apport en protéines sur la composition du microbiote ne sont pas clairement 

définis mais la quantité et la source de protéines semblent jouer un rôle. 

 

 

3.2! Activité métabolique du microbiote 

 

 Une relation mutualiste s’est établie au cours de la co-évolution entre le microbiote et son hôte. 

L’hôte procure un environnement relativement stable et fournit des résidus endogènes (mucines, 

enzymes digestives, cellules épithéliales exfoliées) et alimentaires servant de substrats aux bactéries du 

microbiote (qualifiées de « commensales ») qui, en retour, contribuent à la physiologie de l’hôte. Le 

microbiote participe notamment à la récupération d’énergie à partir des aliments non digérés, à la 

synthèse de vitamines et d’AA (dont la contribution à la nutrition de l’hôte reste discutée), à la 

maturation de l’épithélium intestinal et du système immunitaire ainsi qu’à la lutte contre les 

microorganismes pathogènes (20,41,105).  

 

Le génome collectif bactérien ou « métagénome » contient environ 500 fois plus de gènes que 

le génome humain et certains d’entre eux apportent à l’hôte des capacités métaboliques supplémentaires 

et complémentaires aux siennes (106). Le microbiote aurait une capacité métabolique comparable à celle 

du foie (107) et il est estimé que plusieurs centaines de métabolites bactériens seraient ainsi ajoutés au 

métabolites humain (108). Malgré la grande diversité interindividuelle de composition du microbiote, 

les fonctions métaboliques et les métabolites produits par les bactéries sont très conservés entre les 

individus (89). Le microbiote est caractérisé par un degré important de redondance fonctionnelle, c’est-

à-dire que de nombreuses bactéries sont capables de réactions métaboliques similaires (107). L’activité 

métabolique du microbiote dépend de la composition en bactéries et de leur abondance mais aussi, et 

probablement principalement, de la concentration des substrats disponibles (96,109,110). Des données 

récentes suggèrent d’ailleurs que, chez l’homme, l’alimentation régule davantage l’activité métabolique 

du microbiote que sa composition taxonomique (95,112). Les paramètres de l’environnement luminal 
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du côlon (pH, température, concentration d’O2, temps de transit) contrôlent également les activités 

métaboliques bactériennes (85,107,109). Le métabolisme collectif du microbiote intestinal forme une 

chaîne trophique dans laquelle s’établissent des interactions de natures diverses (compétition, 

commensalisme, mutualisme) (96,109,110). Les principaux substrats disponibles pour le microbiote 

dans le gros intestin sont les glucides et les protéines (Figure 14). De petites quantités de lipides 

alimentaires sont retrouvées dans les fèces mais leur utilisation par le microbiote a été très peu étudiée 

(111).  

 

Figure 14 : Substrats disponibles pour le microbiote dans la lumière du gros intestin. D’autres sources 

de protéines endogènes telles que les mucines et les cellules exfoliées sont certainement importantes 

mais n’ont pas été quantifiées. g/jour : grammes par jour. D’après (109).  

 

 L’objectif de la partie suivante est de décrire la production de métabolites bactériens dérivés 

des glucides et des protéines ainsi que leurs principaux effets sur la muqueuse du gros intestin. Dans un 

souci de concision, les effets de ces métabolites sur les organes périphériques ne sont pas décrits.  

 

3.2.1! Dégradation des glucides indigestibles par le microbiote 

 

 L’alimentation apporte des glucides non digestibles (entre 20 et 60 g par jour) appartenant à 

trois catégories : polysaccharides structuraux (fibres), oligosaccharides et amidon résistant (Figure 14) 

(96,97). Ces composés sont principalement issus des céréales, des fruits et des légumes et parviennent 

non digérés au niveau du gros intestin. Des sécrétions de glucides endogènes s’ajoutent à ces sources 

alimentaires, notamment lors de la sécrétion des mucines dont la glycosylation importante contribue à 

la disponibilité en glucides dans la lumière du côlon (96). La dégradation et la fermentation des glucides 

par le microbiote a lieu principalement dans la partie proximale du gros intestin où ces substrats sont 

abondants (Figure 16) (109). Les glucides présents dans la lumière du côlon constituent la principale 

source d’énergie pour la majorité des bactéries intestinales (35,96). Bien qu’une grande diversité de 

substrats glucidiques soit utilisée par le microbiote, il y a relativement peu de produits terminaux 
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correspondant à leur utilisation (35). Une représentation schématique du métabolisme des glucides par 

le microbiote est présentée sur la figure 15. Les glucides indigestibles sont d’abord hydrolysés par des 

bactéries exprimant des enzymes hydrolytiques et appartenant notamment aux genres Bacteroides, 

Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia ainsi que certaines espèces des genres Clostridium, 

Eubacterium et Enterococcus (110,112,113). Ensuite, les produits d’hydrolyse des glucides complexes 

sont fermentés en acides gras à courtes chaînes (AGCC), les métabolites bactériens les plus importants 

quantitativement dans l’intestin. Les gaz dihydrogène (H2) et dioxyde de carbone (CO2) sont également 

des produits majeurs de la fermentation des glucides et une concentration trop importante en H2 inhibe 

les réactions de fermentation (114,115). Le H2 est utilisé par les bactéries hydrogenotrophes : 

méthanogènes productrices de méthane (CH4), sulfatoréductrices productrices de sulfure d’hydrogène 

(H2S) et acétogènes productrices d’acétate. La fermentation des glucides peut également produire du 

lactate, du succinate ou de l’éthanol mais ces intermédiaires métaboliques ne s’accumulent normalement 

pas dans la lumière intestinale en raison de leur utilisation par d’autres bactéries (109). 

 

 

Figure 15 : Représentation schématique du métabolisme des glucides par le microbiote intestinal. Les 

bactéries peuvent appartenir simultanément à plusieurs des catégories décrites dans les rectangles bleus. 

D’après (109,110). 
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3.2.1.1! Production d’acides gras à courtes chaînes à partir des glucides  

 

 La fermentation des glucides par les bactéries intestinales produit principalement trois AGCC 

(90 - 95% des AGCC totaux) : acétate, propionate et butyrate à une concentration fécale totale d’environ 

100 mM chez l’homme (ratios molaires : 60/20/20, respectivement) (35,116). L’importante production 

d’AGCC dans le côlon proximal entraine une acidification du pH du contenu luminal (35). Plus de 95% 

des AGCC produits par les bactéries sont absorbés par l’épithélium passivement ou via les transporteurs 

« monocarboxylate transporter 1 » (MCT1) et « sodium monocarboxylate transporter 1 » (SMCT1) 

(35,117). Ainsi, et de manière générale pour tous les métabolites bactériens absorbés par la muqueuse, 

la concentration fécale est la résultante nette de la production et de l’utilisation par le microbiote ainsi 

que de l’absorption par la muqueuse. La concentration luminale d’un métabolite ne reflète donc pas 

directement l’exposition de l’épithélium à ce composé. De plus, les concentrations fécales souvent 

rapportées dans les études chez l’homme ne reflètent que les concentrations dans la partie la plus distale 

du gros intestin. Le butyrate est oxydé quasiment totalement par les cellules épithéliales (voir 2.3.2) 

alors que l’acétate et le propionate sont peu oxydés par les colonocytes et sont transportés dans la veine 

porte et oxydés dans les tissus périphériques (117). Ainsi, les AGCC pourraient contribuer jusqu’à 10% 

à l’apport énergétique quotidien de l’homme (118). Les bactéries intestinales sont plus ou moins 

spécialisées dans la production de l’un des trois principaux AGCC (96,110). L’acétate est produit par la 

plupart des genres bactériens prédominants du microbiote : Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, 

Rumminococcus, Eubacterium. Le propionate est produit principalement par les Bacteroides ainsi que 

Propionibacterium et Veillonella. Le butyrate est produit en majorité par des espèces du genre 

Eubacterium, Roseburia, Faecalibacterium et Coprococcus. Chez l’homme, la concentration fécale de 

butyrate est effectivement corrélée avec l’abondance de ces genres bactériens (92,97).  

 

3.2.1.2! Effets des acides gras à courtes chaînes sur la muqueuse du gros intestin 

 

 Les effets sur la muqueuse des AGCC, et en particulier du butyrate, ont été très étudiés et les 

principales conclusions sont résumées brièvement ici. Ces métabolites agissent principalement via deux 

mécanismes : l’inhibition des histones déacétylases (enzyme de régulation de l’expression génique) et 

la stimulation de récepteurs couplés à des protéines G (GPR41, GPR43 et GPR109A) (117). En plus de 

son rôle essentiel de substrat énergétique pour l’épithélium (voir 2.3.2)  (57), le butyrate est impliqué 

dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales, joue un rôle 

protecteur contre le stress oxydant et participe au maintien de la fonction barrière du côlon (107,119). 

Le butyrate régule également l’immunité dans la muqueuse en favorisant la génération de lymphocytes 

T régulateurs (120). En raison de ces propriétés, le butyrate pourrait contribuer au rôle protecteur des 

fibres dans les pathologies digestives (121). Les effets du propionate et de l’acétate sont généralement 

moins marqués mais ils sont également considérés comme bénéfiques pour la muqueuse du côlon.  
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3.2.2! Dégradation des protéines par le microbiote  

 

 Il est estimé qu’environ 12 g de protéines et peptides d’origine alimentaire ou endogène entrent 

dans le gros intestin chaque jour  (voir 1.3) (Figure 14) (109). Généralement, les bactéries luminales 

utilisent prioritairement les glucides comme source d’énergie. Au contraire, les bactéries associées à la 

muqueuse sont majoritairement protéolytiques et utilisent principalement les protéines produites par 

l’épithélium (36). La dégradation des protéines (également appelée putréfaction) a lieu 

préférentiellement dans la partie distale du gros intestin où les glucides sont plus rares et où le pH est 

proche de la neutralité (Figure 16) (109,122). Un temps de transit lent favorise également la dégradation 

des protéines par le microbiote intestinal (85) probablement en raison de l’épuisement des glucides 

disponibles pour le microbiote lors d’une stase prolongée.  

 

 

Figure 16 : Représentation schématique des caractéristiques de l’environnement luminal colique en 

fonction de la localisation anatomique. D’après (109). 

 

 La dégradation des protéines par le microbiote débute par une étape d’hydrolyse extracellulaire 

par des peptidases (Figure 17) (35). Le gros intestin contient en effet une quantité importante de 

protéases d’origine bactériennes, leur activité étant très diversifiée en termes de substrats (35). De 

nombreuses bactéries réalisent l’étape de protéolyse : Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium, 

Streptococcus, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Actinomyces, Propionibacterium, Actinomyces, 

Peptococcus, Ruminococcus, Bacillus, Staphylococcus, Megasphaera et Acidaminococcus (109). Les 

AA libérés lors de la protéolyse dans la lumière du côlon ne sont pas absorbés par l’homme adulte et 

sont donc disponibles pour les bactéries (7). Les AA permettent de fournir de l’azote nécessaire à la 

croissance des bactéries saccharolytiques mais aussi des AA comme substrat énergétique pour les 

fermentations des bactéries asaccharolytiques (35). Une grande diversité de bactéries sont capables 

d’utiliser les AA comme source d’énergie : Enterobacteria, Clostridium, Peptostreptococcus, 

Campylobacter, Fusobacterium, Eubacterium ainsi que certaines bactéries sulfato-réductrices (123). 
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Certains genres bactériens n’utilisent pas ou peu la fermentation des glucides, ce sont des fermenteurs 

obligatoires des AA : Peptococcus, Acidaminococcus, Veillonella et Eubacterium (35). Le catabolisme 

des AA par les bactéries intestinales implique principalement des réactions de désamination et de 

décarboxylation (Figure 17). La dégradation des protéines par le microbiote conduit à la production 

d’une plus grande diversité de métabolites que la dégradation des glucides : des AGCC, des amines, des 

composés aromatiques et des gaz (H2S, H2, CO2) (35). Comme évoqué pour la fermentation des glucides, 

la concentration de H2 doit rester faible pour que certaines réactions de fermentation des AA puissent 

avoir lieu, indiquant l’importance des microorganismes hydrogènotrophes dans la régulation du 

métabolisme des protéines par le microbiote (voir 3.2.1) (35). 

 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique du métabolisme des protéines et des acides aminés par le 

microbiote intestinal. AGCC : acides gras à courtes chaînes, AGCB : acides gras à chaînes branchées. 

D’après (109). 

 

3.2.2.1! Acides gras à courtes chaînes issus de la fermentation des acides aminés 

 

 Les AGCC sont quantitativement les produits de fermentation des protéines les plus importants 

(30% des substrats protéiques) (35,111). Les mêmes AGCC que ceux issus de la fermentation des 

glucides (acétate, propionate et butyrate) peuvent être produits par le microbiote à partir des AA 

précurseurs présentés sur la figure 18 lors de réactions de désaminations suivies de fermentations (Figure 

17) (7). D’autres AGCC sont produits par le microbiote spécifiquement à partir des AA. Le valérate est 
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un AGCC produit par le microbiote à partir de la proline (124). Les AA branchés valine, leucine et 

isoleucine sont métabolisés en AGCB (isobutyrate, isovalérate et 2-methylbutyrate, respectivement) 

(35,116). Les AGCB ne sont pas produits par le métabolisme humain, leur concentration fécale est donc 

couramment utilisée comme marqueur de la dégradation des protéines par le microbiote (122). La 

concentration totale des AGCC dérivés des AA est généralement inférieure à 10 mM. La proportion 

relative en AGCC dérivés des AA est plus importante dans le côlon distal (7,5% du total des AGCC) 

que dans le côlon proximal (3,4%) (Figure 16) (35).  

 

 

 

Figure 18 : Structure des acides gras à courtes chaînes produits par le microbiote intestinal à partir des 

acides aminés. Les acides aminés précurseurs sont écrits en bleu. D’après (7). 

 

 Les effets de l’apport en protéines sur la concentration totale d’AGCC sont décrits dans le 

tableau 3. Globalement, si l’apport en fibres n’est pas modifié, la concentration totale en AGCC n’est 

pas ou peu affectée par une augmentation de l’apport en protéines. Ce résultat est cohérent avec la faible 

contribution des AA à la production d’AGCC. Cependant, une étude chez le porc a montré qu’une 

augmentation de l’apport en protéines de soja augmente la concentration totale en AGCC (99) suggérant 

une modulation potentielle des effets des régimes HP par la source de protéines. Néanmoins, une autre 

étude avec des protéines de soja n’a pas confirmé ce résultat dans le cas d’une augmentation plus 

modeste du niveau d’apport en protéines (+ 3% versus + 5%)  (100). D’autres études montrent que la 

combinaison d’un apport élevé en protéines et d’un faible apport en fibres (<15 g/j) entraine une 

diminution de la concentration totale en AGCC, probablement en raison de la moindre production 

d’AGCC à partir des glucides indigestibles.  
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Les effets de l’apport en protéines sur la concentration de butyrate sont décrits dans le tableau 

4. La concentration de butyrate diminue lorsqu’un apport en protéines élevé est associé à un apport en 

fibre faible (<15 g/j) probablement pour les mêmes raisons que pour la diminution des AGCC totaux. 

Par ailleurs, ce type de régime affecte davantage le butyrate que l’acétate et le propionate (12). Au 

contraire, lorsque l’apport en fibres n’est pas modifié, la concentration de butyrate n’est généralement 

pas affectée sauf dans une étude chez le rat (101,125). Il est intéressant de constater qu’il s’agit de la 

seule étude utilisant des caséines comme source protéique. Il est donc possible que la source de protéines 

utilisée module les effets des régimes HP sur la concentration en butyrate.  

 

Les effets de l’apport en protéines sur la concentration des AGCC dérivés spécifiquement des 

AA sont décrits dans les tableaux 5 (isovalérate), 6 (isobutyrate) et 7 (valérate). Les effets de l’apport 

en protéines sur la concentration de 2-methylbutyrate n’ont pas été étudiés. Dans la majorité des études, 

les concentrations en isovalérate et isobutyrate augmentent lors d’un apport élevé en protéines, quel que 

soit l’apport en fibres. Cependant, une étude chez l’homme a observé une diminution de la concentration 

fécale en isovalérate probablement en raison de la diminution très marquée de la concentration totale en 

AGCC observée simultanément (Tableau 3). Une étude chez le porc a montré que l’apport en protéines 

semble particulièrement affecter la concentration de ces AGCB dans le cæcum par rapport au côlon 

(Tableau 5 et 6) (100). L’absence de cæcum développé chez l’homme est une limite à l’extrapolation de 

ces résultats. La concentration de valérate semble moins sensible au niveau d’apport en protéines que 

les deux AGCB décrits précédemment (Tableau 7) mais les raisons expliquant ces différences ne sont 

pas connues. Il semble donc que les AGCB soient de meilleurs marqueurs de la fermentation des 

protéines. Une seule étude a montré que la source de protéines peut également modifier les 

concentrations des AGCC chez le rat, probablement en raison des différences de composition en AA et 

de digestibilité (104). 

 

 Les effets des AGCC dérivés spécifiquement des AA (isobutyrate, isovalérate, 2-methylbutyrate 

et valérate) ont été peu étudiés au niveau de l’épithélium intestinal. Lors d’une déficience en butyrate, 

l’isobutyrate est oxydé dans les colonocytes en 3-hydroxyisobutyrate (7). L’isobutyrate pourrait donc 

être utilisé comme source d’énergie secondaire par les colonocytes. Des données suggèrent également 

que les AGCB participent à la régulation des mouvements ioniques (7). Il a aussi été montré in vitro que 

l’isovalérate et l’isobutyrate sont cytotoxiques à des concentrations élevées (environ 10 mM) et 

probablement extra-physiologiques (126). Enfin, le traitement in vitro de cellules épithéliales Caco-2 

avec des AGCB (5 - 20 mM) limite de manière dose-dépendante la diminution de la résistance 

transépithéliale induite par l’exposition à des cytokines pro-inflammatoires (127). Les AGCB pourraient 

donc contribuer au maintien de la fonction barrière de l’épithélium du côlon.   
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3.2.2.2! Ammonium issu de la désamination des acides aminés  

 

 L’ammonium (NH4
+
) est produit par le microbiote principalement lors de la désamination des 

AA (figure 17 et 19) (109). Dans le contenu colique, compte tenu du pH luminal et du pKa du couple 

NH4
+
/NH3 (pKa = 9,02), la grande majorité du couple NH4

+
/NH3 est présente sous forme de NH4

+
. Une 

partie du NH4
+
 est absorbée à travers la membrane des colonocytes via des transporteurs spécifiques 

alors que le NH3 diffuse librement dans la cellule. Ces métabolites sont alors transportés dans la veine 

porte jusqu’au foie où ils sont convertis en urée. Le catabolisme des AA par le métabolisme humain 

entraine également la production de NH4
+ 

et
 
d’urée. L’urée produite est excrétée en majorité dans les 

urines mais une partie diffuse également dans le gros intestin où sa dégradation par les uréases du 

microbiote entraine à nouveau la production de NH4
+
. Dans la lumière du côlon, le NH4

+
 non absorbé 

par la muqueuse peut être soit incorporé dans les bactéries (source importante d’azote pour ces dernières) 

soit excrété dans les fèces (minoritaire) (109). Chez l’homme, la concentration fécale en NH4
+
 est de 

l’ordre du millimolaire (10 - 50 mM). Elle augmente dans les parties distales du gros intestin, reflétant 

l’augmentation de l’activité protéolytique bactérienne (22,111,132). La concentration de NH4
+
dans le 

cæcum est beaucoup plus faible chez les rats axéniques que chez les rats conventionnels, ce résultat 

illustre le rôle important du microbiote dans sa production (133).   

 

 

 

Figure 19 : Représentation schématique du métabolisme de l’ammonium (NH4
+
). Les flèches rouges 

indiquent des réactions du métabolisme bactérien, les flèches bleues indiquent des réactions du 

métabolisme humain. Les flèches noires indiquent des flux inter-compartiments. 

 

 

 

 

!"#$

%&'($)*+,'-#) ./0
1

%&'($)*+,'-#)

!"#$

!"#$

./0
1

2"34#'-$)

5+&4#"'$--$)

26789:.;<*/!=%:.;< >7:; !6:.;

?@A7.

>B?;<



 

52 

 

 Les effets de l’apport en protéines sur la concentration de NH4
+
 sont décrits dans le tableau 8. 

Toutes les études chez l’animal montrent une augmentation de la concentration de NH4
+
 dans les 

contenus du gros intestin lors d’un apport élevé en protéines, probablement en raison de l’augmentation 

de la désamination des AA par le microbiote. La concentration de NH4
+ 
n’augmente pas lors d’un régime 

riche en protéines chez des rats axéniques contrairement aux rats conventionnels (133). Ces données 

confirment le rôle du microbiote dans cet effet des régimes HP sur les concentrations luminales en NH4
+
. 

De plus, une étude chez le rat a montré que la concentration de NH4
+
 dans le contenu du côlon est plus 

élevée lors d’un régime à base de protéines de pomme de terre que lors d’un régime à base de caséines 

(134). Ce résultat montre l’importance de la source de protéines dans la production de NH4
+ 

par le 

microbiote. La différence de digestibilité entre les deux protéines testées (supérieure dans le cas des 

caséines) explique probablement cet effet. En conclusion, les données animales suggèrent que 

l’exposition de la muqueuse du côlon au NH4
+ 

augmente lors d’un régime HP. Chez l’homme, il est plus 

difficile de conclure quant à l’effet du niveau d’apport en protéines sur la concentration de NH4
+
. La 

concentration fécale en NH4
+
 ne reflète pas nécessairement la concentration luminale, cela pourrait 

expliquer la variabilité des résultats obtenus lors des études cliniques.  

 

 Le NH4
+
 inhibe l’oxydation des AGCC et la consommation d’O2 par les colonocytes de rats de 

manière dose-dépendante entre 10 et 50 mM (9,135). De plus, le NH4
+ 

(20 mM) diminue l’expression 

du gène du transporteur du butyrate MCT1 in vitro dans des cellules Caco-2 (136). Cela pourrait 

contribuer au rôle de perturbateur métabolique du NH4
+
 pour l’épithélium intestinal. Par ailleurs, le NH4

+
 

(20 mM) diminue la prolifération in vitro de cellules HT-29 provenant d’un adénocarcinome colique 

humain (137) alors que, au contraire, l’injection endoluminale de NH4
+
 (35 - 75 mM) dans le côlon de 

rat induit une augmentation de la prolifération dans l’épithélium (138,139). Cette disparité dans les 

résultats observées en fonction du modèle utilisé pourrait être expliquée en partie par les différences de 

capacités des cellules saines et cancéreuses à métaboliser le NH4
+
. Ce métabolite n’affecte pas la viabilité 

de colonocytes de porc (50 mM) ni des cellules HT-29 (20 mM) (137). Ex vivo, le NH4
+
 (20 mM) induit 

l’expression du gène de la cytokine pro-inflammatoire Tnf-α dans le côlon de porcs (136). Enfin, in 

vitro, le NH4
+
 (10 à 100 mM) diminue la résistance transépithéliale de cellules Caco-2,  indiquant une 

perturbation de la fonction barrière (140). En conclusion, lorsqu’il est présent en concentration élevée, 

le NH4
+
 est un métabolite bactérien toxique pour l’épithélium puisqu’il perturbe le métabolisme 

énergétique, joue un rôle pro-inflammatoire et affecte la fonction barrière. La détoxication du NH4
+
 par 

les colonocytes sains en glutamine et citrulline pourrait limiter ces effets délétères (137,141). 
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3.2.2.3! Métabolites issus de la dégradation des acides aminés aromatiques 

 

 La dégradation des AA aromatiques phénylalanine, tyrosine et tryptophane par le microbiote 

produit des molécules contenant un groupement benzène, phénol ou indole (respectivement) lors d’une 

série de désaminations, transaminations, décarboxylations et déshydrogénations (Figure 17) (35,123). 

Une grande diversité de bactéries est capable de dégrader les AA aromatiques, incluant les genres 

Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (123,143).  

 

 

 

 

Figure 20 : Métabolites bactériens produits à partir de la tyrosine par le microbiote intestinal. D’après 

(122,123,143). 

 

Métabolites bactériens produits à partir de la tyrosine 

 

 Les produits de dégradation de la tyrosine par le microbiote intestinal sont présentés sur la figure 

20. Les métabolites majoritaires sont le p-cresol et le phénol. La production de composés phénoliques 

est favorisée par un temps de transit long et leur concentration augmente dans les parties distales du gros 

intestin où la dégradation des protéines par le microbiote est plus intense (123,129). Après absorption 

(90% des composés phénoliques produits), ces métabolites sont détoxiqués dans la muqueuse intestinale 

et dans le foie par conjugaison avec un groupement sulfate ou glucuronide (minoritaire) puis éliminés 

dans l’urine où les formes conjuguées du p-cresol repesentent 90% des composés phénoliques excrétés 

(Figure 21) (35,144). Dans le contenu colique humain, la concentration totale en composés phénoliques 

est de 6,2 mM (123). La concentration fécale de p-cresol rapportée par différentes études chez l’homme 
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varie de 0,14 à 0,60 µmol/g (soit environ de 140 à 600 µM) (116). En raison de l’importance de 

l’absorption, la concentration des formes conjuguées du p-cresol dans les urines est un meilleur reflet 

de sa production par le microbiote que sa concentration fécale (13). La concentration fécale en phénol 

mesurée dans plusieurs études chez l’homme est généralement plus faible que celle du p-cresol et varie 

de 0,037 à 0,58 µmol/g (soit environ de 37 à 580 µM) (116). Ces composés phénoliques ne sont pas 

produits par le métabolisme humain mais seulement par le métabolisme bactérien, il s’agit donc de 

marqueurs spécifiques de la dégradation bactérienne des protéines par le microbiote (122). En effet, le 

phényl sulfate (forme conjuguée du phénol) et le p-cresyl sulfate ne sont pas détectés dans le sérum de 

souris axéniques (145). De plus, une étude utilisant des protéines d’œufs marquées avec des isotopes 

stables a démontré que la tyrosine provenant de l’alimentation est en partie convertie en p-cresol et en 

phénol (30). Cette conversion est d’autant plus importante que la digestibilité des protéines d’oeufs est 

faible (œuf cru versus œuf cuit), probablement en raison de l’augmentation de la disponibilité en tyrosine 

pour le microbiote dans le gros intestin (30). 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Illustration du concept de co-métabolites bactérie-hôte. Les acides aminés aromatiques sont 

convertis en métabolites bactériens dans la lumière du côlon. Après absorption, ces métabolites sont 

métabolisés dans la muqueuse et/ou dans le foie puis excrétés dans les urines.  
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 Le tableau 9 présente les concentrations en p-cresol en fonction de l’apport en protéines. A 

l’exception d’une étude chez le rat, la concentration de p-cresol fécal n’est pas affectée par le niveau 

d’apport en protéines. Au contraire, l’excrétion urinaire de p-cresol augmente lors d’un apport élevé en 

protéines. Ces résultats indiquent qu’un apport en protéines élevé augmente la production de p-cresol 

par le microbiote, mais en raison de son absorption rapide par la muqueuse, cette augmentation est 

difficilement détectable dans les fèces. Des résultats similaires ont été obtenus pour le phénol. Un apport 

élevé en protéines n’augmente pas la concentration de phénol dans le contenu caecal chez le rat et dans 

les fèces chez l’homme (125,130) alors qu’il induit une augmentation de la concentration plasmatique 

de la forme conjuguée phényl sulfate chez la souris (146). En conclusion, lors d’un apport élevé en 

protéines, la muqueuse du gros intestin est davantage exposée aux composés phénoliques produits par 

le microbiote à partir de la tyrosine.  

 

 Peu d’études ont décrit les effets sur l’épithélium du côlon des métabolites bactériens dérivés de 

la tyrosine. Le phénol (1 - 10 mM) diminue la résistance transépitheliale et augmente la perméabilité 

paracellulaire probablement en raison d’une déstabilisation des jonctions serrées (140,147). Ce 

métabolite (concentrations > 1,25 mM) réduit la viabilité de cultures primaires de colonocytes humains 

(148) mais ces résultats n’ont pas été confirmés in vitro sur des cellules épithéliales coliques SK-CO15 

(concentrations > 3,2 mM) (147). Les différences de concentrations testées ainsi que les caractéristiques 

des cellules (saines ou issues de cancer) pourraient expliquer ces résultats divergents. Les effets du p-

cresol sur l’épithélium intestinal n’ont jamais été testés. Néanmoins, chez le rat, la concentration fécale 

de p-cresol est corrélée positivement aux dommages à l’ADN dans les colonocytes (125) mais cette 

relation n’a pas été confirmée chez l’homme d’après le test des eaux fécales sur colonocytes in vitro 

(13). De plus, le p-cresol pourrait être toxique pour l’épithélium intestinal puisqu’il a été montré sur 

d’autres tissus (dans le cadre de l’étude des maladies rénales chroniques) qu’il perturbe le métabolisme 

mitochondrial et induit la production de ROS (149). Enfin, les composés phénoliques ont été impliqués 

dans les MICI en raison d’une altération de leur détoxication par la muqueuse lors de ces pathologies 

(144). 

 

Métabolites bactériens produits à partir du tryptophane 

 

 Les composés indoliques produits lors de la dégradation du tryptophane par le microbiote sont 

présentés sur la figure 22. Parmi ces métabolites, les plus abondants sont l’indole (0,25 - 1,1 mM dans 

les fèces), l’indole propionate et l’indole acétate (150). L’indole produit dans la lumière de l’intestin est 

absorbé par l’épithélium et est conjugué en indoxyl sulfate (ou glucuronide) dans le foie avant d’être 

excrété dans les urines (Figure 21). Ces composés indoliques ne sont pas produits par le métabolisme 

humain mais seulement par le métabolisme bactérien. En effet, l’indole-3-propionate et l’indoxyl sulfate 

ne sont pas détectables chez les souris axéniques (145). Les composés indoliques sont plus concentrés 
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dans la partie distale du gros intestin où a la dégradation des protéines par le microbiote est la plus 

intense (151). 

 

 

 

Figure 22 : Métabolites bactériens produits à partir du tryptophane par le microbiote intestinal. D’après 

(122,123,143). 

 

 Chez l’homme, il a été montré qu’un apport élevé en protéines augmente la concentration fécale 

en composés indoliques (128) mais ce résultat n’a pas été retrouvé dans une autre étude (12). Ici encore, 

les concentrations fécales pourraient ne pas être de bons reflets de l’exposition de la muqueuse en raison 

de l’absorption de ces composés. Lors d’un apport élevé en protéines, les concentrations d’indoxyl 

sulfate et d’indoxyl glucuronide sont augmentées dans les urines chez l’homme et la souris (146). Malgré 

le peu de données disponibles, il est vraisemblable que l’épithélium du côlon soit davantage exposé aux 

composés indoliques lors des régimes HP. 

 

 In vitro, l’indole (1 mM) a des effets immuno-modulateurs (diminution de l’expression de IL-8 

et de l’activation de NF-κB, augmentation de l’expression de l’IL-10) et renforce la fonction barrière 

(augmentation de la résistance transépithéliale) dans des cellules épithéliales coliques HCT-8 (150). In 

vivo, l’indole-3-propionate est également anti-inflammatoire et contribue au maintien de la fonction 

barrière via le récepteur « pregnane X receptor » (152). Une autre étude a montré que l’indole-3-

aldéhyde produit par des lactobacilles à partir du tryptophane joue un rôle immuno-modulateur in vivo 

via l’activation du recepteur « aryl hydrocarbon receptor » (153). Dans un modèle de MICI chez la 

souris, l’apport d’indole spécifiquement au niveau du côlon par des capsules améliore l’évolution de la 
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maladie (154). L’ensemble de ces données montre que les composés indoliques produits par le 

microbiote à partir du tryptophane jouent un rôle bénéfique pour l’épithélium intestinal. 

 

Métabolites bactériens produits à partir de la phénylalanine 

 

 Les métabolites issus de la dégradation de la phénylalanine par le microbiote intestinal sont 

présentés sur la figure 23, le plus abondant étant le phénylacétate (143). Chez l’homme, le phénylacétate 

est absorbé puis métabolisé dans le foie en phénylacétylglutamine (phénylacétylglycine chez la souris) 

avant d’être excrété dans les urines (Figure 21). La phénylacetylglycine est nettement plus concentrée 

dans le plasma et dans les urines des souris conventionnelles que chez les souris axéniques qui en 

produisent tout de même de petites quantités, indiquant que les bactéries participent à la production de 

ce métabolite mais de manière non exclusive (145,155). Après absorption par la muqueuse, le benzoate 

est conjugué à la glycine dans le foie et dans les reins en hippurate (excrété dans les urines). Néanmoins, 

ce composé n’est pas considéré comme un marqueur de la dégradation des protéines puisqu’il peut 

également être produit à partir d’autres précurseurs que la phénylalanine (composés phénoliques des 

végétaux notamment) (156). Chez l’homme, la concentration fécale en phénylacétate est augmentée lors 

d’un régime HP alors que la concentration de phénylpropionate est diminuée (12). La concentration 

plasmatique en phénylacétate est également augmentée chez des souris nourries avec un régime HP 

(146). Les effets sur l’épithélium des métabolites bactériens dérivés de la phénylalanine ne sont pas 

connus.  

 

 

Figure 23 : Métabolites bactériens produits à partir de la phénylalanine par le microbiote intestinal. 

D’après (122,123,143). 
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3.2.2.4! Amines et polyamines issues de la décarboxylation des acides aminés 

 

 Les amines et les polyamines sont produites par les bactéries intestinales lors de la 

décarboxylation des AA (Figure 17) (35). Une grande diversité d’amines est produite par le 

microbiote en fonction de l’AA précurseur (Tableau 10). La production de polyamines a été observée 

chez plusieurs genres bactériens : Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Veillonella et 

Bifidobacterium (157). L’excrétion de polyamines est réduite chez les rats axéniques ou chez les 

humains après un traitement antibiotique, indiquant un rôle des bactéries intestinales dans leur 

production (22). Néanmoins, la plupart de ces composés sont également produits par les mammifères. 

Chez le rat les concentrations coliques en putrescine, spermidine et spermine sont d’environ 700, 100 et 

10 µM, respectivement (7). Chez le porc, la concentration dans le contenu colique en polyamines varie 

de 10 (histamine) à 200 µM (putrescine/cadavérine) (99). Ces amines sont détoxiquées dans la muqueuse 

intestinale et dans le foie par des monoamine et diamine oxydases (35). 

 

Tableau 10 : Amines et polyamines produites lors de la décarboxylation des acides aminés par le 

microbiote. Les composés possédant des propriétés de neurotransmetteur sont indiqués en rouge. 

GABA : Acide γ-aminobutyrique. 

 

Acide aminé précurseur Amine ou Polyamine  

Glycine Méthylamine 

Valine 2-méthylbutylamine 

Ornithine  Agmatine, Putrescine, Spermidine, Spermine, GABA 

Lysine Cadavérine 

Tyrosine Tyramine, Dopamine 

Tryptophane Tryptamine, Sérotonine 

Histidine Histamine 

Phénylalanine Phénlyéthylamine 

Arginine Putrescine, Spermidine, Spermine, GABA 

Alanine Ethylamine 

 

 Chez le porc, la concentration colique de certaines polyamines (putrescine, histamine et 

spermidine mais pas cadavérine et spermine) augmente lors d’un régime riche en protéines (99). Chez 

le rat, une augmentation de la concentration des polyamines a également été observée lors d’un régime 

HP mais les polyamines affectées ne sont pas les mêmes (augmentation de la méthylamine, cadavérine, 

spermine mais pas de la tryptamine, phénylethylamine, putrescine, histamine, tyramine et spemidine) 

(101).  

 

 



 

61 

 

 Les polyamines participent au renouvellement de l’épithélium, au maintien de la fonction 

barrière de l’intestin et au contrôle de l’inflammation (158) mais les effets varient en fonction de la 

nature des polyamines. Par exemple, la putrescine est indispensable à la prolifération des cellules 

épithéliales coliques in vitro alors qu’à l’inverse, l’agmatine l’inhibe (159). La plupart des études sur les 

polyamines n’ont pas distingué l’origine bactérienne ou eucaryote de ces molécules. Récemment, il a 

été montré que l’histamine et la spermine produites par le microbiote régulent l’inflammation dans 

l’épithélium intestinal (160). Enfin, le rôle de neurotransmetteur de certaines de ces amines (GABA, 

dopamine, sérotonine et histamine) (Tableau 10) produites par le microbiote pourrait avoir des effets sur 

le système nerveux entérique, mais cette hypothèse reste peu explorée.  

 

 

En résumé 

 

•! Les principaux substrats (alimentaires et endogènes) disponibles pour le microbiote du 

côlon sont les glucides et les protéines. 

•! La dégradation des protéines par le microbiote a lieu principalement dans la partie distale 

du gros intestin et produit une grande diversité de métabolites.  

•! La fermentation des AA produit des AGCC communs avec la fermentation des glucides 

et considérés comme bénéfiques pour l’épithélium (acétate, propionate et butyrate) mais 

aussi des AGCC spécifiquement dérivés des AA (AGCB et valérate). 

•! Certains métabolites dérivés des AA produits par le microbiote sont considérés 

bénéfiques pour la muqueuse du côlon (composés indoliques) alors que d’autres sont 

délétères pour les colonocytes (NH4
+
, phénol). 

•! La concentration fécale des métabolites bactériens dérivés des AA est généralement 

augmentée lors d’un régime HP. 

•! Certains métabolites bactériens dérivés des AA sont absorbés et métabolisés par la 

muqueuse et le foie, conduisant à la production de co-métabolites microbiote-hôte. 
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3.2.3! Sulfure d’hydrogène bactérien et muqueuse digestive 

 

 Le sulfure d’hydrogène est un gaz soluble dans l’eau et les lipides se dissociant en solution 

aqueuse sous trois formes : la forme hydrogénée (H2S) et deux formes anioniques hemisulfide (HS
-
) et 

sulfide (S
2-

) (pKa 7,04 et 11,96) (161). Au pH physiologique, la forme HS
-
 est prédominante et la forme 

S
2- 

est présente en quantité négligeable (161). Bien que leurs propriétés soient probablement différentes, 

la distinction entre ces trois formes est rarement faite dans la littérature. H2S diffuse librement à travers 

les membranes cellulaires et est considéré comme un gasotransmetteur comme le NO et le monoxide de 

carbone. Ces trois gaz interagissent, régulent des fonctions communes (notamment au niveau 

cardiovasculaire et neuronal) et leurs effets sont « bi-modaux » : les faibles concentrations sont 

considérées bénéfiques (cytoprotecteur, anti-oxydant, anti-inflammatoire) alors que les concentrations 

élevées sont considérées délétères (inhibiteur du métabolisme mitochondrial, cytotoxique, pro-

inflammatoire) (53). Le H2S est produit en faibles concentrations (nM) par les cellules des mammifères 

principalement lors de la dégradation de la cystéine par trois enzymes (cysthathionine-γ-lyase, CSE ; 

cystathionine-β-synthase, CBS ; 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, 3-MST) et agit via divers 

mécanismes tels que la régulation de canaux ioniques, des modifications post-traductionnelles des 

protéines (S-sulfhydration, formation de persulfides et de polysulfides) ou la réaction avec des ROS 

ainsi que via des effets sur la chaîne respiratoire (voir 3.2.3.3) (53,162). La principale difficulté dans le 

domaine de l’étude du H2S est la mesure de sa concentration, puisqu’il s’agit d’un gaz très volatil. Enfin, 

le H2S existe sous des formes libres ou liées dont la réactivité biologique est probablement différente 

mais la distinction est rarement faite dans la littérature en raison de la complexité des analyses requises 

(163). 

 

3.2.3.1! Production de sulfure d’hydrogène par le microbiote intestinal  

 

 Le côlon est l’organe le plus exposé au H2S en raison de son abondante production par les 

bactéries du microbiote (162). Dans la lumière de l’intestin, le soufre peut se trouver principalement 

sous forme d’AA soufrés (cystéine et méthionine), de sulfates (SO4
2-

) ou de sulfites (SO3
2-

), de sulfo-

mucines ou encore de composés dérivés des sécrétions biliaires (acides biliaires sulfatés ou conjugués à 

la taurine) (Figure 24) (164). Il existe trois voies principales de production de H2S par les bactéries 

intestinales : la dégradation de la cystéine, la sulfato-réduction et la dégradation de la taurine.  
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Figure 24 : Sources de soufre dans la lumière de l’intestin disponibles pour la production de H2S par le 

microbiote. 

!! Le H2S peut être produit à partir de la cystéine par les bactéries équipées de l’enzyme cystéine 

desulfhydrase (Figure 25 A1) (164). Une grande diversité de bactéries intestinales ont cette capacité : 

Escherichia, Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Clostridia, Enterobacteria, Enterococci et 

Salmonella (164–166). La production de H2S à partir de la cystéine implique également les enzymes 

bactériennes CBS, CSE et 3-MST (homologues des enzymes eucaryotes, voir 3.2.3) (Figure 25 A2) 

ainsi que d’autres enzymes (non décrites ici). Bien que ces voies métaboliques soient très répandues 

chez les bactéries, elles n’ont été que très partiellement décrites dans le cas du microbiote intestinal 

(164).  

 

!! La deuxième voie de production de H2S par le microbiote est la sulfato-réduction (Figure 25 C). 

Les bactéries sulfato-réductrices (« sulfate-reducing bacteria », SRB) sont caractérisées par leur capacité 

à obtenir de l’énergie en utilisant les sulfates comme accepteurs finaux des électrons et en produisant du 

H2S (164). La plupart des SRB font partie des Deltaproteobacteria et des Clostridia. Dans le microbiote 

intestinal humain, les genres prédominants sont Desulfovibrio, Desulfobacter et Desulfobulbus (167).  

 

!! La troisième voie de production de H2S par le microbiote intestinal implique Bilophila 

wadsworthia qui est la seule espèce bactérienne de cet écosystème connue pour sa capacité à produire 

du H2S à partir de la taurine via la libération de sulfites (Figure 25 B) (164). Lors d’un régime riche en 

lipides, l’augmentation de la sécrétion d’acides biliaires conjugués à la taurine entraine la prolifération 

de Bilophila wadsworthia (168).  
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Figure 25 : Voies de production du H2S par les bactéries du microbiote intestinal à partir de la cystéine 

(A1 et A2), de la taurine (B) et des sulfates (SO4
2-

) (C). D’après (164). 

 

 Chez l’homme, la concentration de H2S dans le contenu du gros intestin varie de 1 à 2,4 mM, la 

concentration la plus élevée étant mesurée au niveau distal (109). Dans les fèces d’hommes et de rats, 

la concentration de H2S varie selon les études entre 0,17 et 3,38 mM (169). Néanmoins, une partie du 

H2S est probablement liée aux contenus digestifs et moins de 8% du H2S serait présent sous forme libre, 

soit environ 60 µM (163,170). Cependant, les composés liant le H2S au niveau des contenus coliques 

ont été peu étudiés. La concentration fécale de H2S est augmentée chez des personnes consommant un 

régime riche en viande, probablement en raison d’un apport en protéines plus important (171). Une autre 

étude chez l’homme a montré une augmentation de la concentration fécale des composés soufrés lors 

d’un régime riche en protéines, sans toutefois distinguer spécifiquement le H2S (128). Chez le rat, une 

étude a décrit une augmentation considérable de la concentration de H2S dans le contenu du côlon lors 

d’un régime HP par rapport à un régime NP (0,8 et 0,2 mg/g respectivement) (101) mais cette 

concentration semble anormalement élevée (30 mM environ) par rapport aux valeurs obtenues dans de 

nombreux autres laboratoires. Le dosage employé (bleu de methylène) est connu pour être peu 

spécifique car détectant d’autres composés soufrés que le H2S. 
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3.2.3.2! Détoxication du sulfure d’hydrogène par les colonocytes  

 

 A faible concentration (jusqu’à environ 20 µM), le H2S peut être oxydé en thiosulfate (S2O3
2-

) 

par les mitochondries des colonocytes (Figure 26) (172,173). Cette oxydation du H2S est assurée par un 

complexe de trois enzymes mitochondriales (174). D’abord, la sulfide quinone reductase (SQR) oxyde 

le H2S et transfert ses électrons dans la chaîne respiratoire au niveau du coenzyme Q. Le transport de 

ces électrons dans la chaîne mitochondriale aboutit à la réduction d’O2 en H2O et à la synthèse d’ATP. 

Le H2S peut donc être un substrat énergétique inorganique pour les colonocytes lorsqu’il est présent à 

faible concentration. L’action séquentielle des deux autres enzymes du complexe de détoxication du 

H2S, la « dioxygenase ethylmalonic encephalopathy » (ETHE1) et la « thiosulfur transferase » (TST) 

entraine la production de thiosulfate associée à la consommation d’oxygène (Figure 26).  

 

L’oxydation du H2S par les colonocytes peut aussi être interprétée comme une voie métabolique 

de détoxication. Cette capacité est particulièrement élevée dans les colonocytes par rapport aux autres 

types cellulaires, résultant probablement d’une adaptation à l’exposition aux concentrations luminales 

élevées de H2S produit par le microbiote (172). La différenciation des colonocytes est associée à une 

augmentation de l’activité des enzymes de détoxication de H2S probablement via une augmentation de 

la réserve respiratoire mitochondriale (174,175). Cela pourrait signifier que les cellules de la base des 

cryptes (non différenciées) sont plus sensibles aux effets toxiques du H2S que les cellules de l’épithélium 

de plateau. Néanmoins, aucune étude n’a documenté la diffusion du H2S jusqu’à la base des cryptes, ni 

les concentrations à proximité des cellules correspondantes. 

 

 

Figure 26 : Représentation schématique des complexes enzymatiques de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (I, III, IV et V) et des enzymes de détoxication de H2S (SQR, ETHE1 et TST). Complexe 

IV : cytochrome c oxydase, Complexe V : ATP synthase. D’après (174). 
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 En adéquation avec les travaux menés dans ce travail de thèse, les études présentées dans les 

deux paragraphes suivants ne concernent que les effets du H2S produit à une concentration proche de 

celle observée dans la lumière du gros intestin (µM - mM). Les études décrivant les effets de 

concentrations faibles de H2S (nM) correspondant à sa synthèse endogène ne sont pas décrites. 

 

3.2.3.3! Effets du sulfure d’hydrogène sur la muqueuse du gros intestin 

 

 In vitro, la consommation d’O2 par des cellules HT-29 diminue en présence de NaHS (donneur 

de H2S) à partir 65 µM (174) en raison de l’inhibition réversible du complexe IV (dernière enzyme de 

la chaîne respiratoire) (Figure 26) (176). Dans des colonocytes humains, l’oxydation de leurs principaux 

substrats énergétiques (AGCC et glutamine) est inhibée par le H2S (NaHS 1 - 4 mM) (62,176). Lorsqu’il 

est présent à des concentrations élevées, le H2S est donc un perturbateur métabolique. Des résultats 

contradictoires ont été obtenus concernant les effets du H2S sur le renouvellement de l’épithélium. Trois 

études (l’une sur des biopsies rectales humaines, les autres sur des cellules en culture) ont montré que 

le H2S (NaHS 0,2 - 5 mM) induit une augmentation de la prolifération des cellules épithéliales (177–

179) alors que d’autres études in vitro ont montré que le H2S (NaHS 0,3 - 1 mM) réduit la prolifération 

de cellules HT-29 (176,180). Ces résultats divergents pourraient être expliqués par la volatilité du H2S 

et par son métabolisme cellulaire rendant le contrôle des conditions expérimentales délicat puisque les 

concentrations de H2S sont susceptibles de diminuer rapidement dans les milieux d’incubation (176). Il 

a également été montré que le H2S perturbe le cycle cellulaire des cellules épithéliales (180). Néanmoins, 

le H2S n’induit pas l’apoptose de ces cellules excepté à des concentrations très élevées (à partir de 5 mM 

de NaHS) (176,178–180). De plus, le H2S n’augmente pas la production de ROS in vitro dans des 

cellules HT-29 (176) alors que d’autres études montrent qu’il induit des cassures de l’ADN d’après le 

test de comètes effectué sur la lignée FHs 74 Int (Na2S 250 – 2000 µM) probablement via un mécanisme 

impliquant le stress oxydant (181–183). Enfin, le H2S (Na2S  500 µM) induit in vitro une augmentation 

de l’expression des gènes pro-inflammatoires Il-8 et et « Prostaglandin-endoperoxyde synthase 2 » 

(Ptgs2) dans les cellules FHs 74 Int (182). Récemment, il a été montré que le H2S induit une rupture des 

ponts disulfures liants les mucines entre elles, entrainant ainsi une déstabilisation de la couche de mucus 

et favorisant l’accès de composés toxiques à l’épithélium (184). En conclusion, H2S semble être un 

métabolite toxique pour l’épithélium mais la plupart de ces résultats obtenus in vitro n’ont pas été 

confirmés in vivo. 
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3.2.3.4! Sulfure d’hydrogène et maladies inflammatoires chroniques intestinales 

 

 Plusieurs études ont montré chez des patients atteints de MICI que les SRB sont plus abondantes 

ou que la concentration fécale de H2S est plus élevée ou encore que la capacité du microbiote à produire 

du H2S est plus importante que chez des sujets témoins (185). Néanmoins, ces différences n’ont pas été 

retrouvées dans toutes les études (185). Une étude prospective a montré qu’un apport élevé en composés 

alimentaires soufrés est associé à un risque élevé de rechute lors des MICI (186). Cette association 

pourrait impliquer une production plus importante de H2S mais ce paramètre n’a pas été mesuré dans 

cette étude. Plusieurs études suggèrent également que la détoxication du H2S pourrait être modifiée lors 

des MICI. En effet, l’activité de la TST est diminuée chez les malades et cette activité est négativement 

corrélée à l’expression génique de la cytokine pro-inflammatoire Il-8 (187,188). Une diminution de 

l’expression de la TST a aussi été observée en cas de RCH (175). La plupart des études suggèrent donc 

un rôle du H2S bactérien dans les MICI mais le lien de cause à effet n’a pas été démontré.  

 

 

En résumé 

 

•! Le H2S produit par le microbiote (principalement à partir des AA et des sulfates) est 

présent à des concentrations de l’ordre du millimolaire dans le contenu du gros intestin. 

•! Les colonocytes sont capables de détoxiquer le H2S présent en faibles concentrations 

grâce à un système enzymatique mitochondrial.  

•! Le H2S est considéré comme un métabolite toxique pour l’épithélium car, in vitro, il 

inhibe la respiration des colonocytes, induit l’expression de gènes pro-inflammatoires et 

cause des cassures à l’ADN. 

•! Les concentrations fécales de H2S sont généralement plus élevées lors des MICI alors que 

les capacités de détoxication de H2S sont altérées chez les malades. 
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3.2.4! Toxicité de la dégradation des acides aminés par le microbiote 

 

 Les données présentées dans les paragraphes précédents montrent que si certains métabolites 

issus de la dégradation des protéines sont bénéfiques pour l’épithélium du côlon (butyrate, indole), 

d’autres sont toxiques (NH4
+
, phénol) (Figure 27). Les effets d’autres composés bactériens dérivés des 

AA sont plus complexes car ils diffèrent en fonction de la concentration testée (H2S, polyamines). Pour 

les métabolites produits à la fois par le microbiote et par l’hôte (H2S, polyamines, NH4
+
), il est parfois 

difficile de distinguer leurs effets en fonction de l’origine du métabolite. Enfin, ces métabolites ont été 

testés individuellement alors qu’ils sont produits conjointement dans la lumière du côlon, notamment 

lors des régimes HP. Leurs effets combinés (additifs, antagonistes ou synergiques) ne sont donc pas 

connus. En conséquence, il est très difficile de conclure quant à l’effet global sur la muqueuse de la 

dégradation des protéines par le microbiote. Pourtant, dans la littérature, cette activité métabolique 

bactérienne est systématiquement qualifiée de délétère pour la santé digestive et cette théorie date de 

plus d’un siècle (189). Un des éléments en faveur de cette hypothèse est la fréquence élevée de 

pathologies digestives dans la partie distale du gros intestin où a principalement lieu la dégradation des 

protéines (107). Les données les plus convaincantes concernent le rôle délétère du H2S dans les MICI 

mais restent à confirmer (voir 3.2.3.4). 

 

 

 

Figure 27 : Schéma récapitulatif des principaux effets des métabolites bactériens dérivés des acides 

aminés sur l’homéostasie de la muqueuse du côlon. Les effets considérés bénéfiques sont indiqués en 

vert, les effets considérés délétères sont indiqués en rouge.  
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 Dans ce contexte, de nombreuses études ont mis en place des stratégies pour limiter la toxicité 

suspectée d’être associée à la dégradation des protéines par le microbiote. L’une de ces stratégies 

consiste à augmenter l’apport en glucides indigestibles pour orienter l’activité métabolique du 

microbiote vers l’utilisation des glucides et diminuer la dégradation des protéines (122). Il a été montré 

dans la plupart des études que la consommation de prébiotiques diminue la concentration des marqueurs 

de la dégradation des protéines (p-cresol, NH4
+
 et AGCB) (122). Deux mécanismes seraient impliqués 

dans ces effets d’une supplémentation en glucides indigestibles : les AA pourraient être utilisés 

principalement dans les voies anaboliques par les bactéries pour satisfaire leurs besoins en phase de 

croissance (35) et une accélération du transit limiterait le catabolisme des AA (85). 

 

 Il a été montré dans les parties précédentes que la quantité mais aussi la qualité de l’apport en 

protéines régulent la production par le microbiote de métabolites bactériens dérivés des AA. Une 

modification de l’apport en protéines pourrait donc avoir des effets bénéfiques ou délétères sur la 

muqueuse du gros intestin via une modulation de l’activité métabolique du microbiote intestinal. La 

dernière partie de l’introduction bibliographique détaille les effets d’une augmentation de l’apport en 

protéines au niveau du côlon.
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4! Effets de l’apport en protéines sur la muqueuse du gros intestin 

 

4.1! Effets de l’apport en protéines sur les caractéristiques des contenus luminaux du gros intestin  

 

 Deux études (l’une chez l’homme et l’autre chez le rat) ont montré une augmentation du pH 

fécal lors d’un apport élevé en protéines (12,132) mais ce résultat n’a pas été retrouvé dans la plupart 

des autres études chez l’homme (98,129,130,142), le rat (190,191) et le porc (99,131). Ces différences 

pourraient refléter les effets variables des régimes HP sur les concentrations en AGCC (voir 3.2.2.1). 

Chez le rat, un régime HP diminue le pH des contenus du cæcum par rapport à un régime NP dans le 

cas des protéines de soja mais pas dans le cas des caséines ou des protéines de lactosérum (192). Ainsi, 

la source de protéines semble déterminante et pourrait en partie expliquer les contradictions entre les 

résultats décrits dans la littérature quant aux effets des régimes HP sur le pH fécal. Il s’agit d’un 

paramètre important pour la physiologie de l’épithélium intestinal puisqu’une augmentation du pH est 

associée à des effets présumés délétères pour l’épithélium (augmentation de la prolifération par 

exemple) en lien avec certaines pathologies digestives (193).  

 

Chez le rat, un régime HP entraine une augmentation de la quantité de contenu dans le gros 

intestin, principalement en raison d’une augmentation de la quantité d’eau (9,11). Bien que la quantité 

totale de métabolites bactériens dérivés des AA soient plus importante chez les rats ayant consommé le 

régime HP, cette augmentation de la quantité de contenu entraine le maintien de leurs concentrations à 

un niveau similaire aux rats nourris avec un régime NP. Ce mécanisme pourrait représenter une 

adaptation du côlon pour limiter les modifications des concentrations de composés potentiellement 

toxiques dérivés des AA (11). Néanmoins, cet effet des régimes HP semble spécifique à ce modèle 

puisque, au contraire, une diminution du contenu en eau dans les fèces a été observée chez l’homme 

(13). Enfin, chez le rat, les activités enzymatiques protéases dans le contenu du côlon sont fortement 

augmentées lors d’un régime HP, probablement en raison d’une adaptation du microbiote à un 

environnement riche en protéines (9). Cette augmentation pourrait être délétère pour l’épithélium 

puisque de telles augmentations des activité protéases ont été observées lors de diverses pathologies 

digestives, notamment inflammatoires (194).  

 

4.2! Effets de l’apport en protéines sur la muqueuse du côlon  

 

Les études portant sur les effets de l’apport en protéines sur la muqueuse du côlon ont employé 

des protocoles expérimentaux très divers. Trois paramètres sont particulièrement importants pour 

interpréter les résultats : le niveau d’apport en protéines, la source de protéines utilisée et la durée de 

l’étude. Le tableau 11 regroupe ces paramètres pour toutes les études citées ci-dessous afin de faciliter 
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leur comparaison. Les nombreuses études concernant les régimes riches en viande rouge ne sont pas 

présentées ici car d’autres facteurs que le niveau d’apport en protéines peuvent expliquer les effets 

observés sur la muqueuse (hème, composés produits lors de la cuisson, etc.) (195). 

 

Tableau 11 : Description des régimes utilisés lors des études décrivant les effets de l’apport en protéines 

sur la muqueuse du côlon. % MS : grammes de protéines pour 100 grammes de matière sèche. % E : 

pourcentage d’énergie apportée par les protéines. g/j : grammes par jour. * : ces trois études ont utilisé 

le même protocole.  

 

 

4.2.1! Effets de l’apport en protéines sur le métabolisme énergétique des colonocytes 

  

 Chez le rat, un régime HP ne modifie pas la consommation basale d’O2 (stade 3) par les 

colonocytes mais provoque une augmentation des fuites de protons dans les mitochondries, indiquant 

une réduction de l’efficacité énergétique (9). Dans une autre étude chez le rat, une diminution de 

l’expression de gènes impliqués dans les phosphorylations oxydatives a été observée lors d’un régime 

HP (101). Il est envisageable que l’exposition accrue des colonocytes à des perturbateurs métaboliques 

(NH4
+
, H2S) lors des régime HP soit impliquée dans ces observations. Etant donné l’importante 

consommation d’énergie par les colonocytes, ces effets des régimes HP pourraient être délétères pour 

l’épithélium (57). De plus, une étude chez le porc a montré une diminution de l’expression du 

Référence Espèce Apport en 

protéines 

Apport en 

fibres 

Source de protéines Durée 

(semaines) 

(101)  Rat 21 % MS 

45 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

Caséines 6 

(134)  Rat 14 % MS 

20 % MS 

14 % MS 

20 % MS 

10 % MS 

10 % MS 

10 % MS 

10 % MS 

Caséines 

 

Protéines de pomme de terre 

3 

(9–11)* 

 

Rat 14 % MS 

53 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

Protéines totales de lait 2 

(192)  Rat 15 % MS 

25 % MS 

15 % MS 

25 % MS 

15 % MS 

25 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

Caséines 

 

Protéines de lactosérum 

 

Protéines de soja 

 

4 

(191)  Rat 15 % MS 

25 % MS 

5 % MS 

5 % MS 

Caséines 4 

(190)  Rat 20 % MS 

20 % MS 

10 % MS 

10 % MS 

Caséines 

Protéines de soja 

1 

(136)  Porc 18 % MS 

25 % MS 

19 % MS 

22 % MS 

Mélange de protéines de soja, de 

poisson et de pomme de terre 

3 

(99)  Porc 15 % MS 

20 % MS 

15 % MS 

15 % MS 

Protéines de soja 3 

(13)  Humain 12 % E 

15 % E 

27 % E 

16,3 g/j 

15,4 g/j 

17,4 g/j 

Mixte + protéines de lait 2 

(130)  Humain 90 g/j 

133 g/j 

33,8 g/j 

42,8 g/j 

Mixte 12 
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transporteur du butyrate MCT1 lors d’un régime HP mais cet effet n’a pas été observé chez le rat 

(11,136). Cette observation pourrait être spécifique du modèle porcin ou des sources protéiques utilisées 

(soja, poisson et pomme de terre versus protéines totales de lait) (Tableau 11). Une diminution du 

transport du butyrate pourrait compromettre le métabolisme énergétique des colonocytes et les effets 

bénéfiques de ce métabolite (57,117). Néanmoins, un régime HP ne modifie pas la capacité d’oxydation 

des principaux substrats (butyrate, glutamine et glucose) dans les colonocytes de rat (11). Enfin, 

l’activité de la glutamine synthase augmente dans les colonocytes de rats lors d’un régime HP (9) 

reflétant probablement une adaptation permettant une augmentation des capacités de détoxication du 

NH4
+
, limitant ainsi ses effets délétères sur l’épithélium.  

 

4.2.2! Effets de l’apport en protéines sur le stress oxydant et les dommages à l’ADN 

dans l’épithélium du côlon 

 

 Chez le porc, l’activité enzymatique glutathione-S-transferase et les concentrations en 

glutathion oxydé et réduit ne sont pas modifiées dans la muqueuse colique par un apport élevé en 

protéines (99). Ce résultat suggère qu’il n’y a pas d’augmentation du stress oxydant au niveau du côlon 

lors d’un régime HP. Cependant, des gènes impliqués dans le métabolisme du glutathion (« Microsomal 

glutathione-S-transferase 1 » et « Glutathione peroxidase 7 ») sont surexprimés dans la muqueuse du 

côlon de rats lors d’un régime HP (101). Cette contradiction entre les deux études pourrait être expliquée 

par les différences de niveau d’apport en protéines (20% versus 45%) et par un éventuel effet spécifique 

des sources de protéines utilisées (protéines de soja versus caséines) (Tableau 11). L’augmentation 

potentielle de l’expression des enzymes du métabolisme du glutathion lors des régimes HP pourrait 

refléter une adaptation à des expositions accrues à des composés susceptibles de favoriser le stress 

oxydant dont une des conséquences possibles est l’induction de dommages à l’ADN. Plusieurs études 

d’un même laboratoire ont montré chez le rat qu’un apport élevé en protéines (caséines ou protéines de 

soja) induit des cassures de l’ADN des colonocytes (191,192). Ces dommages à l’ADN sont 

positivement corrélés à la concentration fécale en p-cresol, suggérant un effet génotoxique de ce 

métabolite (192), mais les mécanismes impliqués dans cet effet génotoxique des régimes HP n’ont pas 

été élucidés. Néanmoins, les protéines de lactosérum n’ont pas eu d’effet sur l’intégrité de l’ADN dans 

le même modèle expérimental. Les auteurs ont proposé que ces différences pourraient être liées à des 

composés protecteurs contenus dans le lactosérum tels que la lactoferrine. Une autre étude chez le rat a 

montré qu’une augmentation modérée de l’apport en protéines induit une diminution des dommages à 

l’ADN dans les colonocytes (134). Il est difficile d’expliquer les contradictions entre ces études puisque 

les conditions expérimentales sont très proches notamment en ce qui concerne l’une des sources de 

protéines testées (caséines) (Tableau 11). Deux études cliniques ont montré que la génotoxicité des eaux 

fécales (contenant les métabolites potentiellement en contact avec l’épithélium) n’est pas modifiée par 

une augmentation du niveau d’apport en protéines alors que les marqueurs de dégradation des AA par 
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les bactéries sont augmentés (p-cresol par exemple) (13,130). En revanche, la diminution de la 

dégradation des protéines par le microbiote lors d’interventions nutritionnelles (utilisation de 

prébiotiques) est associée à une diminution de la génotoxicité des eaux fécales (122). Néanmoins, le lien 

causal entre ces deux paramètres n’est pas démontré. En raison des nombreuses contradictions, les 

données de la littérature ne permettent pas de conclure quant aux effets des régimes HP sur le stress 

oxydant et les dommages à l’ADN dans l’épithélium du côlon. Il apparaît cependant que la source de 

protéines semble jouer un rôle déterminant. 

 

4.2.3! Effets de l’apport en protéines sur le renouvellement de l’épithélium colique 

  

 Les indicateurs histologiques d’apoptose dans l’épithélium ne sont pas modifiés lors d’un 

régime HP chez le rat et chez le porc (99,191) alors que des gènes liés à ce processus sont surexprimés 

dans la muqueuse du côlon de rats (101). Pourtant deux de ces études ont des protocoles expérimentaux 

très proches (Tableau 11). L’expression génique du marqueur de prolifération PCNA est augmentée 

dans la muqueuse du côlon chez des porcs lors d’un régime HP (99). Au contraire, la profondeur des 

cryptes du cæcum est plus faible chez des rats nourris avec un régime riche en protéines par rapport à 

des rats nourris avec un régime NP, suggérant une diminution de la prolifération (134). Cependant, cet 

effet n’est pas observé dans le côlon. Cette différence en fonction du segment du gros intestin pourrait 

s’expliquer par le fait que, chez le rat, la dégradation des protéines dans le cæcum est plus importante 

que dans le côlon. La source de protéines pourrait être également déterminante puisqu’un régime à base 

de protéines de soja entraine une cytotoxicité des eaux fécales et une prolifération des cellules 

épithéliales du côlon de rats plus élevée que lors d’un régime à base de caséines (190). Le rôle des 

métabolites bactériens dérivés des AA dans l’augmentation de la prolifération des cellules épithéliales, 

bien que suspecté, n’a pas été démontré. Chez l’homme, la cytotoxicité des eaux fécales n’est pas 

modifiée par le niveau d’apport en protéines alors que leur dégradation par le microbiote est augmentée 

(13,130). Pourtant, la diminution de la dégradation des protéines par le microbiote induite par la 

consommation d’une quantité élevée de prébiotiques (30 grammes par jour) entraine une diminution de 

la cytotoxicité des eaux fécales (196) bien que ce résultat n’ait pas été confirmé avec une dose inférieure 

(197). Enfin, l’excrétion urinaire de p-cresol est corrélée négativement à la cytotoxicité des eaux fécales 

ce qui ne suggère pas de rôle cytotoxique de la dégradation des protéines (13). En conclusion, les effets 

des régimes HP sur le renouvellement de l’épithélium du côlon sont mal compris, de nouvelles études 

sont donc nécéssaires. 
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4.2.4! Effet de l’apport en protéines sur les réponses immunitaires dans la muqueuse 

du côlon 

 

 Chez le rat, un régime HP ne modifie pas la sécrétion d’IgA, ni l’expression de gènes de peptides 

anti-microbiens et de TLR dans la muqueuse colique (10). Parmi un grand nombre de cytokines dont 

l'expression a été mesurée, seule l’expression du gène de l’Il-6 (pro-inflammatoire) est sous-exprimée 

chez ces animaux (10). De plus, l’activité myéloperoxidase (MPO, marqueur du recrutement des 

neutrophiles) dans le côlon n’a pas été pas modifiée (10). Dans une autre étude chez le rat, un régime 

HP n’a pas modifié l’expression des gènes Tlr2 et 4, Ptgs2 et Il-12 mais a régulé l’expression de gènes 

impliqué dans la signalisation des cytokines (surexpression de Cx3cl1 et Ccrl2, sous-expression de 

Il2rg) (101). Chez le porc, un régime riche en protéines induit une surexpression des gènes de cytokines 

pro-inflammatoires Il-1β, Il-8, Tnf-α et Ifn-γ mais aussi des cytokines régulatrices Tgf-β et Il-10 (99,136). 

Dans le même modèle, l’expression génique de certaines cytokines pro-inflammatoires est positivement 

corrélée à la concentration des métabolites bactériens dérivés des AA (136). En conclusion, les régimes 

HP semblent réguler l’expression de gènes liés à l’inflammation sans qu’il soit possible de conclure 

quant à un effet bénéfique ou délétère. Cette réponse complexe pourrait refléter les effets antagonistes 

de certains des métabolites bactériens dérivés des AA sur l’inflammation (indole et H2S par exemple). 

 

4.2.5! Effets de l’apport en protéines sur la fonction barrière du côlon 

 

 La consommation d’un régime HP ne modifie pas la morphologie de la muqueuse chez le rat 

(Figure 28 A) (9,10) ou chez le porc (99). Néanmoins, la taille des bordures en brosse des colonocytes 

est nettement réduite après un régime HP chez le rat alors que la structure des jonctions serrées n’est pas 

affectée (Figure 28 B) (9). La diminution de la taille des bordures en brosse pourrait correspondre à un 

défaut de différenciation des cellules, ou être liée au déficit en énergie associé à la perturbation du 

métabolisme mitochondrial dans ce modèle. Il est possible que cette perte de structure soit associée à 

une perturbation de la fonction de la membrane apicale des colonocytes (capacité d’absorption par 

exemple) (198). L’expression des gènes de protéines de jonctions serrées (Claudine-2, Occludine, et Zo-

1) n’est pas modifiée lors d’un régime HP chez le rat (10,101) alors qu’elle est diminuée chez le porc, 

bien que la perméabilité paracellulaire ne soit pas modifiée dans ce modèle (199). Enfin, une autre étude 

chez le rat a montré une augmentation de l’expression du gène d’une intégrine (Itgb6) et d’un gène de 

collagène (Col12a1) lors d’un apport élevé en protéines, suggérant un renforcement de l’adhésion des 

colonocytes à la lame basale (101). Par ailleurs, un régime HP chez le rat entraine également une 

augmentation du nombre de cellules en gobelet dans les cryptes et diminue leur nombre dans 

l’épithélium de surface (Figure 28 C et D) (10). Au niveau de l’ARNm, un régime HP a entrainé une 

surexpression du gène de mucine Muc3 chez le rat et de Muc1, 2 et 3 chez le porc (10,99) mais les 

mécanismes sous-jacents ne sont pas connus. Il est possible que ces observations reflètent une adaptation 



 

75 

 

à une augmentation de la toxicité de l’environnement luminal lors des régimes HP. Au contraire, une 

autre étude chez le rat a montré une diminution de l’épaisseur de la couche de mucus lors d’un régime 

HP à base de caséines mais pas avec d’autres sources de protéines (protéines de soja et de lactosérum) 

(192). Dans une autre étude chez le rat, la consommation d’un régime HP également à base de caséine 

a diminué l’expression de gènes impliqués dans la glycosylation des mucines (101). Ces résultats 

suggèrent, ici encore, que la source de protéines utilisée lors des régimes HP pourrait expliquer les 

différences de résultats obtenus entre les études (Tableau 11). En conclusion, les régimes HP ne 

semblent pas induire de rupture de la fonction barrière mais leurs effets sur la sécrétion de mucus sont 

incertains.  

 

Figure 28 : Photographies d’observations au microscope de coupes histologiques de côlon de rats 

nourris avec un régime normoprotéique (NP) ou hyperprotéique (HP) pendant 15 jours. A - La 

morphologie de la muqueuse n’est pas modifiée par le niveau d’apport en protéines (coloration 

hematoxyline & éosine). B - La taille des bordures en brosse est réduite chez les rats nourris avec un 

régime HP alors que la structure des jonctions serrées (indiquées par les flèches) n’est pas modifiée 

(observations au microscope électronique). C - Le nombre de cellules en gobelet par crypte est plus 

élevée chez les rats nourris avec un régime HP (coloration à l’acide périodique de Schiff). D - Les 

cellules en gobelet sont absentes de l’épithélium de plateau (indiquées par les flèches) chez les rats 

nourris avec un régime HP (coloration acide périodique de Schiff). D’après (9,10). 
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4.2.6! Mécanismes potentiellement impliqués dans les effets des régimes 

hyperprotéiques sur la muqueuse du gros intestin 

 

 Les études présentées ci-dessus décrivent les effets de l’apport en protéines sur la muqueuse du 

côlon. Certaines de ces études ont rapporté une augmentation simultanée de la dégradation des protéines 

par le microbiote lors des régimes HP. Individuellement, les métabolites bactériens dérivés des AA sont 

actifs sur les cellules épithéliales. L’hypothèse d’un lien de cause à effet entre l’augmentation de la 

dégradation des protéines et les modifications observées dans la muqueuse du côlon est donc probable 

mais n’a pas été formellement démontrée. Si cette hypothèse est exacte, les différences observées en 

fonction du type de protéines testé pourraient s’expliquer par des différences de digestibilité et de profil 

en AA entrainant une modulation de la production de métabolites bactériens. Il est également 

envisageable que l’apport en AA plus important au niveau du pôle sanguin lors de la consommation des 

régimes HP puisse être impliqué dans certains des effets observés sur la muqueuse du côlon. Par 

exemple, il a été montré que le niveau d’apport en thréonine est un facteur déterminant pour la 

production de mucines (200). Ces deux hypothèses ne sont probablement pas exclusives et sont 

présentées sur la figure 29. 

 

 

 

Figure 29 : Représentation schématique des deux mécanismes potentiellement impliqués dans les effets 

des régimes hyperprotéiques sur l’épithélium du côlon. Les flèches bleues indiquent les composés dont 

la concentration est augmentée lors d’un régime hyperprotéique.  
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4.3! Apport en protéines et maladies inflammatoires chroniques intestinales 

 

 Plusieurs études épidémiologiques ont décrit une association entre un apport important en 

protéines et une incidence élevée de MICI (RCH et/ou MC selon les études) (201–203). De plus, la 

source de protéines semble déterminante puisque les protéines végétales ne sont pas associées au risque 

de MICI contrairement aux protéines animales (201,203). Le risque de rechute lors de la RCH est 

également plus élevé chez les personnes ayant un apport élevé en protéines (186). Néanmoins, une revue 

systématique de la littérature a montré que davantage d’études n’ont pas observé d’effet significatif du 

niveau d’apport en protéines sur l’incidence des MICI (204).  

 

 

En résumé 

 

•! Chez l’animal, un apport élevé en protéines modifie des paramètres clés de l’homéostasie de 

l’épithélium du côlon (métabolisme énergétique, renouvellement de l’épithélium, intégrité de 

l’ADN, fonction barrière, etc.). 

•! De nombreux résultats contradictoires ont été obtenus, il n’est donc pas possible d’affirmer 

que les régimes HP sont délétères pour l’épithélium du côlon. 

•! Les mécanismes des effets des régimes HP sur l’épithélium du côlon ne sont pas connus mais 

pourraient impliquer les métabolites bactériens dérivés des AA présent au pôle apical des 

colonocytes ou les AA apportés par la circulation. 

•! Peu d’études ont comparé les effets de la source de protéines alors que ce paramètre est 

probablement important en raison des différences de composition en AA et de digestibilité. 
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JUSTIFICATION DES TRAVAUX DE THESE 

 

 L’intérêt croissant de la communauté scientifique pour les effets de l’alimentation sur le 

microbiote intestinal et les conséquences pour la santé est illustré par l’augmentation exponentielle du 

nombre de publications à ce sujet. Ces travaux ont principalement concerné les apports en glucides 

indigestibles et leurs produits de fermentations (AGCC). En comparaison, les effets du niveau d’apport 

en protéines sur la composition et l’activité du microbiote ainsi que les conséquences pour la muqueuse 

n’ont été que peu étudiés. Pourtant, la consommation de protéines peut être très élevée chez certaines 

personnes, notamment lors de régimes HP amaigrissants.  

 

 Bien que quantitativement moins importante que la fermentation des glucides, la dégradation 

des protéines par le microbiote entraine la production d’une diversité de composés bien plus importante. 

Certains de ces métabolites bactériens dérivés des AA sont délétères pour les cellules épithéliales 

coliques lorsqu’ils sont présents en concentration excessive (NH4
+
, H2S) alors que d’autres sont 

bénéfiques (composés indoliques). Néanmoins la description des effets de ces métabolites est encore 

très incomplète et repose essentiellement sur des expérimentations in vitro. Des études in vivo sont donc 

nécessaires pour confirmer et approfondir la description des effets de ces composés sur l’épithélium du 

côlon. Par ailleurs, d’autres métabolites bactériens dérivés des AA produits en quantité importante n’ont 

jamais été testés sur des colonocytes (p-cresol par exemple). Bien qu’il soit nécessaire de tester dans un 

premier temps les effets des métabolites dérivés des AA individuellement, il est également indispensable 

de les étudier simultanément sur l’épithélium du côlon puisque, en combinaison, ils pourraient avoir des 

effets additifs, synergiques ou antagonistes. En effet, une augmentation de l’apport en protéines entraine 

une augmentation globale de l’exposition de l’épithélium du côlon à ces métabolites bactériens dérivés 

des AA.   

 

 Les études sur modèles animaux suggèrent qu’un apport élevé en protéines régule de nombreux 

processus essentiels au maintien de l’homéostasie de l’épithélium (métabolisme, adhésion et 

renouvellement cellulaire, intégrité de l’ADN, sécrétion de mucus, inflammation). Cependant, en raison 

des très nombreuses contradictions entre les études, il n’est pas possible de conclure quant à un potentiel 

effet délétère d’un apport élevé en protéines sur la muqueuse du côlon. Il est donc indispensable de 

mieux caractériser la réponse de l’épithélium lors de la consommation d’un régime HP. Certaines études 

épidémiologiques semblent indiquer qu’un apport élevé en protéines pourrait être un facteur de risque 

pour les MICI. Des études cliniques sont nécessaires car les effets de ce type de régimes sur la muqueuse 

du gros intestin n’ont jamais été étudiés chez l’homme de manière directe. De plus, les effets des régimes 

HP au niveau de l’écosystème du côlon ont été étudiés chez l’homme principalement en combinaison 

avec une diminution de l’apport en fibres ou avec une restriction calorique, il n’est donc pas possible de 
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conclure quant à des effets induits exclusivement par le changement de la composition en 

macronutriments.  

 

 La plupart des études ont décrit les effets du niveau d’apport en protéines au niveau du côlon 

mais très peu d’entre elles ont comparé différentes sources de protéines. Les quelques données 

disponibles suggèrent pourtant que ce paramètre pourrait moduler la composition du microbiote, son 

activité métabolique et la physiologie de la muqueuse du côlon probablement en raison des différences 

de digestibilités et de compositions en AA des diverses sources de protéines. D’un point de vue sociétal, 

le remplacement partiel des protéines animales par des protéines végétales est un des leviers identifiés 

pour rendre l’alimentation plus durable. Cette transition nécessite au préalable une comparaison des 

effets sur la santé des différentes sources de protéines en fonction de leurs niveaux d’apport, en 

particulier au niveau du côlon.  

OBJECTIFS DE LA THESE ET DEMARCHE EXPERIMENTALE  

 

En raison des arguments présentés ci-dessus, quatre objectifs ont été définis pour ce travail de thèse : 

 

1.! Déterminer in vivo les effets du H2S sur les colonocytes 

2.! Déterminer in vitro l’effet du p-cresol sur l’intégrité de l’ADN dans les colonocytes 

3.! Caractériser les effets de la quantité et de la qualité de l’apport en protéines sur la composition 

du microbiote intestinal et sur les métabolites bactériens 

4.! Caractériser les effets de la quantité et de la qualité de l’apport en protéines sur l’épithélium et 

la muqueuse du gros intestin 

 

Pour atteindre ces objectifs, différentes approches expérimentales complémentaires ont été utilisées :  

 

•! La culture in vitro de cellules HT-29 Glc -/+ et LS-174T issues d’adénocarcinomes coliques 

humains a été utilisée pour tester les effets cytotoxiques et génotoxiques de métabolites 

bactériens seuls ou en combinaison (test des eaux fécales).  

•! Un modèle d’instillation intra-colique chez le rat anesthésié a été mis au point pour déterminer 

in vivo les effets du H2S sur les colonocytes. 

•! Une étude nutritionnelle a été menée chez le rat pour déterminer les effets d’un apport élevé en 

protéines sur la production de H2S par le microbiote intestinal ainsi que sur l’épithélium et la 

muqueuse du gros intestin. 

•! Une étude clinique d’intervention nutritionnelle randomisée et en double aveugle a été réalisée 

pour étudier chez l’homme les effets de la quantité et de la qualité de l’apport en protéines sur 

la composition et l’activité du microbiote intestinal ainsi que sur la muqueuse du gros intestin. 
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 L’étude clinique a été réalisée au centre de recherche des volontaires du service de 

gastroentérologie de l’hôpital Avicenne à Bobigny. Une partie des expérimentations réalisées pendant 

la thèse ont été effectuées lors de séjours dans des laboratoires partenaires. Les expériences de 

cytotoxicité et génotoxicité ont été effectuées dans le laboratoire Toxalim (Centre de recherche en 

toxicologie alimentaire), UMR 1331, INRA, Toulouse, France, sous la supervision de Marc Audebert 

(deux séjours de 1 mois). Les expériences de métabolomique par résonnance magnétique nucléaire 

(RMN) ont été effectuées à l’université de Reading au Royaume-Uni, « Department of Food and 

Nutritional Sciences », sous la supervision de Sandrine Claus (séjour de 1 mois). Les analyses 

transcriptomiques ont été réalisées en collaboration avec la plateforme de génomique de l’institut Cochin 

à Paris et avec le centre de ressources biologiques de l’INRA de Jouy-en-Josas. L’analyse de la 

composition du microbiote a été effectuée en collaboration avec le laboratoire Ecologie microbienne, 

nutrition et santé ; Institute of Agrochemistry and Food Technology, Spanish National Research 

Council, Valence, Espagne. 
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ETUDE 1 : EFFETS DU SULFURE D’HYDROGENE SUR LES COLONOCYTES DE RATS ET ADAPTATION A 

UN REGIME HYPERPROTEIQUE 

 

Article publié dans la revue Free Radical Biology and Medicine, 2016. 

 

Contexte 

 Le sulfure d’hydrogène (H2S) est un métabolite bactérien produit dans le gros intestin à partir 

de composés alimentaires et endogènes soufrés (acides aminés et sulfates, principalement). In vitro, le 

H2S est toxique pour les colonocytes (perturbateur du métabolisme énergétique, génotoxique et pro-

inflammatoire) lorsqu’il est présent à des concentrations élevées. De plus, des données issues de 

plusieurs études cliniques suggèrent que le H2S pourrait être impliqué dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin. Le premier objectif de cette étude était de déterminer in vivo les effets d’une 

augmentation de l’exposition des colonocytes à H2S. Le second objectif de l’étude était d’évaluer les 

effets d’un régime hyperprotéique (HP) sur la production de H2S par le microbiote intestinal et sur sa 

détoxication par l’épithélium du côlon.  

 

Méthodes 

 Dans la première partie de l’étude, un cathéter a été installé au niveau du côlon proximal de rats 

Wistar anesthésiés (Figure 30 A). Une solution contenant un donneur de H2S (NaHS 0,5 ou 1,5 mM 

dissous dans du PBS) ou du PBS seul (groupe témoin) a été instillée pendant 1 heure par voie 

endoluminale dans le côlon. Le métabolisme mitochondrial et l’inflammation ont été évalués dans les 

colonocytes isolés par mesure de la consommation d’O2 (polarographie) et de l’expression de gènes 

(qPCR). Le recrutement des neutrophiles dans le côlon distal a été analysé par la mesure de l’activité 

myéloperoxidase. Les dommages à l’ADN dans les colonocytes de rats ont été évalués par quantification 

de γ-H2AX par In-Cell Western et les résultats ont été confirmés in vitro sur la lignée cellulaire HT-29 

Glc -/+. Des colonocytes de rats non traités ont également été utilisés pour déterminer l’effet combinés 

du H2S et du monoxyde d’azote (NO) sur la consommation d’O2.  

 

 Dans la seconde partie de l’étude (Figure 30 B), des rats Wistar ont été nourris pendant deux 

semaines avec un régime HP (55% d’énergie apportée par les protéines) ou avec un régime isocalorique 

normoprotéique (NP) (14% d’énergie apportée par les protéines). Le H2S a été quantifié dans les 

contenus du gros intestin par GC-MS et les voies de production du H2S par le microbiote ont été 

analysées par qPCR et par mesure de l’activité cystéine desulfhydrase. Les colonocytes des rats nourris 

avec les régimes HP et NP ont été isolés et l’expression des gènes des enzymes de détoxication du H2S 

a été mesurée par qPCR.  
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!

 

Figure 30 : Représentation schématique du protocole expérimental de l’étude 1. A - Etude d’instillation 

intra-colique. * Les rats non traités ont été utilisés pour certaines des mesures de consommation d’O2. 

B - Etude nutritionnelle.  
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Résultats 

 L’instillation intra-colique de NaHS 1,5 mM a induit l’expression de gènes pro-inflammatoires 

(iNos, Il-6) dans les cellules épithéliales. La mesure de la consommation d’O2 par les colonocytes de 

rats a montré que le H2S est détoxiqué lorsqu’il est présent en faible concentrations (20 et 40 µM NaHS) 

mais ce processus est inhibé en présence de NO. Les concentrations élevées de NaHS ont inhibé la 

respiration de manière réversible en association avec l’induction de l’expression du gène « Hypoxia 

inducible factor 1 α » (Hif1α). Les résultats obtenus in vivo et in vitro montrent que, dans nos conditions 

expérimentales, le H2S n’est pas génotoxique pour les colonocytes, même à des concentrations élevées.   

 

  La quantité de H2S était plus élevée dans le contenu du gros intestin des rats nourris avec le 

régime HP par rapport à ceux nourris avec le régime NP. Ce résultat est probablement dû à 

l’augmentation de la quantité d’acides aminés soufrés disponibles pour les bactéries puisque les voies 

de production de H2S par le microbiote n’étaient pas modifiées par le niveau d’apport en protéines. Le 

régime HP a induit l’expression du gène de l’enzyme de détoxication de H2S sulfide quinone reductase 

(Sqr), indiquant probablement une adaptation à une exposition accrue à ce métabolite. Enfin, le poids 

de contenu dans le gros intestin était plus important chez les rats nourris avec le régime HP que chez les 

rats ayant reçu le régime NP, résultant en des concentrations luminales de H2S similaires dans les deux 

groupes.  

 

Conclusion 

 La capacité de détoxication du H2S par les colonocytes de rats est limitée et est inhibée en 

présence d’une concentration élevée de NO, telle qu’observée en cas d’inflammation intestinale. In vivo, 

l’exposition des colonocytes à des concentrations élevées de H2S perturbe de manière réversible la 

respiration, induit un état probable d’hypoxie, augmente l’expression de gènes pro-inflammatoires mais 

ne cause pas de dommages à l’ADN. Deux mécanismes adaptatifs pourraient limiter l’exposition de 

l’épithélium au H2S lors d’un régime HP : l’augmentation de la quantité de contenu dans le gros intestin 

et de l’augmentation de la capacité de détoxication du H2S dans les colonocytes.  
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Messages clés de l’étude 1 

 

•! In vivo, H2S induit l’expression de gènes pro-inflammatoires dans les colonocytes. 

•! In vivo, H2S perturbe de manière réversible le métabolisme mitochondrial des colonocytes. 

•!  H2S n’induit pas de cassures de l’ADN dans les colonocytes. 

•! Un régime HP entraine une augmentation de la quantité de H2S dans le gros intestin 

probablement via une augmentation de la quantité de cystéine. 

•! La surexpression de la Sqr dans les colonocytes et l’augmentation de la quantité de contenu 

dans le gros intestin pourraient être des processus adaptatifs permettant de limiter l’exposition 

de l’épithélium au H2S lors des régimes HP. 

 



 

86 

 



 

87 

 



 

88 

 



 

89 

 



 

90 

 



 

91 

 



 

92 

 



 

93 

 



 

94 

 



 

95 

 



 

96 

 

ETUDE 2 : GENOTOXICITE DU P-CRESOL SUR LES COLONOCYTES IN VITRO 

 

Résultats intégrés à un article publié dans la revue Free Radical Biology and Medicine, 2015. 

 

Contexte 

 Le p-cresol est un métabolite produit par les bactéries intestinales à partir de la tyrosine. Bien 

qu’il s’agisse du principal composé phénolique produit par le microbiote, ses effets sur l’épithélium du 

côlon ne sont pas connus. Le but de cette étude était de déterminer in vitro les effets du p-cresol sur les 

colonocytes au niveau du métabolisme énergétique, de la prolifération, de la viabilité et de l’intégrité de 

l’ADN. Seule l’évaluation de la génotoxicité du p-cresol a été réalisée dans le cadre de cette thèse et 

est décrite ici.  

 

Méthode (Décrit dans le paragraphe 2.8 de l’article) 

 Deux lignées cellulaires issues d’adénocarcinomes coliques humains (HT-29 Glc -/+ et LS-

174T) ont été traitées pendant 24 heures avec du p-cresol. Les dommages à l’ADN ont été analysés par 

quantification de γ-H2AX par In-Cell Western. Au cours de la même expérience, la viabilité cellulaire 

a été estimée par la quantification de l’ADN. 

 

Résultats (Décrit dans le paragraphe 3.7 et sur la figure 7 de l’article) 

  L’exposition au p-cresol a induit de manière dose dépendante des dommages à l’ADN des 

cellules HT-29 Glc -/+ (> 1.5 mM) et LS-174T (>1 mM). Cet effet n’était pas associé à une diminution 

de la viabilité des cellules.  

 

Conclusion 

 Cette expérience montre pour la première fois que le p-cresol est un métabolite bactérien 

génotoxique pour les colonocytes. Une exposition à des concentrations élevées de p-cresol pourrait donc 

avoir des conséquences délétères pour l’homéostasie de l’épithélium.  

 

 

Message clé de l’étude 2 

 

•! Le p-cresol est un métabolite génotoxique pour les colonocytes in vitro 
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ETUDE 3 : EFFETS D’UN REGIME HYPERPROTEIQUE SUR L’EPITHELIUM DU COLON CHEZ LE RAT  

 

Article soumis. 

 

Contexte 

La consommation d’un régime hyperprotéique (HP) entraine une augmentation de la quantité 

de protéines alimentaires non digérées parvenant dans la lumière du côlon. Leur dégradation par les 

bactéries intestinales produit une grande diversité de composés, certains étant considérés bénéfiques 

pour la muqueuse alors que d’autres sont délétères. Il a été montré au laboratoire que, chez le rat, un 

régime HP modifie la composition du microbiote et la composition luminale en métabolites bactériens. 

Le but de cette étude était de caractériser, dans le même modèle, les effets d’un régime HP sur 

l’épithélium du côlon. 

 

Méthodes 

 Des rats Wistar ont été nourris pendant deux semaines avec un régime HP (55% d’énergie 

apportée par les protéines) ou avec un régime normoprotéique (NP) isocalorique (14% d’énergie 

apportée par les protéines) (Figure 31). Le transcriptome dans les colonocytes a été analysé avec des 

puces à ADN. Les fonctions biologiques associées aux gènes dont l’expression était régulée par le niveau 

d’apport en protéines ont été identifiées. Des indicateurs du renouvellement de l’épithélium du côlon 

ont été étudiés par quantification de l’expression de marqueurs de la prolifération et de l’apoptose 

(immunohistochimie et western blot). L’expression de la protéine de jonction serrée claudine-1 a été 

quantifiée dans les colonocytes (western blot) et la fonction barrière dans le côlon distal a été évaluée 

par des expériences en chambre de Ussing. Les dommages à l’ADN ont été quantifiés dans les 

colonocytes par le test des comètes. 

 

Résultats 

Des signatures transcriptomiques distinctes ont été observées dans les colonocytes des rats 

nourris avec les régimes HP et NP. Le régime HP a induit une diminution de l’expression de gènes 

impliqués dans le métabolisme du glutathion et dans la réparation de l’ADN. Ces modifications étaient 

associées à une tendance à la diminution des dommages à l’ADN dans les colonocytes des rats nourris 

avec le régime HP. L’expression de nombreux gènes liés à la voie de signalisation NF-κB et à la mort 

cellulaire était diminuée lors du régime HP. Néanmoins, l’expression protéique de la caspase 3 activée 

n’était pas significativement différente entre les deux groupes, suggérant que le régime HP n’a pas 

modulé l’apoptose dans l’épithélium. Au contraire, de nombreux gènes liés à la prolifération était 

surexprimés dans les colonocytes des rats nourris avec le régime HP et ces modifications était associées 

à une tendance à l’augmentation de l’expression protéique de marqueurs de la prolifération (Ki67, 

PCNA). Cinq gènes de mucines était significativement surexprimés dans les cellules épithéliales des 



 

 

 

107 

rats nourris avec le régime HP. Au contraire, de nombreux gènes liés à l’adhésion cellulaire étaient sous-

exprimés après le régime HP mais l’expression de la protéine de jonction serrée claudine-1 n’était pas 

modifiée. Enfin, la fonction barrière dans le côlon distal n’était pas affectée par le régime HP.  

 

Conclusion 

 Le régime HP a régulé l’expression génique dans l’épithélium du côlon, probablement via une 

modification de l’environnement luminal. Ces effets du régime HP au niveau transcriptionnel n’étaient 

pas associées à une rupture de l’homéostasie épithéliale, sur la base des paramètres mesurés. Il est 

possible que des mécanismes adaptatifs tels que la surexpression des mucines limitent les potentiels 

effets délétères des régimes HP. Les conséquences à long terme de ces régimes devront être caractérisées 

lors de futures études.  

 

 

 

Figure 31 : Représentation schématique du protocole expérimental de l’étude 3.  
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Messages clés de l’étude 3 

 

Chez le rat, la consommation d’un régime HP pendant deux semaines : 

 

•! Diminue l’expression de gènes liés à des mécanismes de protection cellulaire  

•! Régule l’expression de gènes liés au renouvellement de l’épithélium 

•! Augmente l’expression de plusieurs gènes de mucines 

•! N’a pas d’effet délétère en termes de dommage à l’ADN, de renouvellement de l’épithélium 

et de fonction barrière du côlon 
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ABSTRACT   

 

High-protein diets (HPD) alter the large intestine microbiota composition in association with a metabolic 

shift towards protein degradation. Some amino acid-derived metabolites produced by the colon bacteria 

are beneficial for the mucosa while others are deleterious when present at high concentrations. The aim 

of the present work was to define the colonic epithelial response to an HPD. Transcriptome profiling 

was performed on colonocytes of rats fed an HPD or an isocaloric normal-protein diet (NPD) for two 

weeks. The HPD downregulated the expression of genes notably implicated in pathways related to 

cellular metabolism, NF-κB signaling, DNA repair, glutathione metabolism and integrin signaling in 

colonocytes. In contrast, the HPD upregulated the expressions of genes related to proliferation and 

mucus secretion. These changes at the mRNA level in colonocytes were not associated with detrimental 

effects of the HPD on DNA integrity (comet assay), epithelium renewal (quantification of proliferation 

and apoptosis markers by immunohistochemistry and western blot) and colonic barrier function (Ussing 

chamber experiments). In conclusion, the maintenance of the colonic homeostasis after an HPD might 

be owed to adaptive processes reflected by the epithelial transcriptome.   
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1.! INTRODUCTION 

Colonic epithelium faces a highly complex mixture of residual nutrients, resident bacteria and 

their metabolites. Modifications of the luminal environment are known to affect the colonic epithelium 

and may result in colonic homeostasis perturbation by alteration of the barrier function, modification of 

the epithelial renewal and impairment of the mucosal immune response [1]. Among several 

environmental factors, dietary changes have been shown to affect the colon luminal environment and 

mucosal homeostasis [2].  

 

HPD have a significant effect on the large intestine luminal ecosystem. Indeed, HPD increase 

the amount of undigested peptides that reach the large intestine [3–5], modify the gut microbiota 

composition [6–8] and increase protein fermentation by the large intestine bacteria [8–10] resulting in 

the production of numerous amino acid-derived metabolites [11,12]. Among them, ammonia, p-cresol 

and hydrogen sulfide have been found to inhibit colonocyte respiration, when present at high 

concentrations [10,13,14]. In addition, p-cresol has been shown to induce DNA damage in colonocytes 

[13]. In contrast, other amino acid-derived metabolites such as indolic compounds contribute to the 

maintenance of epithelial homeostasis [15,16].   

 

These HPD-induced changes in the colonic luminal environment have been associated with 

several effects on the large intestine mucosa. In rats fed an HPD, the height of colonocyte brush border 

(a key functional feature of absorptive cells) is markedly reduced probably in relation with the observed 

perturbation of mitochondrial metabolism [10]. An HPD also modifies goblet cell distribution in rat 

colonic epithelium together with an increased gene expression of mucin 3 (Muc3) [17] while colonic 

mucosal immune response is not changed by the HPD except for a decreased interleukin-6 (Il-6) mRNA 

expression [17]. In HPD-fed piglets, mucin gene expression as well as pro and anti-inflammatory 

cytokines are upregulated in the colonic mucosa without modification of the histological aspect [18,19]. 

In this latter animal model, there is no change in colonic barrier function after the HPD [20]. Conflicting 

results according to the model and/or the type of HPD used have been reported regarding the induction 

of DNA damage in colonocytes fed an HPD  [21–24]. Recently, it was concluded from microarray 
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experiments in rat colonic mucosa that an HPD upregulates the expression of genes implicated in 

glutathione metabolism, chemotaxis, tumor necrosis factor-α signaling and apoptosis while it 

downregulates genes related to oxidative phosphorylation, glycosylation of mucins and innate immune 

responses [8]. Since the colonic mucosa contains a cell mixture from epithelium, lamina propia and 

muscularis mucosae layers, it is not possible to determine from that study what is the effect of HPD 

specifically on colonic epithelial cells that are directly exposed to luminal changes after HPD 

consumption.  

 

In this context, the aim of the present study was to characterize the epithelial response to a whole 

milk protein-based HPD in rat colon compared to an NPD. The experimental settings were similar to 

our previous studies showing an HPD-induced modulation of the microbiota composition and luminal 

bacteria metabolite content in the rat large intestine [7,10,17]. Gene expression signature by 

transcriptome profiling in combination with cellular and functional analysis were measured to define 

the effects of an HPD consumption at the colonic epithelial level.  
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2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Animals and diet 

The present protocol received written agreement from the local animal ethical committee 

(COMETHEA at Jouy-en-Josas, France, N°12/090). Male Wistar rats (Harlan, Gannat, France) 

weighing 150 g (5-6 weeks) were fed for 1 week a standard rodent diet containing 16% protein by 

weight. Subsequently, 16 rats received for 15 days either an NPD (n=8) or an HPD isocaloric (n=8) 

adjusted on digestible carbohydrates (Table 1) and water ad libitum. The animals were maintained in a 

12:12-h light-dark cycle with the dark period beginning at 7:00 PM. At the end of the experiments, rats 

were anesthetized with pentobarbital sodium (40 mg/kg body weight). The whole colon was isolated 

and the last 2 cm-segment was used for Ussing chamber experiments or for histology examination. The 

remaining part of the colon was used for colonocyte isolation.  

 

2.2. Colonocyte isolation 

Colon was flushed with a NaCl 9 g/l solution and then with a Ca
2+

 and Mg
2+

 -free Krebs Henseleit 

bicarbonate (pH 7.4) buffer solution containing 10 mM HEPES, 5 mM DTT, and 2.5 g bovine serum 

albumin and equilibrated against a mixture of O2 and CO2 (19:1, vol/vol). Then, colon was perfused for 

20 min at 37°C with the same buffer containing 10 mM EDTA. Colonocytes were detached by gently 

tapping the colon. 

 

2.3. RNA extraction from isolated colonocytes and microarray experiment  

After three washes in PBS by centrifugation (200 g, 3 min), total RNA was extracted from 

isolated colonocytes using Trizol extraction [25]. A subsequent step of RNA purification was performed 

using the RNeasy Mini Kit and DNase I (Qiagen). RNA integrity was checked using a 2100 Bioanalyzer 

(Agilent Technologies). Sixteen colonocyte RNA samples (8 from NPD and 8 from HPD groups) were 

used for microarray experiment with SurePrint G3 Rat Gene Expression v2 8x60K Microarrays 

(AMADID: 028279) according to the manufacturer instructions (Agilent Technologies). Differential 

analysis of transcriptomic data was performed with the Bioconductor R package Limma [26]. Data were 

normalized with a log2 transformation, centered by array and replicate spots were averaged. Correction 
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for multiple testing was done with the Benjamini-Hochberg procedure [27]. Principal component 

analysis revealed two outliers (one in each group) that were removed from further analysis. 

Differentially expressed (DE) genes selected with the adjusted p-value (q) cut-off q < 0.1 were used for 

pathway analysis using Ingenuity Pathway Analysis Software (Qiagen). A flow diagram of the 

transcriptome analysis is presented in Fig. S1. The data have been deposited in the Gene Expression 

Omnibus with the accession number GSE83953.  

 

2.4. Real-time PCR 

 Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was performed to validate 

microarray experiment using a set of rat-specific primers (Eurogentec) which were designed using the 

Oligo Explorer 1.1.0 software (GeneLink), based on published sequences of the target genes (sequences 

available on request). After cDNA synthesis from mRNA using the High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies), qRT-PCR was performed using the power SYBR Green PCR 

master mix on a StepOne Real-Time PCR system platform (Life Technologies). Gene expression levels 

for each sample were normalized relative to the Hprt gene, using the 2
−∆∆Ct

 calculation. 

 

2.5. Comet assay 

 DNA strand breaks and alkali-labile sites in isolated colonocytes were assessed using the 

alkaline version of the comet assay. Cells were rinsed with PBS and pelleted by centrifugation for 3 min 

at 200 g three times before re-suspension in sucrose 85.5 g/L, DMSO 50 mL/L prepared in citrate buffer 

(11.8 g/L), pH 7.6, and immediately frozen at -80°C. Three microscope slides per condition were coated 

with 1% normal melting point agarose (NMA) and allowed to dry. Ten thousand cells per slide were 

mixed with 0.6% low melting point agarose (LMPA) and deposited over the NMA layer. The cell/LMPA 

mix was then allowed to solidify on ice for 20 min. Slides were immersed in lysis solution (2.5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100) overnight at 4°C, before being rinsed in 

0.4 M Tris pH 7.4. DNA was then allowed to unwind for 1 h in alkaline electrophoresis solution (300 

mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13). Electrophoresis was performed in an electric field of 21 V and 300 

mA for 20 min. Slides were then neutralized in 0.4 M Tris pH 7.4 and were stained with 20 µL of 10 
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000 X diluted Sybr Gold (Life Technologies). Fifty µM H2O2 (positive control) were directly deposited 

onto the agarose layer containing the cells and were incubated for 20 min at 37°C. At least 50 comets 

per slide were analyzed under a fluorescence microscope (Carl Zeiss) connected to a charge-coupled 

device camera with a 350-390 nm excitation and 456 nm emission filter at x 20 magnification. Comets 

were measured and analyzed using Comet IV software (Perceptive Instruments). 

 

2.6. Histology  

After an overnight fixation, 0.5 cm sections of distal colon were embedded in paraffin wax. 

Immunohistochemistry Ki67 labelling was carried out on 4 µm-transversal colon sections at the Cochin 

HistIM Facility. After antigen unmasking in sodium citrate buffer 10 mM pH 6.0, expression of Ki67 

was detected using an anti-Ki67 antibody (ab15580, Abcam, dilution 1:500) and counterstained with 

hematoxylin and eosin. 

 

2.7. Western blot 

Isolated rat colonocytes were lysed in RIPA buffer containing a protease inhibitors cocktail 

(Roche). Total protein extracts (30 µg) were loaded into 4-12% Criterion XT gel (Bio-Rad) before 

electrophoresis in MOPS buffer (Bio-Rad). After transfer on nitrocellulose membrane and incubation in 

blocking solution (TBS pH 7.5, 0.05% Tween 20 and 5% (weight:volume) BSA, membranes were 

incubated overnight (4°C) with a primary antibody directed against activated-caspase 3 (Abcam 2303, 

rabbit, 1/1000) or proliferating cell nuclear antigen (PCNA, Abcam 29, mouse, 1/1000) or claudin-1 

(Invitrogen, 717800, rabbit, 1/250) diluted in the blocking solution. After washes, blots were incubated 

for 2 h at room temperature with an anti-rabbit or anti-mouse HRP-linked secondary antibody (Jackson 

Immuno Research Laboratories, 1/5000) or a goat anti-actin-HRP (Santacruz Biotechnologies C-11, 

1/1000) diluted in the blocking solution. After 3 washes, detection was performed by 

chemiluminescence using Clarity Western ECL substrate (Biorad) and the FluorChemFC2 device with 

AlphaView software (Cell Biosciences).  
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2.8. Ussing chambers experiments 

Rat distal colon was mounted in the EasyMount (Physiologic Instrument Inc.) Ussing chambers 

with an exposed area of 0.5 cm
2
. Tissues were bathed in Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB) with 

the following composition (in mM): 120 NaCl, 4.6 KCl, 0.5 MgCl2, 0.7 Na2HPO4, 1.9 NaH2PO4, 15 

NaHCO3 and 1.2 CaCl2. Serosal KRB contained 10 mM glucose (pH 7.35) and mucosal KRB, 10 mM 

mannitol (pH 7). Each chamber side was gassed with 95% O2 – 5%CO2 and kept at 37°C. After 15 min 

equilibration, the trans-mural potential (Vt, mV) was continuously recorded in open circuit configuration 

by the automated dual-channel epithelial voltage clamp EC825A (Warner Instruments LLC). Each 15 

min, the tissues were successively voltage-clamped to zero to obtain the short-circuit current (Isc, 

µA/cm
2
) and a ± 5 µA current was pulsed to measure the trans-mural electrical resistance (Rt, ohm·cm

2
). 

Analogue signals were digitized using the PowerLab® 8/35 data acquisition system and analyzed with 

the LabChart® software (AD Instruments). 

 

FITC dextran (FD4, Sigma) was used to evaluate the epithelial barrier integrity. After the 15 

min tissue equilibration step, FD4 was added to the chamber mucosal side at the final concentration of 

0.2 mM.100 µL aliquots were collected from the serosal side every 15 min over two h and replaced with 

100 µL of fresh KRB. Fluorescence was measured with the Infinite® 200 Pro spectrofluorimeter (Tecan) 

with an excitation and emission wavelengths of 490 nm and 520 nm respectively, and FD4 amounts 

were calculated against a FD4 standard curve. The FD4 apparent permeability coefficient (Papp, cm/s) 

was determined using the following equation: Papp = (dQ/dt) x (1/AC0) where dQ/dt is the FD4 transport 

rate across the epithelium (mmol/s), A is the exposed surface area (cm
2
), C0 is the initial FD4 

concentration in the mucosal compartment (mmol/mL).  

 

2.9. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed with GraphPad Prim Software. Mean values of measured 

parameters in NPD and HPD-fed rat groups were compared with an unpaired t-test. Differences with p-

values < 0.05 were considered as statistically significant.  
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3. RESULTS 

As shown in Fig. 1A, the macroscopic aspect of colon from rats fed an HPD or an NPD were 

markedly different. Colons from rats fed an HPD were distended due to a very large increase in luminal 

content (Fig. 1B). This observation supports the hypothesis that the HPD deeply reshaped the luminal 

environment in contact with epithelial cells.  

 

3.1. The high-protein diet regulates gene expression in colonocytes  

Microarrays were used to compare the transcriptome profile in colonocytes from rats fed an 

HPD or an NPD. The analysis identified 1,910 differentially expressed (DE) genes between the HPD 

and the NPD groups at a q-value of 0.1. Among these genes, 646 were upregulated by the HPD while 

around twice more genes (1,264) were downregulated by the HPD. Fold changes in DE genes between 

HPD and NPD-fed rats ranged from 5.85 (Mt2a, metallothionein 2A) to -2.09 (Slc39a4, solute carrier 

family 39 zinc transporter, member 4). The 20 top DE genes between HPD and NPD-fed rats are listed 

in Table 2 while the complete list is shown in Table S1. In total, 315 genes were upregulated with a fold 

change > 1.2 while 1,103 were downregulated with a fold change < -1.2, and 492 had limited changes 

in expression level (-1.2 < fold change < 1.2). To validate microarray data, the expression level of four 

genes of interest was assessed by qRT-PCR (Fig. S2). We confirmed that Tfrc (transferrin receptor) and 

Mt1a were upregulated in the HPD group while Slc39a4 and Sdc4 (syndecan 4) were downregulated (p 

< 0.05).  

 

Functional analysis was performed to identify the biological pathways regulated at the mRNA 

level by the HPD in rat colonocytes. Seventy-seven biological functions were found to be significantly 

enriched in the set of genes DE between NPD- and HPD-fed rats (p < 0.05) (Table S2). Repartition of 

these functions into biological categories is shown in Fig. 2A. Eighteen canonical pathways significantly 

enriched (p < 0.05) were predicted to be downregulated in colonocyte of HPD-fed rats (Z-score < -2) 

and only 1 was predicted to be upregulated (Z-score > 2) (Fig. 2B). The complete list of significantly 

enriched canonical pathways is shown in Table S3. Functional analysis also identified two predicted 
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transcription regulators: MYC and E2F1, that are known to regulate, respectively, the expression of 29 

and 13 genes DE between HPD and NPD-fed rats (p < 0.05).  

 

3.2. Effects of the high-protein diet on the expression of genes related to metabolism in colonocytes   

Many significantly enriched functions in the set of DE genes belonged to cell metabolism-

related categories. Indeed, Small Molecule Biochemistry, Protein Synthesis and Lipid Metabolism were 

among the most represented biological categories (Fig. 2A). A full list of significantly enriched functions 

related to cell metabolism is presented in Table 3. The majority of the genes implicated in these pathways 

were downregulated in colonocytes of rats fed with an HPD. Interestingly, Protein Synthesis was the 

most affected metabolic pathway according to the number of enriched functions and to the number of 

genes implicated in each function.  

 

3.3. Effects of the high-protein diet on glutathione metabolism, oxidative stress and DNA damages 

in colonocytes 

Two canonical pathways related to glutathione metabolism were found to be significantly 

enriched in the set of genes regulated by the HPD (Table S3), namely Glutathione Redox Reactions II 

and Glutathione-Mediated Detoxification. The 8 DE genes participating to these pathways were all 

downregulated by the HPD as shown in Fig. 3A with selected DE genes as examples. The canonical 

pathway of Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2)-Mediated Oxidative Stress Response was 

also predicted to be downregulated after the HPD (Fig. 2B). The functional analysis revealed that the 

function Repair of DNA was significantly enriched in the set of genes DE between NPD and HPD-fed 

rats (Table S2). Indeed, the HPD significantly decreased the gene expression of several DNA repair 

proteins in colonocytes (Fig. 3B). DNA damages in colonocytes were then evaluated by the comet assay. 

As shown in Fig. 3C, a trend towards lower DNA damage in colonocytes isolated from HPD-fed rats 

was observed when compared to NPD-fed rats (p = 0.06).  
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3.4. Effects of the high-protein diet on NF-κB related pathways in colonocytes 

An important finding of the present study was the predicted downregulation of NF-κB Signaling 

canonical pathway in colonocytes of HPD-fed rats (Z-score: -3.13, Fig. 2B). Twenty-three genes DE in 

colonocytes of rats fed an HPD were implicated in this pathway, among which 19 were downregulated 

and only 4 were upregulated (Fig. 4A and Table S3). The relative expressions of several of these DE 

genes are shown in Fig. 4B. Other NF-κB-related canonical pathways such as IL-6 and iNOS Signaling 

were also predicted to be inhibited in colonocytes of rats fed an HPD (Fig. 2B).  

 

3.5. Effects of the high-protein diet on epithelium renewal in colon 

HPD regulated numerous functions implicated in biological processes related to Cell Death and 

Survival, Development, Morphology, Growth and Proliferation (Fig. 2A). A list of selected significantly 

enriched functions related to these biological categories is presented in Table 4. For all these functions, 

a majority of genes were downregulated by the HPD and some of them were highly relevant to epithelial 

renewal (Cell Death, Anoïkis, Neoplasia of Epithelial Tissue) (Table 4). Strikingly, the function with 

the greatest number of genes regulated by the HPD was Cell Death (103 genes, 82.5% of which were 

downregulated) (Table 4 and S2). The relative expression of selected DE genes included in the function 

Cell Death are presented in Fig. 5A. However, the expression of the apoptosis marker activated caspase 

3 measured by western blot in colonocytes was highly variable among rats and there was no significant 

effect of the diet (Fig. 5B). Numerous genes known to be highly expressed in proliferating cells (Tfrc, 

metallothioneins genes) were upregulated by the HPD while tumor suppressor genes (Ppp2r2a, Ndrg1 

and Prdx1) were downregulated by the HPD (Fig. 6A) [28–32]. Proliferation in colonocytes was 

evaluated by immunodetection of Ki67 in distal colonic mucosa and by quantification of PCNA in 

colonocytes by western blot (Fig. 6 B and C). Although visually Ki67-labelling seemed generally more 

intense in the crypts of rats fed an HPD, there was no significant difference with NPD-fed rats (Fig. 6B). 

PCNA also tended to be more expressed in colonocytes of rats fed an HPD (p = 0.06) (Fig. 6C).  
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3.6. Effects of the high-protein diet on barrier function in colon 

Based on the predefined hypothesis that HPD could regulate mucus secretion, mucins gene 

expression was specifically examined (Fig. 7A). The HPD significantly upregulated the expression of 

Muc2, Muc5ac, Muc6, Muc16 and Muc20. Several canonical pathways related to cell adhesion were 

significantly enriched in the set of genes regulated by the HPD (Table S3). The Integrin Signaling 

canonical pathway was predicted to be inhibited in colonocytes of HPD-fed rats (Z-score: -3.16) (Fig. 

2B and Figure S3). The HPD also regulated the expression of genes implicated in the following 

canonical pathways: Tight Junction Signaling (Fig. S4), Actin-based Motility by Rho Family GTPases, 

ILK (Integrin Linked Kinase) Signaling, FAK (Focal Adhesion Kinase) Signaling (Table S3), reinforcing 

the possibility of an HPD-induced modification of colonocyte adhesion and interaction with 

extracellular matrix. The relative expressions of selected DE genes participating to these pathways are 

presented in Fig. 7B, most of them being downregulated. However, the expression in colonocytes of the 

tight junction protein Claudin-1 was not significantly upregulated (p = 0.10) after the HPD as measured 

by western blot (Fig. 7C). To evaluate the effect of the level of protein intake on colonic barrier integrity, 

distal colon segments were mounted into Ussing chambers. After 15 min, distal colon transmural 

resistance tended (p = 0.07) to be higher in rats fed an HPD when compared to rats fed an NPD (Fig. 

7D) while colon transmural resistance was similar between both groups after 60 min (data not shown). 

Moreover, FD4-apparent paracellular permeability across the colon wall was similar in NPD- and HPD-

fed rats (Fig. 7E). In conclusion, these experiments showed that the HPD did not impair colonic barrier 

function in rat distal colon. 
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4. DISCUSSION  

The results of the present study indicate that in the rat model, there is a marked colonic epithelial 

response to an HPD that is characterized by a specific transcriptional signature. The HPD 

downregulated, at the gene expression level, biological pathways related to cellular metabolism, 

glutathione metabolism, DNA repair, NF-κB signaling, apoptosis and epithelial cell adhesion. In 

contrast, genes related to proliferation and mucus secretion were upregulated by the HPD. These 

transcriptional changes induced by a short-term HPD were not associated with detrimental effects on 

the colonic epithelium in terms of genotoxicity, epithelial renewal and barrier function.  

 

Numerous genes downregulated in colonocytes by the HPD participate in cell anabolism and 

notably in protein synthesis. Interestingly, several bacterial metabolites derived from amino acids (p-

cresol, hydrogen sulfide and ammonia) inhibit mitochondrial respiration when present in excess 

[10,13,14]. In addition, HPD increased proton leaks in rat colonocyte mitochondria leading to a lower 

energetic efficiency [10]. Therefore, it is tempting to propose that the downregulation of genes 

implicated in cell anabolism may represent an adaptation allowing ATP saving in colonocytes during 

HPD. Indeed, the colonic epithelium has a high energy need related to its constant renewal, water and 

electrolyte transports and barrier function maintenance [33]. 

 

Several genes related to glutathione metabolism were downregulated in rat colonocytes after the 

HPD. Notably, HPD induced a decrease in gene expression of several glutathione-S-transferases (GST) 

which are implicated in phase II metabolism of xenobiotics but also in the control of reactive oxygen 

species [34]. In agreement with the present study, GST gene expression appeared to be reduced in the 

colon of pigs fed an HPD [18]. HPD also induced a downregulation of genes encoding proteins involved 

in several DNA-repair pathways, namely base excision repair (Ogg1, Ung), non-homologous end 

joining (Nhej1) and nucleotide excision repair (Ddb1) [35] but this was not associated with significant 

changes in DNA damages in colonocytes of rats fed an HPD when compared to rats fed an NPD. 

However, the HPD induced a trend toward DNA damage decrease in colonocytes. This result is in 

agreement with a recent report showing lower DNA damages in rats fed with a moderate protein intake 
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(20 %) compared to an NPD (14 %) [24]. Moreover, two human studies found no increase in fecal water 

genotoxicity after a HPD [21,22]. In contrast, Toden et al found that a casein-based or soy protein-based 

HPD induce DNA damages in rat colonocytes while this effect was not found with whey protein-based 

HPD [23]. In the present study, the HPD contained whole milk protein. These protein source differences 

might contribute to the divergent effects of HPD consumption. Indeed, all the protein sources do not 

have the same digestibility, potentially modulating the quantity of dietary nitrogen entering in the large 

intestine [36]. However, all milk protein have very high digestibility in rats (around 96 %) [37], 

precluding a major role of this parameter to explain the divergent reported effects of milk protein-based 

HPD on DNA damage. Alternatively, differences between protein sources in amino acid composition, 

bioactive peptides or associated microconstituents might be implicated [38].  

 

The proliferation markers Ki67 and PCNA tended to be both more expressed in colonocytes of 

rats fed an HPD. This was concordant with the transcriptional overexpression in colonocytes of markers 

of epithelial proliferation such as metallothioneins (up to 5.84 fold change) and Tfrc [28,30] while tumor 

suppressor genes such as Ppp2r2a, Ndrg1 and Prdx1 were downregulated by the HPD [29,31,32]. In 

rats fed with the HPD, the expression of the apoptosis marker caspase 3 was unchanged in colonocytes, 

while there was a massive downregulation of cell death-related pathway at the mRNA level. Similar 

results were obtained in the colon of pigs fed an HPD: PCNA being upregulated at the gene expression 

level while caspase 3 remaining unchanged [18]. Collectively, these data suggest that HPD act on 

epithelium renewal by favoring colonocyte proliferation but not apoptosis.  

 

The HPD-induced downregulation of pathways implicated in epithelial cell junction and 

adhesion of colonocytes to extracellular matrix might jeopardize barrier function. However, in Ussing 

chamber experiments, transmural resistance and apparent permeability to FD4 (that cross the epithelium 

by the paracellular route) were similar in rat fed an NPD or an HPD, indicating that colonic barrier 

integrity was not altered. These results are consistent with our previous electronic microscopy 

observation showing that there was no alteration of tight junction structure in colonic epithelium of rats 
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fed an HPD [10] and with another study showing that colonic barrier function is preserved in HPD-fed 

piglets [20].  

 

A very striking result of the present study was the inhibition of the NF-κB pathway in 

colonocytes of rats fed an HPD. In epithelial cells, NF-κB plays a central role in immune homeostasis, 

epithelial renewal and maintenance of barrier function [39]. Since one of the pathways of NF-κB 

activation is the stimulation of pattern recognition receptors by luminal bacteria, it can be hypothesized 

that the HPD decreased the contact between commensals and the epithelium. A potential mechanism for 

this process is the reinforcement of the mucus barrier [40]. Indeed, in the present study, five mucin 

genes, including Muc2 (the predominant secreted mucin), were upregulated in epithelial cells of HPD-

fed rats in agreement with previous studies in rats and pigs [17,18]. An increased mucus secretion is 

likely to result in an overall decreased exposure of the colonic epithelium to luminal compounds. This 

hypothesis provides a possible explanation for the observed decreased expression of genes related to 

glutathione metabolism and DNA repair after an HPD that may reflect a lower stimulation from the 

luminal side.  

 

The results obtained in the present study are not in agreement with the transcriptome profile 

recently described in the colonic mucosa of rats fed an HPD [8]. Indeed, Mu et al. found that genes 

related to glutathione metabolism and apoptosis were upregulated by the HPD while the data of the 

present study indicated the opposite. For example, Mgst1 (microsomal glutathione S-transferase 1) and 

Ripk1 (receptor interacting serine/threonine kinase 1) were significantly regulated by the HPD in the 

two studies but with opposite direction. Three differences in the experimental designs of the two studies 

may explain these discrepancies. First, the present study used whole milk protein while Mu et al. used 

a protein isolate of casein [8]. As discussed above, the protein source might modulate the effects of HPD 

on gene expression in the colon. Secondly, gene expression was analyzed in the present study in isolated 

colonic epithelial cells while Mu et al. described the transcriptome in the whole colonic mucosa [8]. 

Since the gene expression patterns in the colonic epithelium and in the stroma are clearly distinct [41], 

the discrepancies between the two studies might be related to the heterogeneous cell types present in the 
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mucosa analyzed in the study of Mu et al. Thirdly, the different durations of the studies (2 versus 6 

weeks) probably also explain part of the differences in the regulation of gene expression by the HPD. 

Indeed, time-course microarray experiments revealed early and late transcriptomic response to dietary 

intervention in mice [42]. In the present study, the dietary intervention with the HPD was performed 

during 2 weeks since previous results obtained using the same experimental model indicated that 

changes in gut microbiota composition and luminal bacteria metabolite content occurred within this 

duration [7,10,43].  

 

In conclusion, a 2-week HPD in rat did not impair the colonic epithelium in term of DNA-

damages, epithelial renewal and barrier function. However, the transcriptional signature in colonocytes 

of rats fed an HPD indicates a downregulation of pathways implicated in crucial physiological processes 

such as NF-κB signaling, DNA repair and glutathione metabolism. These changes might be detrimental 

for the epithelium since a decreased expression and activity of GST is associated with colorectal cancer 

through a defect in carcinogen detoxification [44], unrepaired DNA damages can lead to genomic 

instability [35] and maintenance of an appropriate activation of NF-κB is crucial for epithelial 

homeostasis [39]. Further experiments are obviously required to determine the long-term consequences 

of HPD on the colonic epithelium, taking into account that prolonged downregulation of the expression 

of genes associated with cell protection may be detrimental for colon mucosa health. 
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TABLES 

Table 1. Composition of the experimental diets  

Ingredients (g/kg) NPD* HPD* 

Whole milk proteins 140 530 

Corn starch 622.7 287.0 

Sucrose 100 45.7 

Cellulose 50 50 

Soybean oil 40 40 

Choline 2.3 2.3 

Vitamin mixture, AIN 93-V  10 10 

Mineral mixture, AIN 93-M  35 35 

Energy, kJ/g 14.6 14.6 

 

*NPD: normal-protein diet; HPD: high-protein diet 

 

 

 

 

Table 2: Most differentially expressed genes in colonocytes isolated from rats fed a high-protein diet 

compared to rats fed a normal-protein diet.  

Gene Symbol Gene name Fold change q-value 
Slc39a Solute Carrier Family 39 (Zinc Transporter), Member 4 - 2.09  0.001 

Cela1 Chymotrypsin-Like Elastase Family, Member 1 -1.97 0.049 

Ppp2r2a Protein Phosphatase 2, Regulatory Subunit B, Alpha -1.97 0.012 

Cpd Carboxylpeptidase D -1.92 0.034 

Hla-a Human Leucocyte Antigen-A -1.80 0.013 

Ostc Oligosaccharyltransferase complex subunit (non-catalytic)  -1.76 0.035 

Ndrg1 N-myc downstream regulated 1 -1.75 0.069 

Pnrc2 Proline-rich nuclear receptor coactivator 2 -1.73 0.043 

Prdx1 Peroxiredoxin 1  -1.72 0.078 

Rpl5 Riposomal protein L5 -1.71 0.052 

Pdha2 Pyruvate dehydrogenase E1 alpha 2 1.63 0.052 

Prap1 Proline-rich acidic protein 1 1.66 0.078 

Tfrc Transferrin receptor  1.67 0.043 

Rab44 Member RAS oncogene family 1.67 0.069 

Krtap13-2 Keratin associated protein 13-2 1.67 0.035 

Znf780b Zinc finger protein 780B 1.68 0.013 

Mt4 Metallothionein 4 1.84 0.034 

Mt1 Metallothionein 1 2.90 0.012 

Spink4 Serine peptidase inhibitor, Kazal type 4 3.06 0.049 

Mt1m/Mt2A Metallothionein 2A 5.85 0.001 
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Table 3: Significantly enriched functions related to cellular metabolism in the set of genes differentially 

expressed in colonocytes isolated from rats fed a high-protein diet compared to rats fed a normal-protein 

diet. ‘Genes’ indicates the number of genes differently expressed implicated in the function, ‘Up’ and 

‘Down’ indicate the number of genes upregulated and downregulated, respectively. 

 

Biological category 

Function annotation  

p-value  Genes Up Down 

Protein synthesis     

Polymerization of protein 1.08E-04 36 7 31 

Metabolism of protein 3.52E-02 31 2 29 

Oligomerization of protein 6.50E-05 30 6 24 

Hetero-oligomerization of protein 1.69E-03 17 2 15 

Homo-oligomerization of protein 2.12E-03 14 4 10 

Hydrolysis of protein fragment 4.32E-02 12 2 9 

Metabolism of peptide 1.39E-02 10 0 10 

Translation 6.87E-03 9 0 9 

Assembly of protein-protein complex 5.90E-03 8 0 8 

Translation of protein 1.83E-02 8 0 8 

Folding of protein 1.29E-03 7 1 6 

Translation of mRNA 1.71E-02 7 0 7 

Metabolism of neutral amino acid 3.38E-02 3 0 3 

Transport of D-serine 9.13E-03 2 1 1 

Lipid metabolism      

Synthesis of glycolipid 3.88E-02 6 1 5 

Beta-oxidation of fatty acid 4.56E-02 6 1 5 

Synthesis of long chain fatty acid 4.81E-02 2 0 2 

Uptake of long chain fatty acid 4.81E-02 2 0 2 

Nucleic acid metabolism     

Metabolism of purine nucleotide 3.31E-02 8 0 8 

Metabolism of nucleoside triphosphate 3.88E-02 6 0 6 

Transport of nucleoside 7.52E-03 3 0 3 

Metabolism of carbohydrate 3.81E-02 28 3 25 
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Table 4: Significantly enriched functions in the set of genes differentially expressed in colonocytes 

isolated from rats fed a high-protein diet compared to rats fed a normal-protein diet. ‘Genes’ indicates 

the number of genes differently expressed implicated in the function, ‘Up’ and ‘Down’ indicate the 

number of genes upregulated and downregulated, respectively. 

 

 

Function annotation p-value Genes Up Down 

Cell death 4.89E-02 103 18 85 

Autophagy 2.96E-03 10 1 9 

Neoplasia of epithelial tissue 1.83E-02 8 3 5 

Senescence of cells 2.27E-02 3 0 3 

Organization of mitochondria 2.27E-02 3 0 3 

Anoïkis of carcinoma cell lines 9.13E-03 2 0 2 

Morphology of intestinal cell lines 9.13E-03 2 0 2 

Polarity of cells 4.81E-02 2 0 2 
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FIGURES 

 

 

 

Fig. 1: A - Macroscopic aspects of colon from rats fed a normal-protein diet (NPD) or a high-protein 

diet (HPD). B - Colonic content weight. A - B: Data presented on histograms are means +/- S.E.M. 

Mean values were compared with a t test. ***: p<0.001. 
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Fig. 2: Functional analysis of differentially expressed genes in colonocytes isolated from rats fed a high-

protein diet (HPD) compared to a normal-protein diet was performed with Ingenuity Pathway Analysis 

software. A - Distribution of significantly enriched functions into biological categories is presented as a 

percentage of the total number of enriched functions (77). B - Canonical pathways significantly 

enriched. A pathway was considered downregulated in the colonocytes of HPD-fed rats when Z-score 

was < -2 and upregulated when Z-score was > 2. Canonical pathways significantly enriched but not 

associated with a significant Z-score are not shown. 
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Fig. 3: A and B - Relative expression values of a selection of significantly differentially expressed genes 

participating to the enriched pathways Glutathione-Mediated Detoxification (A) and DNA repair (B) in 

the colonocytes of rats fed a high-protein diet (HPD) compared to a normal-protein diet (NPD). The 

expression values were obtained by microarray experiment and normalized to the mean value in the 

NPD group. Gstm1, 3 and 5 (glutathione S-transferase mu 1, 3 and 5), Mgst1 (microsomal glutathione 

S-transferase 1), Gstt1 (glutathione S-transferase theta 1), Gsto1 (glutathione S-transferase omega 1), 

Nhej1 (non-homologous end-joining factor 1), Xab2 (XPA Binding Protein 2), Ddb1 (damage-specific 

DNA binding protein 1), Ogg1 (8-oxoguanine DNA glycosylase), Ung (uracil DNA glycosylase) gene 

expressions are presented. C - DNA damages in colonocytes of rats fed an HPD or an NPD were assessed 

with the comet assay. The percentage of DNA in the tail of the comet is proportional to the amount of 

DNA damages in the cells. Mean values were compared with a t test. A - C: Data presented are means 

+/- S.E.M.  
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Fig. 4: A - NF-κB signaling canonical pathway diagram. This pathway was significantly enriched in the 

set of genes regulated by the high-protein diet (HPD). The diagram was obtained from Ingenuity 

Pathway Analysis software and depicts genes implicated in this pathway and their interactions. 

Expression of genes colored in green and red were respectively downregulated (q < 0.1) and upregulated 

(q < 0.1) in colonocytes of rats fed an HPD when compared to a normal-protein diet (NPD). B - Relative 

expression values of a selection of significantly differentially expressed genes participating to the NF-

κB signaling pathway in the colonocytes of rats fed an HPD when compared to an NPD. The expression 

values were obtained by microarray experiment and normalized to the mean value in the NPD group. 

Nfkbie (NF-κB inhibitor epsilon), Rela (RELA proto-oncogene, NF-κB subunit), Nfkb1 and 2 (NF-κB 

subunit 1 and 2), Traf2 and 6 (TNF receptor associated factor 2 and 6) gene expressions are presented. 

Data presented on histograms are means +/- S.E.M. 

  

! "

!
"#
$%
&

'
&(
)

!
"#
$*

!
"#
$+

,-
)"
.

,-
)"
+

'
%/
#*

010

012

*10

*12

'
&
()
6%
7&
8&
9/
-&
:
:
%;
<
8(
&
7&
(

!34

534



 

 

 

135 

 

Fig. 5: A - Relative expression values of a selection of significantly differentially expressed genes 

participating to the enriched pathway Cell death in the colonocytes of rats fed a high-protein diet (HPD) 

when compared to a normal-protein diet (NPD). The expression values were obtained by microarray 

experiment and normalized to the mean value in the NPD group. Bax (BCL2 associated X, apoptosis 

regulator), Ripk1 (receptor interacting serine/threonine kinase 1), Ilk (integrin linked kinase) gene 

expressions are presented. B - The expression of the apoptotic marker activated caspase 3 protein was 

quantified by western blot in colonocytes of rats fed an HPD or an NPD. Band intensity was quantified 

and normalized to the intensity of the band corresponding to actin. For each protein, mean values were 

compared with a t test. A - B: Data presented on histograms are means +/- S.E.M.  
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Fig. 6:  A - Relative expression values of a selection of significantly differentially expressed genes 

related to proliferation in the colonocytes of rats fed a high-protein diet (HPD) when compared to a 

normal-protein diet (NPD). The expression values were obtained by microarray experiment and 

normalized to the mean value in the NPD group. Tfrc (transferrin receptor), Mt1a, 2a, 3 and 4 

(metallothionein 1A, 2A, 3 and 4), Ppp2r2a (protein phosphatase 2 regulatory subunit B alpha), Ndrg1 

(N-myc downstream regulated 1), Prdx1 (peroxiredoxin 1). B - Staining of Ki67 by 

immunohistochemistry on rat distal colon of rats fed an NPD or an HPD. Ki67 labelling index was 

calculated as the percentage of Ki67 positive cells relative to the total number of cells within the same 

crypts. C - Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) protein expression was quantified by western blot 

in colonocytes of rats fed an HPD or an NPD. Band intensity was quantified and normalized to the 

intensity of the band corresponding to actin. B - C: Mean values were compared with a t test. A - C: 

Data presented on histograms are means +/- S.E.M. 
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Fig. 7: A - Heatmap representing the expression values of mucin genes in colonocytes (Muc). Each row 

corresponds to one Muc gene. Each column corresponds to a single rat fed a normal-protein diet (NPD), 

or a high-protein diet (HPD). The color indicates the relative expression value (as indicated by the key) 

obtained from microarray experiment and normalized to the mean value in the NPD group. Mean 

expression values of the HPD and the NPD groups were compared with a t test. *: p<0.05. B - Relative 

expression values of a selection of significantly differentially expressed genes participating to the 

enriched pathways Integrin Signaling and Tight Junction Signaling in the colonocytes of rats fed a HPD 

when compared to a NPD. The expression values were obtained by microarray experiment and 

normalized to the mean value in the NPD group. Cldn11 and 2 (claudin 11 and 2), Acta1 (actin, alpha 

1, skeletal muscle), Itgb5 (integrin subunit beta 5), Ctnna1 (catenin alpha 1), Ctnnb1 (catenin beta 1), 

Itfg2 (integrin alpha FG-GAP repeat containing 2), Scd4 (syndecan 4) gene expressions are presented. 

C - Claudin 1 protein expression was assessed by western blot in colonocytes of rats fed an HPD or an 
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NPD. Band intensity was quantified and normalized to the intensity of the band corresponding to actin. 

E - F: Barrier function was evaluated with Ussing-chambers in distal colon of rats fed an NPD or an 

HDP. E - Transmural resistance was measured for 15 minutes after mucosa mounting in the chamber. F 

- FITC-dextran (FD4) transport from mucosal to serosal side was recorded during two hours and FD4 

apparent permeability (FD4 Papp) was calculated. C - E: For each parameter, mean values were compared 

with a t test. B - E: Data presented on histograms are means +/- S.E.M. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

 

 

Fig. S1: Flow diagram of the transcriptome analysis in colonocytes of rats fed with a normal or a high-

protein diet. a: for canonical pathways, Z-score statistics are calculated and indicate whether the 

canonical pathway is predicted to be activated (Z-score > 2) or inhibited (Z-score < 2). b: the p-value of 

overlap measures whether there is a statistical significant overlap between the set of genes differentially 

expressed between the two groups and the set of genes known to be associated with a given process or 

pathway. All the statistics were obtained with Ingenuity Pathways Software.  
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Fig. S2: Validation of microarray data on differentially expressed genes of interest. Relative mRNA 

levels were measured by qPCR in colonocytes isolated from rats fed a normal-protein diet (NPD) or a 

high-protein diet (HPD). Mt1a (metallothionein 1A), Sdc4 (syndecan 4), Tfrc (transferrin receptor), 

Slc39a4 (solute carrier family 39 zinc transporter, member 4). Data presented are means +/- S.E.M. For 

each gene, mean values were compared with a t test. *: p<0.05, ***: p<0.001. 
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Fig. S4: Tight-junction signaling canonical pathway diagram. This pathway was significantly enriched 

in the set of genes regulated by the high-protein diet. The diagram was obtained from Ingenuity Pathway 

Analysis software and depicts genes implicated in this pathway and their interactions. Expression of 

genes colored in green were downregulated (q < 0.1) in colonocytes of rats fed a high-protein diet when 

compared to a normal-protein diet. 
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ETUDE 4 : EFFETS DE LA QUANTITE ET DE LA QUALITE DES PROTEINES ALIMENTAIRES SUR LA 

COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL, SUR LES METABOLITES BACTERIENS ET SUR LA 

MUQUEUSE RECTALE CHEZ L’HOMME EN SURPOIDS 

 

Article en préparation. 

 

Contexte 

 L’alimentation est un des facteurs contrôlant la composition et l’activité métabolique du 

microbiote intestinal. Néanmoins, les effets des protéines alimentaires sur ces paramètres sont peu 

connus alors que la dégradation des acides aminés (AA) par les bactéries libère dans la lumière du côlon 

des métabolites actifs sur l’épithélium. Chez l’homme, les conséquences sur la muqueuse du gros 

intestin d’une modification de l’apport en protéines ne sont pas connues. Le but de cette étude était de 

déterminer, chez des volontaires en surpoids, les effets de la quantité et de la qualité de l’apport en 

protéines sur la composition du microbiote intestinal, sur les métabolites bactériens et sur la muqueuse 

rectale.  

 

Méthodes 

  42 volontaires en surpoids ont participé à une étude d’intervention nutritionnelle randomisée et 

en double aveugle. Après deux semaines de normalisation de l’alimentation, les participants ont suivi 

pendant 3 semaines une supplémentation isocalorique en caséines (CAS), ou en protéines de soja (SOY) 

ou en maltodextrines (MD, groupe témoin) (Figure 32 A). Des échantillons de sang, d’urine, de fèces et 

des biopsies rectales ont été collectés au cours de l’étude. Les apports alimentaires ont été évalués à la 

fin de chaque période et l’urée a été dosée dans le plasma (marqueur de la consommation de protéines) 

(Figure 32 B). La composition du microbiote a été analysée par séquençage du gène de l’ARNr 16S 

dans les fèces. Les métabolites produits par les bactéries intestinales ont été étudiés par des méthodes 

ciblées et par métabolomique par RMN 
1
H dans les fèces et les urines. La cytotoxicité des eaux fécales 

a été évaluée in vitro sur des cellules HT-29. Le transcriptome dans la muqueuse rectale a été analysé 

par des puces à ADN. Enfin, des indicateurs de l’immunité dans la muqueuse ont été évalués.  
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Figure 32 : A - Représentation schématique du protocole expérimental de l’étude 4. B - Représentation 

schématique des analyses effectuées. AGCC : acides gras à courtes chaînes, PAG : 

phénylacetylglutamine, SIgA : immunoglobulines A sécrétoires. 
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Résultats 

  L’intervention nutritionnelle a eu peu d’effets sur la composition du microbiote fécal. Les 

supplémentations en protéines (CAS et SOY) ont induit une diminution de la concentration fécale en 

butyrate et une augmentation de la concentration fécale ou urinaire de plusieurs métabolites bactériens 

dérivés des AA par rapport au groupe témoin (MD). Des profils distincts de métabolites bactériens ont 

été observés en fonction de la source de protéines utilisée et le pH fécal a augmenté fortement dans le 

groupe CAS uniquement. Ces modifications n’étaient pas associées à une modification de la cytotoxicité 

des eaux fécales. Dans la muqueuse rectale, les régimes CAS et SOY ont régulé l’expression de gènes 

impliqués dans des fonctions cruciales pour le maintien de l’homéostasie et certaines de ces 

modifications étaient spécifiques de la source de protéines utilisée. Enfin, l’augmentation de l’apport en 

protéines n’a pas modifié les paramètres liés à l’inflammation intestinale. 

 

Conclusion 

La quantité et la qualité de l’apport en protéines influencent le profil de métabolites produits par 

le microbiote intestinal mais n’ont pas d’effets marqués sur sa composition. Le changement 

d’environnement luminal induit par un apport élevé en protéines est associé à une modification du 

transcriptome dans la muqueuse rectale. Les régimes HP pourraient donc avoir des conséquences sur 

l’homéostasie du gros intestin et ces effets pourraient être modulés par la source de protéines.  

 

 

 

  

 

Messages clés de l’étude 4 

 

•! L’apport en protéine n’a pas d’effets marqués sur la composition du microbiote fécal. 

•! Un apport élevé en protéines augmente les concentrations fécales et urinaires de métabolites 

bactériens dérivés des AA et diminue la concentration fécale de butyrate. 

•! Le profil de métabolites bactériens est déterminé en partie par la source de protéines. 

•! Une augmentation de l’apport en protéines n’augmente pas la cytotoxicité des eaux fécales. 

•! La quantité et la qualité de l’apport en protéines modifient l’expression de gènes impliqués 

dans le maintien de l’homéostasie de la muqueuse rectale. 

•! Un apport élevé en protéines n’induit pas d’inflammation dans la muqueuse rectale. 
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Quantity and quality of dietary protein alter the metabolites produced by the gut microbiota 

and impact rectal mucosa gene expression in overweight humans 
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ABSTRACT 

Objective 

The intestinal microbiota has emerged as an important regulator of human health notably through the 

production of bacterial metabolites. Diet is a major factor controlling host-bacteria cross-talk but little 

is known about the effects of dietary protein. However, some bacterial amino acid-derived metabolites 

have been shown to be detrimental for the colonic epithelium. The objective of this study was to evaluate 

the effects of the quantity and quality of protein intake on the microbiota composition, on bacterial 

metabolites and on the consequences for the rectal mucosa in humans. 

 

Design  

This randomized, double-blind, parallel-design trial was conducted in 38 overweight individuals who 

received a 3 weeks isocaloric supplementation with casein (CAS), soy protein (SOY) or maltodextrin 

(MD) as control. Fecal microbiota composition was analyzed by 16S rRNA gene sequencing, fecal and 

urinary metabolome were assessed by 
1
H-NMR and mucosal transcriptome in rectal biopsies was 

determined with microarrays. This high-throughput profiling was completed with targeted 

measurements of related parameters. 

 

Results 

The dietary intervention had very limited effects on fecal microbiota composition. In contrast, 

supplementation with dietary protein induced a shift in bacterial metabolism towards amino acid 

degradation. The CAS and SOY diets were associated with a specific metabolic signature characterized 

by a decrease in butyrate concentration in feces in both cases and an increase in amino acid-derived 

metabolite concentrations in feces and urine, with different profiles according to the protein source, 

indicating the importance of this parameter in the control of bacterial metabolism. Despite the changes 

in fecal bacteria metabolites concentrations, fecal water cytotoxicity was not modified by the dietary 

intervention. However, the CAS and SOY high-protein diets markedly regulated the expression of genes 

playing key roles in homeostatic processes such as epithelial renewal in rectal mucosa. Finally, no sign 

of intestinal inflammation was detectable after 3 weeks of protein supplementation.  
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Conclusion 

This study reveals that quantity and quality of protein intake are two important factors for the control of 

the production of metabolites by the microbiota but not for its composition. These effects were 

associated with a regulation of crucial biological pathways in the rectal mucosa at the gene expression 

level. High-protein diets may therefore be considered with some caution as they might have 

consequences relevant to the health of the large intestine.  

 

Key words: high-protein diet, amino acid, gut microbiota, protein fermentation, fecal water, 

cytotoxicity, transcriptomics, metabolomics, large intestine, inflammation. 

 

Abbreviations:  

AA: amino acid 

BCFA: branched chain fatty acid 

CAS: casein  

DEG: differentially expressed gene 

H2S: hydrogen sulfide 

HPD: high-protein diet 

MD: maltodextrin 

NH4
+
: ammonia 

O-PLS-DA: orthogonal projection to latent structure discriminant analyses 

SCFA: short chain fatty acid 

SOY: soy protein  
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INTRODUCTION 

 

Recent studies have highlighted the pivotal role of the gut microbiota in human health and disease [1]. 

Among several environmental factors, long term diets and short-term dietary modifications have been 

shown to regulate the composition of the gut microbiota and its metabolic activity [2]. Most of the 

clinical studies focused on indigestible carbohydrates, while the effects of dietary protein on the gut 

microbiota have been much less studied. Yet, around 12 g of undigested protein and peptides reach the 

colon every day [3] and this quantity is increased during high-protein diet (HPD) that are frequently 

used for weight loss [4,5]. Some studies in humans have shown that HPD induce changes in the gut 

microbiota composition mainly characterized by a decrease in presumed beneficial bacterial groups [6–

8] while another study did not confirm this result [9]. In addition, HPD induces a shift toward protein 

degradation by the gut microbiota [8–11]. While carbohydrate fermentation mainly produces the short 

chain fatty acids (SCFA) acetate, propionate and butyrate, which are believed to be beneficial for the 

colonic mucosa, the metabolic output of protein catabolism by the gut microbiota is far more diverse 

[12,13]. In addition to the aforementioned SCFA, amino acid (AA) fermentation specifically releases 

branched chain fatty acids (BCFA: 2-methylbutyrate, isobutyrate and isovalerate) and valerate [14]. AA 

degradation by the gut bacteria also produces ammonia (NH4
+
), hydrogen sulfide (H2S), phenolic and 

indolic compounds, amines and polyamines. Some of these metabolites are detrimental for the colonic 

epithelium when they are present at excessive concentration (H2S, p-cresol, NH4
+
) [15–17] while some 

others such as indolic compounds contribute to the maintenance of the epithelial barrier function [18–

20].  

 

Since microbial products of AA degradation are produced in combination during HPD, the effects of 

these diets on the large intestine mucosa are difficult to predict. As HPD are considered beneficial for 

metabolic health in overweight or obese individuals [21], there is a crucial need to evaluate the safety 

of these diets, notably at the level of the large intestine, for risk-benefit assessment. Indeed, there is no 

defined upper value of protein consumption with no adverse effect. In animal experiments, HPD 

impaired colonocyte morphology, mitochondrial metabolism, increased mucus secretion but did not 
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induced inflammation nor impaired colonic barrier function [22–24]. In humans, HPD did not increase 

fecal water toxicity and genotoxicity in vitro [9,25]. However, the effects of HPD on the large intestinal 

mucosa have never been evaluated directly in humans whereas some (but not all) epidemiological 

studies suggest that a high level of protein intake is associated with an increase inflammatory bowel 

disease incidence and relapse [26–28].   

 

An important limit of most of the previous human studies on the effects of HPD on the large intestine 

ecosystem is the combination of the high level of protein intake with a low fiber intake or with a caloric 

restriction, precluding a direct interpretation of the effects of dietary protein per se. Moreover, the effect 

of protein source (from animals or plants) has never been investigated despite their different digestibility 

and AA composition [29,30] potentially leading to divergent effects on the colonic luminal environment. 

In this context, the aim of the present study was to evaluate in humans the effect of the quantity and 

quality of protein intake on the gut microbiota composition and bacterial metabolites together with the 

consequences for the large intestine mucosa. Protein isolates (from casein and soy) were used to 

minimize confusion with other factors present in protein-containing foods such as meat (e.g. heme) and 

to allow the use of an isocaloric control (maltodextrin, a digestible carbohydrate). The participants of 

this randomized and double-blind trial were overweight men and women since these people use HPD 

for weight-loss [31]. The effects of the dietary intervention were evaluated primarily by high-throughput 

methods for an unbiased approach.  
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METHODS 

 

Subjects 

Forty-two healthy male and female participants were recruited in Avicenne hospital, Bobigny, France. 

Inclusion criteria were: 18 to 45 years old, overweight (25 < BMI < 30), weight stable within the last 3-

months and moderate physical activity. The main exclusion criteria were: gastrointestinal disease, 

antibiotics, prebiotics or probiotics use within the last 3 months, intolerance to the study dietary 

supplements and smoking. All subjects had normal range values for blood general health markers 

notably related to kidney and hepatic function. This study was approved by the Comité de Protection 

des Personnes Ile de France XI (CPP, ref. 14029) and authorized by the Agence Nationale de Sécurité 

du Médicament et des produits de santé (ANSM, ref. 140198B-21). All volunteers gave written informed 

consent. This trial was registered on clinicaltrial.gov (NCT02351297).  

 

Dietary intervention 

 The study was conducted as a double-blind, randomized, 3-arms parallel trial consisting of 2-weeks 

run-in (dietary normalization) followed by a 3-weeks intervention period. Before the beginning of the 

study, individual habitual energy and macronutrients intakes of the participants were assessed by a 

dietician with 3-days food diaries. During the run-in period, the participants were instructed to eat 

according to individualized menus corresponding to a normal protein diet providing their own habitual 

energy intake with 15, 50 and 35% of the energy provided by proteins, carbohydrates and lipids, 

respectively. During the intervention period, the participants were instructed to decrease their energy 

intake by 15% with a decrease in starchy food intake according to provided menus. To maintain the diet 

isocaloric compared to the run-in period, participants consumed 3 times per day dietary supplements 

provided in opaque bags (double-blind study) by dissolving the contained powder in water (one at 

breakfast, one at lunch and one at dinner). Participants were randomly allocated into three groups who 

received either dietary supplements composed of plant protein (isolated soy protein, Supro670IP, Solae, 

France) for the SOY group or animal protein (milk protein isolate enriched in micellar casein (92%), 

Prodiet85B, Ingredia, France) for the CAS group or digestible carbohydrate as isocaloric control 
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(maltodextrin, Glucidex19, Roquette, France) for the MD group. All of the dietary supplements 

contained chocolate aroma (Colin, France) to allow good compliance. The amount of powder was 

calculated for each participant to provide 15% of his own usual energy intake. At the end of the run-in 

(baseline) and at the end of the intervention period, the dietary intakes of the participants were assessed 

by a dietician with 3-days food diaries that were entered in Nutrilog software to calculate energy and 

macronutrient intakes.  

 

Sample collection and biochemical measurements 

At baseline and every week during the intervention period, overnight-fasted participants visited the 

clinical center. At each visit, blood, urine (morning spot mixed with NaN3 1%) and stool samples (kept 

in a portable freezer) were obtained. Immediately after sample collection, blood urea was measured with 

an automated procedure in biochemistry department, Avicenne hospital, Bobigny, France. Stool water 

content was determined after evaporation (55°C, 24 h) and fecal pH was measured with a pH meter 

equipped with a penetration electrode. At baseline and at the end of the dietary intervention, rectal 

mucosal biopsies were collected through a colonoscope at the rectosigmoid junction (at about 15 cm 

from the anal verge), one biopsy was used for histological analysis (routinely hematoxylin & eosin 

stained in Avicenne hopsital), one biopsy was kept over-night in RNA-later for RNA extraction and 

other biopsies were immediately frozen in liquid nitrogen. All samples were stored at -80°C until 

analyses.  

!

Fecal microbiota composition 

Frozen fecal samples (200 mg) were homogenized with glass beads in Inhibitex buffer (Qiagen) in a 

beadbeater for 1 min twice. Samples were then heated to 95°C for 10 minutes. DNA extraction was 

carried out using a Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen). Samples were amplified in triplicate via PCR 

using primers (S-D-Bact-0341-b-S-17 / S-D-Bact-0785-a-A-21) that target the V3-V4 variable regions 

of the 16S rRNA gene [32]. Each sample was tagged with a barcode to allow multiplexing during the 

sequencing process. Triplicate reactions consisted of final concentrations of Buffer HF (1X), dNTPs 

(0.11 µM) primers (0.29 µM each) and Taq Phusion High Fidelity (0.007 U/µl) in final volumes of 35 
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µL. Cycling conditions consisted of 98°C for 3 min, followed by 25 cycles of 95°C for 20 seconds, 55°C 

for 20 seconds, and 72°C for 20 seconds, followed by a final extension step of 72°C for 5 minutes. 

Triplicate sample amplicons were combined and purified using the Illustra GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare) according to the manufacturer’s instructions and combined in 

equimolar concentrations before carrying out sequencing on a MiSeq instrument (Illumina). 

Bioinformatic processing of data was carried out using the software Qiime (Caporaso et al., 2010) and 

Mothur (Schloss et al., 2009). Paired-end forward and reverse Illumina reads were joined into contigs 

using the script join_paired_ends.py. Barcodes were extracted using extract_barcodes.py and reads were 

demultiplexed and quality filtered using split_libraries_fastq.py. Primers were then removed using the 

script trim.seqs from the software program Mothur. Using the Qiime script 

pick_open_reference_otus.py, reads were clustered at 97% identity using an open OTU-picking 

approach and then aligned, after which OTU tables and phylogenetic trees were constructed. Singletons 

were removed using filter_otus_from_otu_table.py and subsampling of the OTU table to the lowest 

number of sequences between all samples was performed using the script single_rarefaction.py.   

 

Metabolic profiling by 
1
H NMR 

Urine samples (1 mL) were freeze-dried and resuspended in 650 µL NMR buffer (sodium phosphate 0.2 

M, pH 7.4, TSP 1mM, 80% D2O, 20% H2O). Fecal samples (70 mg) were homogenized in 1.3 mL of 

NMR buffer for 5 min at 25 Hz in a tissue lyser (Qiagen). All homogenized samples were centrifuged 

(10 min, 4°C, 13 000 rpm) and transferred to 5 mm NMR tubes for analysis by NMR spectroscopy. The 

NMR experiments were carried out in the Chemical Analysis Facility of the University of Reading using 

a Bruker AV700 NMR instrument equipped with a 5 mm inverse CryoProbe® from the same 

manufacturer. All samples were analyzed at 300º K by 
1
H-1D NOESY-PRESAT (noesypr). A 

representative sample of urine and fecal water were also characterized by 2D NMR using homonuclear 

1
H-

1
H 2D COSY. In addition, the urine sample was also characterized by heteronuclear 

13
C-

1
H HSQC 

experiments. All spectra were manually phased, baseline corrected and calibrated to the chemical shift 

of TSP using MestreNova (version 10.0m MestreLab Research). Urine spectra were manually aligned 

to correct shifting. Metabolites were assigned using 2D NMR experiments, STOCSY analysis [33], 
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online databases and data from literature. All processed spectra were digitalized and imported in Matlab 

(version 2014b). The residual water signal was removed and signal intensities were normalized to the 

total spectral area. Spectra relative to baseline were obtained by subtracting baseline signal intensities 

to signal intensities measured after 1, 2 or 3 weeks of dietary intervention. Relative spectra were mean 

centered and scaled to unit variance. Principal component analyses were used to observe the general 

variation in the datasets and to detect potential outliers. Orthogonal projection to latent structure 

discriminant analyses (O-PLS-DA) with 1 orthogonal component were used to compare the changes 

from baseline in metabolite concentration between groups. Relative NMR spectra were used as variable 

matrix (X) for modeling dietary groups as predictors (Y). Quality of statistical models was evaluated by 

the following parameters: R
2
Y (goodness of fit, percentage of variation of Y explained by the model) 

and Q
2
Y (goodness of prediction, percentage of Y predicted after a 7-fold cross-validation). This 

evaluation of the quality of the models was completed by visual observation of the plot of the scores (T) 

versus cross-validated scores (T-cv). Discriminant metabolites were identified based on visual 

examination of loadings plot color-coded according to correlation coefficient (r
2
) of signal intensity with 

Y and based on comparison of individual spectra. In order to identify specific metabolic association with 

other measured parameters (bacterial relative abundances, pH, fecal water cytotoxicity) O-PLS models 

with 1 orthogonal component were used where NMR spectra were used as variable matrix (X) and 

linearly regressed to the variable of interest (Y).  

 

Bacterial metabolites targeted measurements 

Fecal SCFA and ammonia were extracted in ultrapure water by centrifugation (14 000 g, 15 min, 4°C) 

after vigorous homogenization. Supernatant was used for measurement of SCFA concentration in feces 

by gas chromatography after esterification as previously described [34]. For fecal ammonia assay, 

supernatant was deproteinized by filtration (30K Nanosep, Pall) and ammonia concentration was 

measured with an enzymatic colorimetric method according to the kit  manufacturer instructions 

(Ammonia Kit, Megazyme). Fecal p-cresol was measured by HPLC with a method modified from a 

previously published method [35]. After homogenization of 180 mg of stool sample in 2.5 mL phosphate 

buffer (pH 5.8) and centrifugation (10 000 g, 5 min, 4°C), the supernatant was mixed in glass tubes with 
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25 µL internal standard (p-chlorophenol, 250 µg/mL) and 1 mL HCl before boiling 1 hour. After cooling, 

phenols were extracted in 2 mL diethylether by vortex. After centrifugation (500 g, 10 min, 4°C), the 

organic layer was mixed with 1.5 mL 0.05 NaOH in methanol before evaporation under a stream of 

nitrogen. Phenols were re-suspended in 125 µL ultrapure water before filtration (0.45 µM). The HPLC 

analysis was performed on Shimadzu Prominence system (Shimadzu Corp), consisting of LC-20AB 

solvent delivery system, SIL-20AC auto sampler and SPD-20 UV-detector. Phenols were separated on 

an Alltima C18 column (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 µm particle size; Grace) in isocratic mode with the 

column temperature set at 35 °C. The mobile phase was a mixture of methanol and 0.02 M phosphate 

buffer pH 4.0 (48:52 v/v) delivered at a flow rate of 0.7 ml/min. Injection volume was 25 µL. The peak 

of p-cresol was detected at 270 nm and retention time was 6.3 min. The chromatograms were recorded 

and integrated using LC solutions (Shimadzu). p-cresol concentration was determined according to an 

external standard curve. For phenylacetylglutamine quantification, urine was diluted in ultrapure water 

(1:5 v/v) and filtered (0.2 µM) prior to injection. Samples were analyzed using the same HPLC system 

as described for p-cresol analysis. Chromatographic separation was achieved using Alltima C18 column 

(250 mm x 4.6 mm i.d., 5 µm particle size; Grace). Column temperature was set to 40°C and the eluents 

A and B were 0.1% acetic acid in water and acetonitrile, respectively. The gradient was run at 0.4 

mL/min and consisted of an isocratic elution for 0.5 min of 5% B, and then B was increased at a linear 

rate to 30% at 14 min, followed by 2 min of isocratic elution, then increased linearly to 40% at 20 min 

and then re-equilibrated for 5 min with 5% B and held at 5% B until 40 min. Injection volume was 5 

µL. The peak of phenylacetylglutamine was detected at 214 nm and the retention time was 26.8 min. 

The concentration was determined according to an external standard curve. 

 

Fecal water toxicity 

Fecal samples were homogenized in cell culture medium (DMEM, 1:5 w/v) with steel beads using a 

Tissue Lyzer (Quiagen) set to 25 Hz for 5 min. After centrifugation (20 000 g, 15 min, 4°C), supernatant 

(fecal water) were filtered (0.22 µM) and stored at -80°C. HT29 Glc 
+/- 

cells (P44 - 47) were cultured in 

α-MEM supplemented with 10% fetal bovine serum and Penicillin / Streptomycin. For fecal water test, 

cells were distributed in 96-well plates (36 000 cells/well). Sixteen hours later, the cells were treated 
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with fecal water diluted 1:5 (v/v) in serum-free medium for 4 hours. From this step onward, toxicity was 

evaluated as previously described [16]. Fecal waters were considered cytotoxic when the cell viability 

was lower than 50% of the viability measured in control experiment (cells treated with culture media). 

Due to the high level of cytotoxicity in numerous fecal water samples, no reliable evaluation of 

genotoxicity was possible.  

 

Mucosal transcriptome 

After thawing on ice, rectal biopsies stored in RNA later were washed in cold PBS and homogenized in 

1 mL Trizol (Invitrogen) with steel beads using a Tissue Lyzer (Quiagen) set to 25 Hz for 5 min twice. 

Total RNA was extracted based on the method of Chomczynski and Sacchi [36]. A subsequent step of 

DNase and purification was done with the RNeasy Mini Kit and DNase I (Qiagen). RNA concentration 

was measured with Nanodrop (Nanodrop technologies) and RNA quality was checked by determination 

of RNA Integrity Number (RIN) was with 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies). Three samples did 

not yield enough RNA due to small biopsy size and one sample had poor RNA quality (RIN < 7), 

therefore the pairs of samples (baseline and after intervention) of these participants were not used for 

downstream experiments. Microarray experiments were performed with Affymetrix GeneChip® human 

Gene 2.0 ST according to the manufacturer instructions. Raw data were normalized using the Robust 

Multi-array Average (RMA) in R software. Raw data are available on the NCBI Gene Expression 

Omnibus (GEO) via the accession number GSE81970. Statistical analyses were carried out using 

Genomics Suit with ANOVA for repeated measures design (Partek). For each group (CAS, SOY and 

MD), we obtained a list of genes that were differentially expressed in the mucosa between baseline and 

after the dietary intervention (P < 0.05). For each of the 3 set of genes, we used Ingenuity Pathway 

Analysis software (Quiagen) to identify the biological functions regrouping differentially regulated 

genes. Significantly enriched biological functions were defined with enrichment P-value <0.05 and at 

least 3 differentially expressed genes implicated in the function. Quantitative real-time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) was performed to confirm microarray experiments with specific primers 

(Eurogentec) designed based on published sequences of the target genes using Oligo Explorer 1.1.0 

software (GeneLink) (sequences available on request). After cDNA synthesis from mRNA using High 
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Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), real-time PCR was performed 

subsequently on cDNA using the power SYBR Green PCR master mix and StepOne Real-Time PCR 

system (Applied Biosystems). Gene expression levels for each sample were normalized relative to Hprt 

with 2−∆Ct calculation.  

 

Mucosal immunity 

The concentration of fecal calprotectin was measured by an ELISA kit according to the manufacturer 

instructions (Calprest, Eurospital). Detection limit was 15 µg calprotectin / g stool. For determination 

of fecal SIgA concentration, stool samples were homogenized in PBS (1:10 w/v) with glass beads and 

centrifuged (15 000 g, 10 min, 4°C). Supernatant was diluted (1/250) and SIgA concentration was 

measured by an ELISA kit according to the manufacturer instructions (Bethyl Laboratories). For 

cytokines quantification, rectal biopsies were homogenized with steel beads using a Tissue Lyzer 

(Quiagen) in 100 µL lysis buffer (Life) containing proteases inhibitors (Roche) (25 Hz, 5 min, twice). 

After homogenization with a 25G needle, lysate was centrifuged (10 000 g, 10 min, 4°C) and protein 

concentration was measured with Bradford protein assay (Biorad). Cytokines concentration were 

measured with Bio-Plex Pro
TM 

Human Cytokine 8-plex Assay (Biorad). This assay included GC-CSF, 

IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α. Diluted biopsy lysates (1 µg protein/µL) were diluted in 

Bioplex sample diluent (1:1 v/v) and experiment was performed according to manufacturer instructions 

using a Luminex-200 and Bioplex-manager software version 4.1 (Biorad). Among tested cytokines, only 

IFN-γ, IL-8 and TNF-α were sufficiently concentrated in biopsies lysates for appropriate quantification.  

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed with R software with packages lme4, car, lsmeans and psych. 

Baseline values were compared between the 3 groups with an ANOVA with the group as a fixed effect 

(lm and Anova functions). Differential values were obtained by subtracting the value measured at 

baseline from the value measured after 1, 2 or 3 weeks of dietary intervention. For data measured every 

week during the intervention period, a mixed-model ANOVA (nlme and Anova functions) was used 

with participant as random effects while diet, time and diet x time were used as fixed effects. At each 
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time, the mean of differential values of the three groups were compared pairwise with Tukey correction 

for 9 comparisons (lsmeans function). For parameters measured only at baseline and at the end of the 

intervention, ANOVA with diet as a fixed effect was used (lm and Anova functions). In this case, the 

means of differential values of the three groups were compared pairwise with Tukey correction for 3 

comparisons (lsmeans function). For correlation analysis, Spearman correlation coefficient (ρ) were 

calculated and P-values were adjusted with the Benjamini-Hodgberg method (corr.test function). For all 

statistical tests, the level of significance was set to P < 0.05. 

!

RESULTS 

Initially, 42 individuals participated in the study. Four of them were excluded for the following reasons: 

antibiotic use, influenza infection, non-respect of dietary advices as judged by the study dietician and 

undisclosed use of metformin as revealed by 
1
H-NMR spectroscopy in fecal waters. Finally, the three 

experimental groups were composed as follow: MD (n=13), CAS (n=12) and SOY (n=13). The baseline 

characteristics of participants measured at the end of the dietary normalization period are presented in 

Supplementary Table 1. For all parameters measured, there were no significant differences between the 

3 groups at baseline.  

 

Dietary intakes 

Changes from baseline dietary intakes after the 3-weeks intervention period are presented in Table 1. 

There was no significant difference for changes from baseline in energy, fat and fiber intake between 

the 3 groups. Of note, fiber intake was decreased similarly in the 3 groups due to the reduction in starchy 

food intake. There was a very marked increase in energy provided by protein in both CAS and SOY 

groups while it decreased marginally in the MD group (Table 1). After 1, 2 and 3 weeks of dietary 

intervention, blood urea concentration increased in both CAS and SOY groups while it decreased 

slightly in MD group (Figure 1 A). These results confirmed that, as expected, protein intake was higher 

in CAS and SOY groups than in the MD group during the intervention period [37]. Since diets were 

isocaloric, carbohydrate intake decreased in both CAS and SOY groups while there was a slight increase 

in the MD group (Table 1).  
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Fecal microbiota composition  

At the phylum level, most of the OTUs were assigned to Bacteroidetes and Firmicutes corresponding to 

47.6% and 42.5% of total reads, respectively, in all three treatment groups combined, followed by low 

percentages of Proteobacteria and Actinobacteria (3.9% and 1.2%). At the genus level, the top 20 most 

abundant classified taxonomic groups consisted of Bacteroides, Prevotella, Dialister, Parabacteroides, 

Oscillospira, Lachnospira, Ruminococcus, Succinovibrio, Sutterella, Blautia, Roseburia, 

Bifidobacterium, Faecalibacterium, Coprococcus, Phascolarctobacterium, Paraprevotella, 

Megasphaera, Dorea, Odoribacter and Acidaminococcus. Very high inter-individual differences in 

phylogenetic groups at all taxonomic levels were observed while the microbial profiles were relatively 

stable over time for each participant. There was no significant effect of the dietary intervention on 

changes in the relative abundance from baseline at phylum and genus levels (data not shown). However, 

the changes from baseline in blood urea concentration (used as a marker of protein intake) were 

significantly and positively correlated with the changes in abundance of Firmicutes and negatively with 

Bacteroidetes when using the whole data set (all time points and all groups) suggesting that the level of 

protein intake had small effects on the composition of fecal microbiota that requires high statistical 

power to be revealed (Table 2). 

 

Fecal metabolome 

There were no significant effects of the dietary intervention on water content in feces (data not shown) 

despite a negative correlation between variations in water content with the variations in uremia (Table 

2). Fecal metabolome was assessed with untargeted 
1
H-NMR metabolomics and targeted measurement 

of the main bacterial metabolites. Discriminant metabolites between dietary groups were identified by 

O-PLS-DA with all time points combined for identification of the global effect of the dietary 

intervention (Figure 2). Separate time point analyses showed that the dietary modulation of the fecal 

metabolome was mostly consistent across the intervention (Supplementary Table 3). The CAS diet 

induced an increased fecal concentration of the branched-chain AA leucine, valine and isoleucine when 

compared to the MD and SOY groups (Figure 2 A and C). Strikingly, the CAS and SOY diets decreased 

the butyrate concentration when compared to the MD group (Figure 2 A and B) and targeted 
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measurement confirmed that butyrate (expressed as a relative proportion of total SCFA) was decreased 

in the groups supplemented with dietary protein (Supplementary Table 2). Consistently, the variations 

in butyrate proportion of total SCFA were negatively correlated with the variations in blood urea 

concentration (Table 2). This effect was more pronounced for the CAS diet and might be related to the 

increased fecal pH specific to this group (Figure 1 B) since an O-PLS model indicates that butyrate 

concentration is one of the main driver of fecal pH (Supplementary Figure 1). Importantly, the decrease 

in butyrate proportion induced by dietary protein supplementation was specific since the proportions of 

the two other main SCFA (acetate and propionate) were virtually not affected by the dietary intervention 

and their variations were not correlated to uremia variations (Table 2 and Supplementary Table 2). 

 

The isoleucine-derived bacterial metabolite 2-methylbutyrate was increased with both CAS and SOY 

diets when compared to the MD diet but this effect was more important with the CAS diet (Figure 2 A, 

B and C). When compared to the CAS and the MD diet, the SOY diet induced a specific increase in the 

concentration of the fermentation intermediate acetoin and of AA-derived bacterial metabolites 

(valerate, phenylacetate and tyramine derived from proline, phenylalanine and tyrosine, respectively) 

(Figure 2 B and C). Targeted measurements and correlation analyses confirmed that both protein 

supplementations induced a shift towards protein fermentation by the gut microbiota since the total 

concentration of AA-derived SCFA was increased with specific fermentation patterns according to 

protein source (Table 2 and Supplementary Table 2). In contrast, there were little effects of dietary 

protein intake on fecal p-cresol concentration (a bacterial metabolite produced from tyrosine) and no 

effects on ammonia concentration (a bacterial product of AA deamination) (Supplementary Table 2). 

Moreover, the changes in their fecal concentration were not correlated with uremia changes (Table 2).  

 

In order to identify bacterial groups associated with fecal metabolite patterns, O-PLS models were used 

to correlate bacterial abundances determined by 16S rRNA gene sequencing with metabolome analyzed 

by 
1
H-NMR (Supplementary Table 4). Firmicutes were associated with high levels of markers of AA 

degradation by the gut microbiota (isobutyrate, isovalerate, 2-methylbutyrate and phenylacetate) and 

low tyrosine levels (Figure 3).  The subdominant phylum Verrucomicrobia was associated with a similar 
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metabolite pattern (Supplementary Table 4). In contrast, an opposed metabolic profile (low 

concentration of AA degradation markers) was found to be associated with Bacteroidetes that were also 

characterized by high levels of hydroxyphenylpropionate and glucose. Finally, Actinobacteria were 

associated with low levels of propionate.  

 

Urinary metabolome 

Urine metabolome was analyzed by 
1
H-NMR and discriminant metabolites were identified by O-PLS-

DA with all time points combined (Figure 4). The dietary interventions had consistent effects on urinary 

metabolome at various time points (Supplementary Table 5). As expected, urinary urea concentration 

increased with both protein diets when compared to the MD diet and this effect was more pronounced 

with the SOY diet (Figure 4 A, B and C). The CAS and SOY diets also induced a decrease in citrate 

concentration when compared to the MD diet (Figure 4 A and B). Both protein supplementations 

increased the urinary concentration of the bacterial metabolites isobutyrate, indoxylsulfate (derived from 

tryptophan) and phenylacetylglutamine (derived from phenylalanine) (Figure 4 A and B). Targeted 

quantification of urinary phenylacetylglutamine confirmed that its concentration increased with dietary 

protein supplementation despite some time dependent variations (Supplementary Table 2) and the 

changes in its concentration were positively correlated with the changes in blood urea concentration 

(Table 2), confirming the association with a high-protein intake. Some changes in urinary metabolites 

produced by the gut microbiota and/or by the host were specific to the protein source. Indeed, the CAS 

diet increased the concentration of p-cresyl sulfate (sulfate conjugated form of p-cresol), 3-

hydroxyisovalerate and 3-hydroxybutyrate while the SOY diet increased the concentration of hydroxy-

phenylpropionate (derived from tyrosine) and of acetoin (Figure 5 A, B and C). 

 

Fecal water cytotoxicity and associated metabolome 

Fecal water cytotoxicity was not affected by the diet (Figure 1 C) and its variations were not correlated 

with the uremia changes from baseline (Table 2) confirming that the level of protein intake was not 

related to fecal water cytotoxicity. Since the main factor of variability of fecal water cytotoxicity was 

clearly the individual, we hypothesized that it could be related to specific profile of metabolites produced 
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by the gut microbiota.  Indeed, O-PLS-DA analysis with fecal metabolome 
1
H-NMR data revealed that 

cytotoxic fecal waters had high levels of bile acids, ethanol, amino-acids (leucine, valine, isoleucine, 

alanine, tyrosine) and microbial intermediate products of AA degradation (5-aminovalerate and 

hydroxyphenylacetate) (Figure 5 A). In urine, the AA-derived host-microbiota co-metabolites p-cresyl 

sulfate, phenylacetylglutamine and hippurate (a microbial co-metabolite derived from phenylalanine 

degradation into benzoate that is further conjugated with glycine in the liver) were less abundant in 

paired samples to cytotoxic fecal waters (Figure 5 B).  

 

Mucosal response to the dietary intervention 

Changes from baseline in gene expression in rectal mucosa after dietary intervention were assessed at 

whole-genome level using microarrays. Paired analysis revealed that there were more differentially 

expressed genes from baseline (DEG) after intervention with CAS (1324 DEG, 627 up, 697 down) and 

SOY (1515 DEG, 858 up, 657 down) than in the MD group (905 DEG, 517 up, 388 down) (Figure 6 

A). Although there was little common DEG in each group (less than 10%), there was twice more gene 

in common between CAS and SOY groups than with MD and the two protein groups. We performed 

qPCR experiment for validation of microarray data on selected DEG and we observed significant 

correlation between the expression levels obtained by the two techniques as shown in Supplementary 

Table 6. As expected from a nutritional study [38,39], fold change in gene expression were relatively 

small (from -1.55 to 1.64). However, functional analysis revealed a clear clustering of DEG into 

biological functions in the CAS and SOY groups, which was not the case in the MD group. Indeed, there 

were only 72 functions significantly enriched in the MD group while there were 249 and 176 in CAS 

and SOY groups, respectively (Figure 6 B). Moreover, the mean number of DEG implicated in each 

enriched functions was strikingly higher in both CAS and SOY groups than in MD group (Figure 6 C). 

Collectively, these results clearly show that dietary intervention in SOY and CAS group regulated gene 

expression in rectal mucosa and this effect was not observed in the MD group.  

 

To get insight into the biological relevance of these regulations of gene expression by the dietary 

intervention, we examined the pathways where DEG are involved. To avoid bias induced by the low 
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number of functions enriched in the MD group, we reasoned that the relative number of significantly 

enriched function in each group into biological categories would be more informative than the absolute 

number of functions in each category. Functions related to cancer were more represented in CAS and 

SOY groups when compared to the MD group (Figure 6 D). Importantly, the percentage of significantly 

enriched functions related to gastrointestinal diseases was higher in CAS (5.1%) and in SOY (2.4%) 

groups than in the MD (1.4%) group (Figure 6 D). Indeed, there was a significant enrichment of 

numerous functions highly relevant to colonic health in both protein supplemented groups such as colon 

cancer, epithelial cancer and neoplasia of epithelial tissue (the full list is presented in Supplementary 

Table 7). Of note, more of these functions were enriched in the CAS group when compared to SOY 

suggesting a more profound effect of the former protein source. Importantly, none of these functions 

were found to be enriched in the MD group, indicating a clear effect of dietary proteins on regulation of 

genes implicated in large intestine mucosal homeostasis. There were also more enriched functions 

related to infectious diseases in CAS (2.28%) and SOY (1.70%) groups than in the MD (0.47%) group. 

For instance, the function infection of epithelial cell line was significantly enriched in both CAS (27 

DEG) and SOY (31 DEG) groups but not in the MD group. 

 

At a cellular level, some biological categories relevant to mucosal homeostasis (including cell-death, 

cell cycle, cellular compromise and cell-to-cell interaction) were represented only in the CAS and SOY 

groups and not in the MD group (Figure 6 E). Indeed, both CAS and SOY diet regulated (mainly 

increased) the expression of genes related to apoptosis, cell cycle, proliferation and cytoskeleton (Table 

3). Despite similar functions were affected by the supplementation with the two HPD, the genes 

regulated were mostly specific to one of the protein source (CAS or SOY) (Table 3, Figure 6 A). In 

addition, some functions were specifically regulated by only one of the protein source. The CAS diet 

up-regulated genes implicated in extracellular matrix and cellular adhesion and mucus production while 

the SOY diet regulated the expression of genes implicated in oxidative stress and detoxification 

processes. 
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Importantly, the relative abundance of functions related to inflammation was not higher in protein 

supplemented groups than in the control group (Figure 6 D), suggesting that high-protein intake does 

not regulate inflammatory processes in the rectal mucosa. In accordance with these results, the dietary 

intervention had no effects on the fecal concentrations of calprotectin (marker of neutrophil recruitment 

in the intestinal mucosa) and SIgA (Table 4). Moreover, the concentrations of the pro-inflammatory 

cytokines IL-8, IFN-γ and TNF-α in the rectal mucosa were not changed by the diet. Finally, an 

histological examination of the rectal biopsies revealed that the 3-weeks dietary intervention did not 

induce an overt perturbation of mucosal morphology, inflammation or epithelial proliferation (data not 

shown). 
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DISCUSSION 

 

It is estimated that millions of people around the world consume HPD for body weight control [4]. 

However, its impact on the large intestinal ecosystem remains largely unknown. We show in the present 

dietary intervention study that a high intake of animal (casein from milk) or plant (soy) protein had no 

major effect on the composition of the fecal microbiota while it altered metabolites produced by the 

bacteria in association with a clear regulation of gene expression in the rectal mucosa.  Importantly, 

some of these modifications were modulated by the source of the dietary protein 

 

Quantity and quality of the protein intake had no any major effects on the gut microbiota composition 

evaluated by 16S rRNA gene sequencing. Importantly, the decrease from baseline of the fiber intake 

induced by the reduction in starchy food was similar in the 3 groups. This latter result is in accordance 

with a previous study showing that a HPD without fiber restriction did not change the microbiota profile 

obtained by DGGE-PCR [9]. In contrast, other studies found that a HPD combined with a low fiber 

intake reduced the abundance of Bacteroides and of the butyrate producers Roseburia/Eubacterium 

rectale detected by targeted qPCR [7,8]. These discrepancies suggest that the principal dietary factor 

influencing the gut microbiota composition is fiber content rather than protein. However, we observed 

a significant positive correlation between the variations of uremia (marker of protein intake) with the 

variations of Firmicutes abundance while this correlation was negative for Bacteroidetes. In accordance, 

Firmicutes and Bacteroidetes abundances were associated with high and low fecal concentration of AA 

fermentation products (2-methylbutyrate, isobutyrate and phenylacetate), respectively. This observation 

could be related to the important role of Clostridia (dominant members of the Firmicutes phylum) in AA 

degradation in the large intestine [40]. Of note, we also found that the Verrucomicrobia phylum was 

associated with AA fermentation products which might reflect mucin utilization by its only known 

member, Akkermansia muciniphila [41].   

 

Recently, it has been suggested in humans (vegetarian or omnivorous) that the diet might influence the 

metabolic activity of the microbiota at a higher extent than its taxonomic composition [42]. In 
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accordance with this proposition, we found that, despite very modest effects on the microbiota 

composition, the increase in protein intake induced a marked shift in the concentration in feces and urine 

of metabolites produced by the gut microbiota (summarized in Figure 7). In feces, the concentrations of 

the branched chain amino acids were increased specifically with the casein supplementation. These AA 

were probably released by proteolytic bacteria from undigested peptides that escape digestion in the 

small intestine [3]. The high abundance of leucine and isoleucine in casein might explain partly that this 

effect was not observed with the soy protein supplementation (Supplementary Table 8). 

 

Importantly, both casein and soy protein supplementation induced a decrease in butyrate fecal 

concentration and the variations in uremia were negatively correlated with the variations in butyrate 

concentration. This SCFA, mainly derived from carbohydrate fermentation, is considered beneficial 

since it represents a major fuel for colonocytes, regulates inflammation and the barrier function in the 

large intestine [43]. Therefore, the decreased butyrate concentration induced by a high-protein intake 

might be detrimental for colonic health. Conflicting results were previously reported on the effects of 

HPD on fecal butyrate concentration [6–11]. All studies that described a decrease in butyrate 

concentration with HPD were also low in indigestible carbohydrate [6–8]. In the present study, the 

decrease in starchy food intake induced a similar decrease in indigestible carbohydrate intake in all 

groups. Since the butyrate concentration did not decrease in the MD group, our results indicate that it is 

the combination of the HPD with a decrease in indigestible carbohydrate which is responsible for the 

decreased butyrate concentration observed with both casein and soy protein supplementations. 

Interestingly, HPD did not affect the other two main SCFA (acetate and propionate) suggesting that 

butyrate metabolism could be specifically impacted by dietary proteins.  

 

For unknown reasons, casein induced a more important decrease in butyrate concentration than soy 

protein, and this is probably related to the important increase in fecal pH observed specifically with this 

HPD. This increase in fecal pH induced by a HPD has already been described in several [8,25] but not 

all studies [10,44], probably partly reflecting the divergent effects of HPD on fecal SCFA concentration. 
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A higher fecal pH has been considered to be detrimental for the intestinal mucosa [45] suggesting that 

a HPD with casein could induce a deleterious luminal environment in the colon.  

 

The two HPD induced an increase in the concentration of AA-derived bacterial metabolites, indicating 

a metabolic shift towards protein degradation by the gut microbiota (Figure 7). Indeed, the casein and 

soy protein supplementation increased the fecal concentration of 2-methylbutyrate (fermentation 

product of isoleucine), the urinary concentration of isobutyrate (fermentation product of valine) and of 

the host-microbiota co-metabolites phenyalcetylglutamine (human glutamine conjugate of 

phenylacetate derived from the bacterial metabolism of phenylalanine) and indoxyl sulfate (human 

sulfate conjugate of indole derived from the bacterial metabolism of tryptophan) [46]. While the effects 

of 2-methylbutyrate, isobutyrate and phenylacetate on the mucosa are little or not well characterized 

[12], indole has been shown to contribute to the maintenance of the colonic barrier function [18,19]. The 

increased exposure to this metabolite during HPD might therefore be beneficial for the mucosa. 

 

Supplementation with casein specifically induced an increase in the urinary concentration of p-cresyl 

sulfate (human sulfate conjugate of p-cresol derived from the bacterial metabolism of tyrosine) [13]. 

Since tyrosine content is not higher in casein than in soy protein, it is not clear why this increase was 

specific to this protein source (Supplementary Table 8). This increase in p-cresol exposure with the 

casein supplementation might be deleterious for epithelial cells since this metabolite has recently been 

shown in vitro to alter mitochondrial metabolism, induce production of reactive oxygen species and 

DNA damage in colonocytes [15]. In contrast, the soy protein supplementation increased the 

concentrations of the tyrosine derived microbial metabolites tryamine and hydroxyphenylpropionate, 

suggesting that tyrosine degradation is less complete than with casein [47]. However, the effects of these 

metabolites on the mucosa are not known, asking for new studies in this area. Valerate (fermentation 

product of proline) and phenylacetate (microbial product of phenylalanine degradation) were also 

increased specifically with the soy protein supplementation [12,13]. The high phenylalanine content in 

soy protein might explain the increase in phenylacetate specific to the SOY group (Supplementary Table 

8).   
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Since the CAS and SOY diets induce a shift toward protein fermentation and since several of the AA-

derived bacterial metabolites are thought to be deleterious for the colonocytes [12], we hypothesized 

that the luminal environment could be detrimental for the epithelium with these diets. Contrary to our 

hypothesis, the dietary intervention had no effects on fecal water toxicity on human colonocytes in vitro. 

Our results are in agreement with two previous human studies that also showed that fecal water 

cytotoxicity was not related to protein intake [9,25]. However, interestingly, we found that the high 

inter-individual variability in fecal water toxicity was related to a specific metabolite signature (Figure 

8). As previously described, fecal bile acids and ethanol were associated with cytotoxicity [48,49]. 

Interestingly, in cytotoxic samples, there were high fecal concentrations of two precursors of p-cresol 

(tyrosine and hydroxyphenylacetate) [46] while the concentration of its conjugate (p-cresyl sulfate) was 

decreased in urine, suggesting an incomplete degradation of tyrosine by the microbiota in cytotoxic 

samples. Interestingly, a previous study also found that urinary excretion of p-cresol was negatively 

correlated with fecal water cytotoxicity [9]. Cytotoxic samples were also characterized by high levels 

of free AA and of 5-aminovalerate that is an intermediate product of proline fermentation to valerate 

[50]. Last, urinary excretion of hippurate and phenylacetylglutamine, the conjugated forms of benzoate 

and phenylacetate (bacterial products of phenylalanine degradation) were decreased in samples paired 

to high fecal water cytotoxicity [46,51]. All together, these data suggest that an incomplete AA 

degradation by the gut microbiota is associated with high fecal water cytotoxicity. The mechanisms 

explaining this observation remain to be determined but it might be hypothesized that a high bile acid 

concentration inhibit bacterial AA catabolism. Importantly, these correlations allow the identification 

of a metabolic fingerprint associated with cytotoxicity that may not be the direct cause of cytotoxicity 

but may act as a proxy signature of a cytotoxic environment. For example, we tested that 5-

aminovalerate is not cytotoxic for colonocytes in vitro (data not shown). 

 

Transcriptome profiles in the rectal biopsies showed that the two HPD with casein and soy protein 

regulated the expression of genes associated with important biological functions while no consistent 

effects were observed for the control MD intervention. However, and as expected from a dietary 

intervention [38,39], fold change in gene expression were relatively limited. A high number of pathways 
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related to digestive diseases were significantly enriched with protein supplementation and not with MD. 

Indeed, key homeostatic cellular processes related to epithelial renewal were regulated at the gene 

expression level only in the CAS and SOY groups. A previous study in pigs had shown that a HPD 

regulated the expression of genes related to epithelial renewal [52]. Although the parameters involved 

in the modifications of gene expression in our study remain to be deciphered, the change in mucosal 

exposure to amino AA-derived bacterial metabolites known to regulate cell proliferation and/or 

apoptosis (e.g. butyrate, p-cresol) might be implicated in the effects of HPD [13,15,43]. Interestingly, 

casein and soy protein supplementation induced some distinct modifications of the mucosal 

transcriptome. This result emphasizes the importance of the protein source in the modulation of the 

effect of HPD. The CAS diet regulated more genes related to gastrointestinal diseases than the SOY 

diet. This difference might be related to the less-favorable bacterial metabolite profile induced by casein 

(lower butyrate and higher p-cresol exposure) than by soy protein. Moreover, the casein diet up-

regulated the expression of several genes related to the mucus production that may be related to an 

adaptive response to an increase exposure to deleterious compounds [53]. In  animal models, HPD also 

increased mucin expression in the colon [23,52]. The casein supplementation also increased the 

expression of genes implicated in the regulation of extracellular matrix, possibly reflecting 

modifications of epithelial cell adhesion. In accordance with our results, integrin and collagen genes 

were also increased in rat colonic mucosa after a HPD with casein [54]. Since the extracellular matrix 

is a major regulator of cell proliferation and differentiation [55], it is tempting to propose that remodeling 

of gene expression by a high-casein intake might lead to a loss of homeostasis in the mucosa. The 

regulation by the soy protein supplementation of the expression of genes related to oxidative stress and 

detoxification processes might reflect an adaption to the modified exposure of the large intestinal 

epithelium to bacterial metabolites [56].  

 

Importantly, the CAS and SOY diets did not regulate genes related to immunity in the rectal mucosa. 

Moreover, the protein intake did not alter mucosal pro-inflammatory cytokines, IgA secretion and fecal 

calprotectin. In agreement with our study, HPD in rats did not induce colonic inflammation [23] and 

HPD in pigs did not alter colonic barrier function [24]. These results suggest that the pro-inflammatory 
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effects of some AA-derived bacterial metabolite could be balanced by the anti-inflammatory effects of 

others, such as indole [16,18]. Last, the morphology of the rectal mucosa was not affected by the HPD, 

as previously described in rat colon [22].  

 

The design of our study has several strengths and weaknesses. First, an increase in protein intake 

necessary induces a decrease in other macronutrients intake to maintain the diets isocaloric. The CAS 

and SOY diets should therefore be considered as high-protein/low carbohydrate diets. However, the 

reduction in starchy food was similar in the control group as in the two protein groups, then avoiding 

unwanted effects related to a reduction in indigestible carbohydrate induced by the decrease in 

carbohydrate intake. Secondly, although the use of protein isolates rather than protein containing food 

allows the identification of the effect of protein per se, it cannot be excluded that some of the observed 

effects might be related to minor compounds known to be associated with casein and soy protein isolates 

(calcium and phytoestrogens, respectively). Thirdly, although the longitudinal design allowed the 

comparison of variations from the baseline values, a cross-over design would have been more 

informative. However, this strategy was not chosen because of the subsequent multiple rectal biopsies 

necessary and decreased compliance reported with long-term dietary interventions. Lastly, although a 

limitation of our study is its short duration (3 weeks) that precludes identification of long-term effects 

of HPD on mucosal health, it is worth noting that HPD used for decreasing body weight in overweight 

individuals are generally used within few weeks. 

 

In conclusion, HPD modified the luminal environment in the large intestine, mostly by decreasing 

butyrate concentration and by increasing AA-derived bacterial metabolites concentrations. These 

changes were associated with modifications of several key homeostatic processes at the gene expression 

levels in the rectal mucosa. Importantly, distinct effects were induced by animal and plant proteins, 

highlighting the importance of protein source for the impact fo HPD on rectal mucosa. HPD should be 

considered with some cautions given their potential effects on rectal mucosa homeostasis and careful 

selection of the protein source might be used to modulate these effects. 
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TABLES 

Table 1:  Dietary intakes.  

Dietary intakes were assessed at baseline and at the end of the intervention period (week 3). Data 

presented are mean changes from baseline ± SEM. The effect of diet was tested with ANOVA. For 

pairwise comparison, P-values were adjusted with the Tukey method. NS: not significant (P > 0.05). 

MD: maltodextrin group, CAS: casein group, SOY: soy protein group. *: Change is different from the 

change in MD group. Differences were considered significant for P < 0.05. 

 

 MD CAS SOY P 

Energy (Kcal/day) 36.92 ± 123.46 -179.27 ± 88.82 -175.92 ± 74.46 NS 

Protein (% energy) -3.76 ± 0.55 16.76 ± 0.85* 14.72±0.92* <0.001 

Carbohydrate (% energy) 6.91 ± 1.85 -16.41 ± 1.75* -13.61±1.41* <0.001 

Fat (% energy) -2.54 ± 1.69 0.13 ± 1.76 -0.81±1.16 NS 

Fiber (g/day) -3.05 ± 1.69 -7.93 ± 1.71 -7.51±1.67 NS 
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Table 2: Correlation of uremia with fecal and urinary parameters.  

For all variables, changes from baseline were correlated with the uremia changes from baseline (marker 

of protein intake). The correlations were made with the complete data set (all groups and all time points 

during intervention). ρ: Spearman coefficient of correlation with uremia changes from baseline, P: 

Benjamini-Hodgberg adjusted P-value. P < 0.05 was considered significant. AA-derived SCFA: amino 

acid derived short chain fatty acid (sum of isovalerate, isobutyrate and valerate), SIgA: secretory 

immunoglobulin A, PAG/creat: ratio of the urinary concentration of phenylacteylglutamine and 

creatinine. 

 

 ρ P 

Bacteroidetes -0.33 <0.001 

Firmicutes 0.29 0.01 

Proteobacteria - NS 

Actinobacteria - NS 

Acetate - NS 

Propionate - NS 

Butyrate -0.35 <0.001 

Isobutyrate 0.42 <0.001 

Isovalerate 0.49 <0.001 

Valerate - NS 

AA-derived SCFA 0.50 <0.001 

pH 0.28 0.01 

Water -0.33 <0.001 

Ammonia - NS 

p-cresol - NS 

PAG/creat 0.42 <0.001 

Cytotoxicity - NS 

SIgA - NS 

Calprotectin - NS 
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Table 3: Selected genes regulated in the large intestine mucosa by the dietary intervention. 

Expression of selected genes measured by microarray experiments in the rectal mucosa before and 

after the dietary intervention. The fold change of gene expression is shown only for genes that are 

significantly regulated by the dietary intervention. P < 0.05 was considered as statistically significant. 

MD: maltodextrin group, CAS: casein group, SOY: soy protein group. 

   Fold change 

Function Symbol Gene name MD CAS SOY 

Apoptosis IER3 immediate early response 3  - 1.32 - 

 PRKD1 protein kinase D1 - 1.20 - 

 PHLDA1 pleckstrin homology-like domain familly A member 1 - 1.28 - 

 PHLDA2 pleckstrin homology-like domain familly A member 2 - 1.24 - 

 NTRK2 neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2 - -1.27 - 

 TLR3 toll like receptor 3 - - 1.36 

Cell cycle, Proliferation TIPIN TIMELESS interacting protein - 1.21 - 

 TAGLN transgelin - 1.39 - 

 EDN1 endothelin 1 - 1.22 - 

 IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein 6 - 1.24 - 

 PER2 period circadian clock 2 - 1.25 - 

 SGK1 serum/glucocorticoid regulated kinase 1 - 1.28 - 

 HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor - 1.58 - 

 CHRM3 cholinergic receptor, muscarinic 3 - -1.40 - 

 AURKA aurora kinase A - - 1.25 

 CRIP1 cysteine-rich protein 1  - - 1.33 

 MT1JP metallothionein 1J pseudogene - - 1.40 

 PCNA-AS1 PNCA antisense RNA 1 - - 1.22 

 NRG1 neuregluin 1 - - -1.25 

Cytoskeleton CAPN6 calpain 6 - 1.25 - 

 MYL9 myosin, light chain 9, regulatory - 1.27 - 

 ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric - 1.48 - 

 KRT1 keratin 31, type I - 1.21 - 

 KRTAP10-5 keratin associated protein 10-5 - 1.32 1.29 

 TPPP3 tubulin polymerization-promoting protein family member 3 - 1.34 1.27 

Extracellular matrix, Adhesion TNC tenascin C - 1.40 - 

 COL12A1 collagen, type XII, alpha 1 - 1.21 - 

 COL1A2 collagen, type I, alpha 2 - 1.23 - 

 COL1A1 collagen, type I, alpha 1 - 1.25 - 

 COL3A1 collagen, type III, alpha 1 - 1.29 - 

 POSTN periostin, osteoblast specific factor - 1.21 - 

 TNS1 tensin 1 - 1.21 - 

 FBN1 fibronectin 1 - 1.22 - 

 SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 - 1.22 - 

 FBN1 fibrillin 1 - 1.24 - 

 PGM5 phosphoglucomutase 5 - 1.28 - 

 SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich  - 1.30 - 

 MFAP5 microfibrillar associated protein 5 - 1.33 - 

Mucus production ZG16 zymogen granule protein 16 - 1.22 - 

 BEST2 bestrophin 2 - 1.32 - 

 MUC17 mucin 17, cell surface associated - 1.43 - 

Oxidative stress, Detoxification GSTZ1 glutathione S-transferase zeta 1 - - 1.22 

 NAGS N-acetylglutamate synthase - - 1.21 

 GSTM2 glutathione S-transferase mu 2 - - -1.41 

 MPV17L MPV17 mitochondrial membrane protein-like - - -1.22 

 CYP2D6 cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6 - - -1.23 
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FIGURES 

Figure 1: Effects of the dietary intervention on uremia, fecal pH and fecal water cytotoxicity. 

A - Uremia changes from baseline. B - Fecal pH changes from baseline. C - Fecal water cytotoxicity 

changes from baseline. Data presented are mean changes from baseline ± SEM. Mixed model ANOVA 

was used to test differences in measured parameters changes with diet and time as fixed effects and 

participant as a random effect. For pairwise comparison, P-values were adjusted with the Tukey method. 

P < 0.05 was considered as statistically significant. MD: maltodextrin group, CAS: casein group, SOY: 

soy protein group. *: Change is different from the change in MD group at the same time. 
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Figure 2: Effects of the dietary intervention on fecal metabolome. 

Fecal metabolome was analyzed by 
1
H-NMR. CAS: casein group (red), SOY: soy protein group (green), 

MD: maltodextrin group (blue). O-PLS-DA models were used to compare the fecal metabolome at all 

time points of the following groups: CAS vs MD (A), SOY vs MD (B) and CAS vs SOY (C). For each 

pairwise comparison, the plot of the scores (T) versus cross-validated scores (Tcv) is shown on the left 

side and the loadings plot color-coded according to the correlation coefficient (r
2
) with Y (predictor 

vector coding dietary group) is presented on the right side. Color triangles indicate relative metabolite 

concentration associated with indicated group (highest concentration in the widest part of the triangle). 

2MB: 2-methylbutyrate (0.86 ppm), AC: acetoin (1.37), BUT: butyrate (0.89), PA: phenylacetate (3.54), 

TYRA: tyramine (7.22), U: unknown (1.16), V: valerate (1.30), VLI: valine, leucine, isoleucine (0.96, 

0.99, 1.01). Numerical values in brackets indicate representative chemical shifts in ppm. 
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Figure 3: Fecal metabolome associated with Firmicutes abundance. 

O-PLS model was used to correlate Firmicutes abundance (based on 16S rRNA gene sequencing) with 

fecal metabolome determined by 
1
H-NMR. The plot of the scores (T) versus Firmicutes abundance is 

shown on the left side and the loadings plot color-coded according to the correlation coefficient (r
2
) with 

Firmicutes abundance is presented on the right side. The vertical arrow indicates Firmicutes abundance 

(from low to high). 2MB: 2-methylbutyrate (0.86), IV: isovalerate (2.06), PA: phenylacetate (3.54), 

TYR: tyrosine (6.90). Numerical values in brackets indicate representative chemical shifts in ppm. 
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Figure 4: Effects of the dietary intervention on urinary metabolome.  

Urinary metabolome was analyzed by 
1
H-NMR. CAS: casein group (red), SOY: soy protein group 

(green), MD: maltodextrin group (blue). O-PLS-DA models were used to compare the urinary 

metabolome at all time points of the following groups: CAS vs MD (A), SOY vs MD (B) and CAS vs 

SOY (C). For each pairwise comparison, the plot of the scores (T) versus cross-validated scores (Tcv) 

is shown on the left side and the loadings plot color-coded according to the correlation coefficient (r
2
) 

with Y (predictor vector coding dietary group) is presented on the right side. Color triangles indicate 

relative metabolite concentration associated with the indicated group (highest concentration in the 

widest part of the triangle). 3HB: 3-hydroxybutyrate (1.20), 3HI: 3-hydroxyisovalerate (1.27), HPP: 

hydroxyphenylpropionate (2.48), AC: acetoin (1.37), CIT: citrate (2.55), IB: isobutyrate (1.08), IS: 

indoxyl sulfate (7.50), PAG: phenylacetylglutamine (2.28), PCS: p-cresyl sulfate (2.34), U: urea (5.80). 

Numerical values in brackets indicate representative chemical shifts in ppm. 
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Figure 5: Fecal and urinary metabolome associated with fecal water cytotoxicity.  

O-PLS-DA models were used to compared the fecal (A) and urinary (B) metabolome corresponding to 

cytotoxic (red) or non-cytotoxic (green) fecal waters.  For each fluid (fecal water and urine), the plot of 

the scores (T) versus cross-validated scores (Tcv) is shown on the left side and the loadings plot color-

coded according to the correlation coefficient (r
2
) with Y (predictor vector coding fecal water 

cytotoxicity) is presented on the right side. The vertical arrow indicates the cytotoxicity of the fecal 

waters (from low to high cytotoxicity). 5AV: 5-aminovalerate (2.24), AL: alanine (1.48), BA: bile acids 

(0.69), ET: ethanol (1.18), H: hippurate (7.82), HPA: hydroxyphenylacetate (3.56), PAG: 

phenylacetylglutamine (2.28), PCS: p-cresyl sulfate (2.34), TYR: tyrosine (6.90), VLI: valine, leucine, 

isoleucine (0.96, 0.99, 1.01). Numerical values in brackets indicate representative chemical shifts in 

ppm. 
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Figure 6: Effects of the dietary intervention on transcriptome profile in the rectal mucosa. 

Gene expression in the rectal mucosa was analyzed by microarray experiments before and after the 

dietary intervention. CAS: casein group (red), SOY: soy protein group (green), MD: maltodextrin group 

(blue). A - Venn diagram showing the number of differentially expressed genes (DEG) in each group 

after the dietary intervention when compared to baseline (repeated measure analysis). B - Number of 

significantly enriched biological functions (P-value of enrichment < 0.05, more than 3 genes implicated 

in the function) identified by Ingenuity Pathway Analysis software. C - Number of DEG implicated in 

significantly enriched function. Data presented are mean ± SEM. D and E -Repartition of significantly 

enriched function into biological categories expressed as a percentage of the total number of enriched 

function in each group (shown in panel B).   
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Figure 8: Schematic representation of the bacterial amino acid metabolism in cytotoxic samples. 

When the red arrow is up, the corresponding metabolite is more abundant in cytotoxic samples than in 

non-cytotxic samples. When the red arrow is down, the corresponding metabolite is less abundant in 

cytotxic samples than in non-cytotxic samples. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

Supplementary Figure 1: Fecal metabolome associated with fecal pH.  

O-PLS model was used to correlate fecal pH with fecal metabolome determined by 
1
H-NMR. The plot 

of the scores (T) versus the fecal pH is shown on the left side and the loading plot colored according to 

the correlation coefficient (r
2
) with fecal pH is presented on the right side. The vertical arrow indicates 

the pH value (from low to high pH). A: acetate (1.92), BUT: butyrate (0.89), ET: ethanol (1.18), G: 

glucose (5.24), LAC: lactate (1.33). Numerical values in brackets indicate representative chemical shifts 

in ppm. This plot shows that a low fecal pH is associated with high concentrations of butyrate, lactate, 

ethanol and glucose.  
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SUPPLEMENTARY TABLES 

Supplementary Table 1: Subjects baseline characteristics.!

Baseline corresponds to the end of the 2-weeks period of dietary normalization (run-in). Data presented 

are mean ± SEM. The effect of group was tested with ANOVA. NS: not significant (P > 0.05). MD: 

maltodextrin group, CAS: casein group, SOY: soy protein group. SCFA: short chain fatty acids, AA-

derived SCFA: amino acid derived SCFA (sum of isovalerate, isobutyrate and valerate), SIgA: secretory 

immunoglobulin A, PAG/creat: ratio of the urinary concentration of phenylacetylglutamine and 

creatinine, IL-8: interleukin-8, IFN-γ: interferon γ, TNF-α: tumor necrosis factor α. 

 
 MD CAS SOY P  

Number of participants 13 12 13 - 

Number of Males 4 3 6 - 

Age (years) 31 ± 2 28 ± 1 31 ± 2 NS 

Body mass index (kg/m
2
) 27.10 ± 0.41 28.27 ± 0.41 27.36 ± 0.42 NS 

Dietary intakes     

           Energy (Kcal/day) 2035 ± 163 1932 ± 95 2332 ± 127 NS 

           Protein (% energy) 18.2 ± 0.4 16.9 ± 0.7 16.4 ± 0.6 NS 

           Uremia (mmol/L) 4.42 ± 0.25 4.32 ± 0.25 4.12 ± 0.28 NS 

           Carbohydrate (% energy) 47.4 ± 2.1 51.3 ± 1.6 51.2 ± 1.3 NS 

           Fat (% energy) 31.2 ± 1.9 28.9 ± 1.4 29.5 ± 1.1 NS 

           Fiber (g/day) 20.0 ± 1.5 22.3 ± 1.8 25.4 ± 1.7 NS 

Fecal parameters      

           Water content (%) 70.5 ± 2.4 73.7 ± 2.6 74.3 ± 2.3 NS 

           pH 6.45 ± 0.15 6.40 ± 0.16 6.53 ± 0.15 NS 

           Acetate (% total SCFA) 55.3 ± 2.4 52.2 ± 2.4 53.6 ± 1.0 NS 

           Propionate (% total SCFA) 14.8 ± 1.2 19.9 ± 2.4 18.7 ± 1.1 NS 

           Butyrate (% total SCFA) 14.8 ± 2.0 17.6 ± 2.5 17.2 ± 1.8 NS 

           Isobutyrate (% total SCFA) 2.5 ± 0.4 2.2 ± 0.4 2.5 ± 0.4 NS 

           Isovalerate (% total SCFA) 9.2 ± 2.6 4.6 ± 0.8 5.2 ± 1.0 NS 

           Valerate (% total SCFA) 3.4 ± 0.6 3.4 ± 0.7 2.6 ± 0.4 NS 

           AA-derived SCFA (% total) 15.1 ± 2.6 10.3 ±1.4 10.3 ± 1.4 NS 

           Ammonia (µg/g) 177.08 ± 20.12 247.05 ± 39.58 268.63 ± 51.76 NS 

           p-cresol (µg/g) 58.18 ± 11.33 37.85 ± 10.03 43.28±10.44 NS 

           Fecal calprotectin (µg/g) 26 ± 4 18 ± 2 26 ± 7 NS 

           SIgA (µg/g) 315.75 ± 115.93 414.31 ± 118.18 248.99 ± 58.50 NS 

              Cytotoxicity (% viability) 54.4 ± 10.9  31.2 ± 12.7 59.9 ± 12.6 NS 

Urinary parameter     

           PAG/creat (µmol/mmol) 4.04 ± 1.07 1.89 ± 0.41  2.67 ± 0.58 NS 

Mucosal cytokines     

           IFN-γ (µg/g protein) 28.93 ± 6.71 15.80 ± 6.22 17.16 ± 7.52 NS 

           IL-8 (µg/g protein) 25.08 ± 4.24 22.14 ± 2.68 20.40 ± 1.97 NS 

          TNF-α (µg/g protein) 177.11 ± 36.87 210.52 ± 46.11 194.81 ± 55.24 NS 
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Supplementary table 6:  Confirmation of microarray data by qPCR.  

Expression levels of selected genes of interest measured by microarray were correlated to their 

expression levels assessed by qPCR (Log transformed). ρ: Spearman coefficient of correlation. P < 0.05 

was considered significant. Col3a1: collagen type III alpha 1, Tagln: transgelin, Gstm2: glutathione S-

transferase Mu 2, Chrm3: cholinergic receptor muscarinic 3, Muc17: mucin 17. 

  

Gene name ρ P-value 

Col3a1 0.58 <0.001 

Tagln 0.58 <0.001 

Gstm2 0.50 <0.001 

Chrm3 0.30 0.014 

Muc17 0.81 <0.001 
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Supplementary Table 7:  Digestive diseases related functions significantly enriched in the set of 

differentially expressed genes in the rectal mucosa after the dietary intervention. 

Significantly enriched functions in the sets of genes regulated by the dietary interventions were 

identified with Ingenuity Pathway Analysis software (P-value of enrichment < 0.05, more than 3 genes 

implicated in each function). CAS: casein group, SOY: soy protein group, MD: maltodextrin group. NS: 

not significant (P > 0.05). 

 

 P-value of enrichment 

Digestive diseases related functions CAS SOY MD 

Cecum adenocarcinoma 0.010 0.008 NS 

Colon adenocarcinoma 0.003 0.007 NS 

Colon cancer 0.002 0.011 NS 

Colon carcinoma 0.003 0.007 NS 

Colorectal adenocarcinoma 0.004 0.008 NS 

Colorectal carcinoma 0.004 0.010 NS 

Epithelial cancer 0.006 <0.001 NS 

Gastrointestinal adenocarcinoma 0.010 0.010 NS 

Gastrointestinal carcinoma 0.004 0.015 NS 

Infection of epithelial cell lines 0.015 0.002 NS 

Neoplasia of epithelial tissue 0.004 <0.001 NS 

Tumorigenesis of intestine NS 0.011 NS 

Proliferation of epithelial cell lines NS 0.016 NS 

Progression of digestive organ tumor <0.001 NS NS 

Colon tumor 0.002 NS NS 

Colorectal adenoma 0.002 NS NS 

Breast or colorectal cancer 0.005 NS NS 

Colorectal neoplasia 0.005 NS NS 

Gastrointestinal tract cancer and tumors 0.006 NS NS 

Colorectal cancer 0.007 NS NS 

Gastrointestinal tract cancer 0.007 NS NS 

Senescence of colon cancer cell lines 0.029 NS NS 

Proliferation of colon cancer cell lines 0.036 NS NS 

Digestive system cancer 0.038 NS NS 

Invasion of epithelial cell lines 0.048 NS NS 



Supplementary Table 8: Amino acid composition of the protein isolates used for supplementation.  

The amino acid compositions of the experimental protein isolates were provided by the suppliers. CAS: 

casein, SOY: soy protein isolate, EAA: essential amino acid, BCAA: branch-chain amino acid.  

 g/100 g protein 

Amino acid CAS SOY 

Alanine  4.8 4.3 

Arginine 2.7 7.6 

Aspartate + Asparagine 10.9 11.6 

Cystein / Cystine 2.7 1.3 

Glutamate + Glutamine 16.6 19.1 

Glycine 1.8 4.2 

Histidine (EAA) 2.0 2.6 

Isoleucine (BCAA-EAA) 5.5 4.9 

Leucine (BCAA-EAA) 12.1 8.2 

Lysine (EAA) 9.6 6.3 

Methionine (EAA) 2.2 1.3 

Phenylalanine (EAA) 3.7 5.2 

Proline 5.2 5.1 

Serine 4.5 5.2 

Threonine (EAA) 5.1 3.8 

Tryptophan (EAA) 2.1 1.3 

Tyrosine 3.5 3.8 

Valine (BCAA-EAA) 5.0 5.1 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES  

 

Le but de ce travail de thèse était de caractériser les effets de l’apport en protéines sur l’écosystème 

du gros intestin. Chez l’homme, les régimes HP n’ont pas eu d’effets marqués sur la composition du 

microbiote fécal. Néanmoins, un apport élevé en protéines a augmenté les concentrations fécales et 

urinaires en métabolites bactériens dérivés des AA et a diminué la concentration fécale en butyrate. De 

plus, les effets des régimes HP sur les métabolites bactériens étaient différents selon la source de 

protéines utilisée. Parmi les métabolites bactériens dérivés des AA, les résultats obtenus dans des 

modèles pré-cliniques montrent que le H2S et le p-cresol sont toxiques pour l’épithélium du côlon 

lorsqu’ils sont présents en concentration élevée. Enfin, chez le rat et chez l’homme, les régimes HP ont 

régulé l’expression de gènes participants à des fonctions importantes dans l’épithélium et dans la 

muqueuse du gros intestin, respectivement. Toutefois, sur la base des paramètres mesurés, ces 

modifications n’étaient pas associées à des effets délétères au niveau de la muqueuse.  

 

Apport en protéines et composition du microbiote 

 

En cas d’apport élevé en protéines, la quantité de composés azotés (protéines et peptides 

principalement) parvenant au niveau du gros intestin augmente (6). Pour un individu consommant 2500 

Kcal par jour, un régime NP (15% de l’énergie apportée par les protéines) correspond à une 

consommation d’environ 94 grammes de protéines par jour. En cas de régime HP (30% de l’énergie 

apportée par les protéines), la consommation de protéines est d’environ 188 grammes par jour. 

Théoriquement, pour une source de protéines digestible à 95 % (protéines de lait par exemple), 4,7 et 

9,4 grammes de protéines alimentaires arrivent dans le côlon chaque jour dans le cas du régime NP et 

HP, respectivement. En comparaison, il est estimé qu’entre 6 et 12 grammes de protéines endogènes 

arrivent chaque jour dans la lumière du côlon (5). Ainsi le régime HP entraine une augmentation 

théorique modeste mais significative de la quantité de protéines disponibles pour le microbiote (entre 

+30 et + 40 % environ par rapport au régime NP, selon la quantité de protéines endogènes).  

 

 L’effet de l’alimentation sur la composition du microbiote serait principalement lié à la 

modification des substrats présents dans la lumière du gros intestin, les espèces bactériennes les plus 

adaptées à ce nouvel environnement étant favorisées (96). Pourtant, dans notre étude chez l’homme, les 

régimes HP n’ont pas eu d’effets majeurs sur la composition du microbiote fécal alors qu’ils ont 

probablement entrainé une augmentation de la quantité de protéines disponibles pour le microbiote. 

Néanmoins, cette augmentation est théoriquement de seulement quelques grammes de protéines. Lors 

des régimes HP, les glucides indigestibles (20 - 60 grammes par jour) (109) sont donc probablement 

présents dans la lumière du gros intestin en quantité largement supérieure aux protéines. La modification 
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des substrats présents induite par les régimes HP n’est donc peut-être pas suffisante pour induire des 

répercussions détectables sur la composition du microbiote. Cependant, le faible nombre de participants 

et la grande variabilité interindividuelle observée pourraient masquer d’éventuels effets discrets de 

l’apport en protéines sur la composition du microbiote. Ces résultats sont en contradiction avec plusieurs 

études sur des modèles animaux démontrant qu’un régime HP modifie la composition en bactéries 

(11,101,205). Ces différences pourraient être liées à la moindre variabilité interindividuelle de 

composition du microbiote et au meilleur contrôle des conditions expérimentales (95). 

 

 Lors de l’étude clinique, les sachets de protéines ou de maltodextrine étaient fournis aux 

participants et les apports en macronutriments, en fibres et en énergie étaient contrôlés. Néanmoins, il 

persistait une grande disparité quant aux aliments consommés par les participants. Il est possible que 

cela ait contribué à l’importante variabilité inter-individuelle observée au niveau de la composition du 

microbiote. Bien que difficile à mettre en place, l’idéal serait de faire une nouvelle étude clinique sur un 

plus grand nombre de sujets et dans laquelle l’alimentation serait plus strictement uniformisée. Enfin, 

l’analyse de la composition du microbiote adhérant à la muqueuse (associé aux biopsies rectales) est en 

cours et fournira des données plus représentatives de la situation à proximité de la muqueuse du côlon. 

 

Apport en protéines et métabolites bactériens 

 

 Les régimes HP chez l’homme ont eu un effet marqué sur les concentrations fécales et urinaires 

des métabolites produits par les bactéries intestinales. Dans la mesure où la composition du microbiote 

n’est pas modifiée, il est très probable que les effets des supplémentations en protéines sur les 

concentrations en métabolites bactériens soient principalement liés à une augmentation de la 

disponibilité en protéines et en peptides dans la lumière du gros intestin. Cette hypothèse est cohérente 

avec l’augmentation des concentrations en métabolites bactériens dérivés des AA lors des régimes HP 

observée lors de notre étude chez l’homme. La diminution de la concentration fécale de butyrate lors 

des régimes HP est plus difficile à expliquer. Des études in vitro d’incubation de bactéries intestinales 

avec différentes concentrations en protéines et en présence de glucides indigestibles (principaux 

précurseurs du butyrate) permettraient de mieux interpréter ce résultat. Pour approfondir, il serait 

intéressant d’étudier les effets de l’intervention nutritionnelle sur l’expression des gènes des bactéries 

intestinales (métatranscriptome) afin de mieux caractériser la réponse du microbiote au régime HP. Cette 

approche pourrait être combinée avec la mesure in vitro d’activités enzymatiques liées à la dégradation 

des AA par le microbiote. 

 

 Les deux sources de protéines utilisées lors des régimes HP chez l’homme ont été choisies en 

raison de leurs différences de digestibilité décrite dans la littérature (24,27). Notre hypothèse était que 
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la moindre digestibilité des protéines de soja par rapport aux caséines (90 et 95 %, respectivement) 

entrainerait un passage deux fois plus important de protéines alimentaires dans le côlon dans le cas des 

protéines de soja (10 et 5 %, respectivement) et donc une dégradation bactérienne des AA plus 

importante. Les données obtenues ne confirment pas cette hypothèse, les marqueurs de dégradation des 

AA par les bactéries étant augmentés à un niveau similaire quelle que soit la source de protéines 

consommée lors des régimes HP. Toutefois, les sources de caséines et de protéines de soja utilisées lors 

de l’étude clinique ne sont pas les mêmes que lors des études dans lesquelles la digestibilité de ces 

protéines a été étudiée (24,27). Il est donc envisageable que la différence de digestibilité entre les deux 

sources de protéines ne soit pas aussi importante que celle anticipée. Néanmoins, la source de protéines 

a clairement eu un effet sur la nature des métabolites bactériens affectés par les régimes HP. Ces 

différences sont probablement majoritairement dues à la composition distincte en AA des protéines de 

soja et des caséines. Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier la production de 

métabolites lors de l’incubation in vitro de bactéries intestinales avec un mélange d’AA mimant la 

composition des protéines de soja ou des caséines 

 

Effets de l’apport en protéines sur la muqueuse du gros intestin 

 

Les résultats obtenus montrent que la consommation d’un régime HP pendant quelques 

semaines n’induit pas d’effets délétères sur la muqueuse du gros intestin. En effet, chez l’homme, les 

paramètres inflammatoires et histologiques étaient normaux après la consommation des régimes HP. 

Chez le rat, aucun effet délétère significatif en termes de dommages à l’ADN, de renouvellement de 

l’épithélium et de fonction barrière n’était décelable. Pourtant, nos résultats obtenus chez l’homme 

suggèrent fortement que, lors des régimes HP, l’exposition de l’épithélium aux métabolites bactériens 

dérivés des AA était augmentée et certains de ces métabolites sont des composés délétères pour la 

muqueuse (p-cresol par exemple), lorsqu’ils sont testés individuellement. De plus, la diminution de la 

concentration fécale de butyrate observée lors des régimes HP pourrait s’accompagner d’effets délétères, 

compte tenu des effets bénéfiques généralement attribués à cet AGCC aux concentrations 

physiologiques (117).  

 

Bien que le niveau d’apport en protéines n’ait pas affecté la cytotoxicité des eaux fécales dans 

notre étude chez l’homme, les changements d’environnement luminal mesurés semblent plutôt 

défavorables, du moins à première vue. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer pourquoi, sur la base 

des paramètres mesurés, l’intégrité de la muqueuse est maintenue lors des régimes HP.  
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Premièrement, la toxicité des métabolites bactériens dérivés des AA est souvent observée 

seulement à une concentration élevée. Il est donc possible que l’augmentation de leur concentration lors 

des régimes HP ne soit pas suffisante pour dépasser le seuil de toxicité. Dans le cas du H2S, la 

concentration luminale mesurée chez les rats nourris avec un régime HP était d’environ 0,4 mM alors 

que nous avons observé des effets pro-inflammatoires de ce métabolite seulement à partir de 1,5 mM 

dans le modèle d’instillation chez le rat.  

 

Deuxièmement, tous les métabolites bactériens dérivés des AA ne sont pas délétères. Au 

contraire, certains métabolites tels que les composés indoliques ont des propriétés immuno-régulatrices 

et renforcent la fonction barrière (150,152). Il est donc possible que les effets délétères pour la muqueuse 

de certains métabolites bactériens soient contrebalancés par les effets bénéfiques d’autres métabolites, 

maintenant ainsi un état d’équilibre dans la muqueuse, par exemple entre les signaux pro et anti-

inflammatoires. Cette hypothèse pourrait être vérifiée sur des colonocytes in vitro lors de co-incubations 

avec des métabolites aux effets divergents.  

 

  Troisièmement, il est possible que l’épithélium du côlon mette en place des adaptations 

permettant de limiter les effets toxiques de certains métabolites bactériens dérivés des AA lors des 

régimes HP. Par exemple, nous avons observé que le gène de la première enzyme du complexe de 

détoxication du H2S (Sqr) était surexprimé lors d’un régime HP chez le rat. Cette adaptation pourrait 

entrainer une augmentation de la capacité de détoxication du H2S par les colonocytes, limitant ainsi sa 

concentration intracellulaire. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en déterminant si les effets du H2S 

lors des régimes HP sont amplifiés chez des animaux déficients en Sqr spécifiquement dans les 

colonocytes. De la même manière, l’augmentation de l’activité de la glutamine synthétase dans les 

colonocytes de rats nourris avec un régime HP (9) pourrait refléter une augmentation de leur capacité à 

détoxiquer le NH4
+
 en glutamine. Les systèmes de détoxication des métabolites bactériens dérivés des 

AA pourraient donc être inductibles dans les colonocytes. Enfin, il est envisageable que l’augmentation 

de l’expression des gènes de mucines observée dans le côlon lors d’un régime HP chez le rat ou chez le 

porc (10,99) induise une augmentation de la sécrétion de mucus associée à une diminution de 

l’exposition de l’épithélium aux composés luminaux. Pour vérifier cette hypothèse du rôle protecteur 

d’une augmentation de la sécrétion de mucus lors des régimes HP, il serait intéressant de nourrir des 

souris déficientes en mucines (Muc2 par exemple) avec un régime HP et d’observer les effets sur la 

muqueuse du côlon. 

 

 Chez le rat et chez l’homme, les régimes HP ont clairement régulé l’expression de nombreux 

gènes dans l’épithélium colique et dans la muqueuse rectale, respectivement. L’amplitude des 

changements d’expression de gènes induits par les régimes HP était limitée mais cette observation est 
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cohérente avec d’autres études cliniques d’intervention nutritionnelles montrant des régulations 

relativement subtiles au niveau transcriptomique (206). Cependant, collectivement, ces changements 

d’expressions modestes peuvent avoir un sens biologique, révélé par les analyses fonctionnelles (207). 

En effet, les gènes régulés par les régimes HP participent à des fonctions communes et jouent des rôles 

essentiels dans le renouvellement de l’épithélium et pour l’homéostasie de la muqueuse. Ces régulations 

d’expression de gènes dans la muqueuse du gros intestin induites par les régimes HP pourraient refléter 

la réponse aux changements d’environnement luminaux mais également les processus adaptatifs 

associés.  

 

Il est probable que certains métabolites bactériens, dont les concentrations sont affectées par le 

niveau d’apport en protéines, soient impliqués dans cette régulation de l’expression génique. Par 

exemple, lors des régimes HP chez l’homme, la diminution de la concentration luminale de butyrate 

pourrait réguler l’expression de gènes dans les colonocytes via une diminution de l’inhibition des 

histones déacétylases par cet AGCC (117). Néanmoins, pour la majorité des métabolites bactériens dont 

la concentration est modifiée par le régime HP, les effets sur l’expression des gènes dans l’épithélium 

du gros intestin ne sont pas connus. De nouvelles études in vitro sont donc nécessaires pour caractériser 

les effets des nombreux métabolites bactériens dérivés des AA sur l’épithélium. Il serait également 

intéressant d’étudier les effets des régimes HP sur le transcriptome des colonocytes chez des animaux 

axéniques ou traités avec des antibiotiques de manière à mieux identifier le rôle du microbiote et des 

métabolites bactériens.  

 

Enfin, il est également possible que la régulation de l’expression des gènes dans les colonocytes 

lors des régimes HP soit en partie liée à une augmentation de la concentration artérielle en AA. Pour 

tester cette hypothèse, l’expression de gènes pourrait être analysée dans des colonocytes polarisés 

cultivés in vitro en présence de concentrations élevées en AA à leur pôle basal. Par ailleurs, le profil 

transcriptomique observé dans la muqueuse du côlon lors des régimes HP pourrait également refléter 

les potentielles adaptations de la muqueuse du côlon au changement d’environnement luminal. Par 

exemple, le profil d’expression de gènes observé chez les rats nourris avec un régime HP semble refléter 

une diminution de l’exposition aux composés luminaux, peut-être en raison de l’augmentation de 

l’expression des gènes de mucines dans ce modèle. En effet, le régime HP a induit une diminution des 

gènes impliqués dans des mécanismes de protection contre les composés luminaux potentiellement 

toxiques dans les colonocytes (métabolisme du glutathion, réparation de l’ADN, voie de signalisation 

NF-κB, fonction barrière).  

 

En conclusion, nous proposons que la combinaison des effets des métabolites délétères, des 

métabolites bénéfiques et des possibles mécanismes adaptatifs se compensent et permettent le maintien 



 

 

 

!

201 

de l’homéostasie dans la muqueuse du gros intestin (Figure 33). La signature transcriptomique induite 

par les régimes HP pourrait dans ce contexte refléter un nouvel état d’équilibre dont la stabilité, en 

particulier à long terme, reste à explorer.  

 

 

Figure 33 : Représentation schématique des mécanismes hypothétiques expliquant le maintien de 

l’intégrité de la muqueuse du gros intestin et la signature transcriptomique associée lors des régimes 

hyperprotéiques. 

 

Apport en protéines et pathologies digestives  

 

 Comme décrit dans l’introduction, certaines études épidémiologiques ont montré une corrélation 

positive entre le niveau d’apport en protéines et l’incidence ou le risque de rechute des MICI (204). La 

principale hypothèse proposée pour expliquer cette association repose sur l’augmentation de la 

concentration fécale en H2S observée chez l’homme lors d’un régime HP (171,186). En effet, nos 

données montrent que le H2S est toxique pour les cellules épithéliales coliques lorsqu’il est présent en 

concentrations élevées. Néanmoins, nous n’avons pas observé d’augmentation de la concentration 

luminale en H2S lors d’un régime HP chez le rat, malgré une augmentation de l’expression du gène de 

la Sqr dans les colonocytes de ces animaux, suggérant que l’exposition de l’épithélium au H2S était 

augmentée lors des régimes HP, au moins transitoirement. Il est possible que, chez le rat, l’augmentation 

de la quantité de contenu du gros intestin lors d’un régime HP limite l’augmentation de la concentration 

de H2S. Ces données suggèrent, que dans ce modèle animal, des mécanismes adaptatifs permettent 

d’éviter de brusques modifications des concentrations luminales des métabolites bactériens délétères. 

Au-delà des limites liées à la courte durée des études (2 semaines chez le rat, 3 semaines chez l’homme), 

il est possible qu’un apport élevé en protéines per se ne soit pas le facteur déclencheur de ces pathologies, 
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mais plutôt un facteur aggravant. Par exemple, en situation de perturbation de la fonction barrière de la 

muqueuse du côlon (comme souvent documenté dans les MICI), les potentiels effets délétères des 

régimes HP pourraient être amplifiés en raison d’une plus grande accessibilité des métabolites bactériens 

dérivés des AA à l’épithélium. En effet, une étude récente réalisée au laboratoire avec un modèle de 

RCH chimio-induite chez la souris montre que la consommation d’un régime HP augmente 

l’inflammation, la perte de poids et la mortalité lors de la phase de résolution de l’inflammation par 

rapport à un régime NP (208).  

 

En raison de ses propriétés génotoxiques in vitro, le p-cresol pourrait causer des mutations dans 

l’ADN des colonocytes et ainsi perturber l’homéostasie du renouvellement de l’épithélium. Le type de 

mutations éventuellement lié à la présence excessive de ce métabolite bactérien reste à identifier, 

notamment en ce qui concerne les étapes d’initiation du cancer du colorectal (209). Néanmoins, les 

données épidémiologiques montrent qu’il n’existe pas de lien convaincant entre un apport en protéines 

élevé et le risque de cancer du côlon (210,211). De plus, les études expérimentales portant sur les effets 

de l’apport en protéines sur la cancérogénèse colique ont mené à des conclusions discordantes, peut-être 

en raison de la grande variété de quantité et de sources de protéines alimentaires testées (212). Au 

contraire, le lien entre consommation de viande rouge et incidence du cancer du côlon est avéré (213). 

Etant donné que la teneur en protéines est similaire dans la viande rouge et la viande blanche (1), ce 

facteur ne semble pas pouvoir expliquer l’effet spécifique de la viande rouge. D’autres composés de la 

viande rouge tels que l’hème, les composés produits lors de la cuisson et les nitrosamines ont été 

impliqués dans la cancérogénèse colique (195). Cependant, il est concevable que l’utilisation par le 

microbiote des protéines de la viande rouge génère des composés toxiques agissant en synergie avec 

l’hème (209). Récemment, il a été montré que le H2S produit par le microbiote favoriserait l’accès de 

l’hème à l’épithélium en déstabilisant la couche de mucus (184). Ainsi, un apport élevé en protéines 

pourrait être un facteur non suffisant mais favorisant la cancérogénèse colique. Pour vérifier ces 

hypothèses, il serait intéressant de tester chez l’animal les éventuels effets synergiques d’un apport élevé 

en protéines avec un apport élevé en hème.   

 

Limites liées aux conditions expérimentales 

 

L’utilisation du modèle rat pour étudier les effets les effets des régimes HP au niveau du gros 

intestin présente bien entendu plusieurs limites. Premièrement, les réactions de fermentation des 

glucides et des protéines sont très actives dans le cæcum chez le rat (11,137). Chez l’homme, la partie 

proximale du gros intestin (cæcum peu développé) est aussi un site de dégradation des glucides, mais la 

dégradation des protéines a principalement lieu dans la partie la distale du gros intestin (151). Ces 

différences anatomiques entre l’homme et le rat ont probablement des conséquences en terme 
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d’exposition de l’épithélium du gros intestin aux métabolites bactériens. Deuxièmement, le régime HP 

induit chez le rat une augmentation de la quantité de contenu dans le gros intestin en raison d’une 

augmentation de la quantité d’eau, ce qui modifie les concentrations luminales en métabolites bactériens 

(9,11). Au contraire, chez l’homme nous avons observé une corrélation négative entre le niveau d’apport 

en protéines et la teneur en eau dans les fèces, comme précédemment observé dans une autre étude (13). 

Cette différence est une limite aux comparaisons des résultats obtenus chez les deux espèces. 

Troisièmement, les échantillons analysés chez le rat sont difficilement accessibles chez l’homme. Par 

exemple, les contenus du gros intestin et les colonocytes ont été étudiés chez le rat alors que les fèces et 

la muqueuse rectale ont été analysés chez l’homme. Les résultats obtenus ne sont donc pas directement 

comparables et cela pourrait expliquer certaines des différences observées.  

 

De plus, les résultats obtenus doivent être interprétés en considérant la durée des régimes HP 

expérimentaux (2 semaines chez le rat et 3 semaines chez l’homme). Les effets observés sur la muqueuse 

du gros intestin sont donc des modifications induites par des régimes de relativement courte durée. Il est 

prévu de tester au laboratoire les effets des régimes HP pendant plusieurs mois chez le rat. En ce qui 

concerne les expériences sur volontaires, il est plus difficile d’envisager des expériences à long terme, 

sachant que le suivi des consignes nutritionnelles par les volontaires a tendance à diminuer avec la durée 

de l’intervention. Néanmoins, les niveaux d’apports en protéines testés sont très élevés (55 % et 30 % 

de l’énergie chez le rat et l’homme, respectivement) et correspondent aux niveaux de consommations 

atteints dans la population lors de régimes HP amaigrissants (2). La durée de ce type de régime varie 

généralement de quelques jours à un mois (2), les durées choisies pour les protocoles expérimentaux 

sont donc dans l’ordre de durée de ces pratiques alimentaires.  

 

Les protocoles des études nutritionnelles chez l’animal et chez l’homme ont été conçus de 

manière à faire varier le minimum de paramètres simultanément. Pour cela, des régimes isocaloriques 

ont été choisis. En raison de cette contrainte, l’augmentation de l’apport en protéines a dû être compensé 

par la diminution de l’apport d’un des deux autres macronutriments. Les glucides ont été diminués 

puisqu’il s’agit de la situation la plus courante lors des régimes HP chez l’homme (2). Il est donc 

impossible d’exclure que certains des effets observés lors des régimes HP soient partiellement liés à la 

diminution de l’apport en glucides. Les conditions expérimentales choisies (régimes isocaloriques, 

riches en protéines, pauvres en glucides, apport en fibres identique entre les groupes) ont donc permis 

d’isoler le mieux possible l’effet de l’apport en protéines et de réduire les facteurs de confusions. 

Cependant, cette démarche de contrôle des conditions expérimentales entraine une situation moins 

proche des pratiques dans la population. En effet, un apport élevé en protéines est généralement associé 

à une restriction en calorie et en fibres (2). Il est probable que les effets des régimes HP observés au 

niveau du côlon puissent être amplifiés lorsqu’ils sont liés à une réduction des apports en fibres (122). 
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Enfin, en cas de restriction calorique la quantité absolue de protéines ingérées lors d’un régime HP n’est 

pas nécessairement plus élevée comparativement à un régime normoprotéique (16).  

 

Conclusion 

 

 Ce projet de thèse a été conçu dans le cadre de l’évaluation du rapport bénéfice-risque des 

régimes HP. Chez les personnes en surpoids ou obèses, la perte de poids permet une réduction des 

comorbidités associées. Parmi les stratégies nutritionnelles utilisées, les régimes HP entrainent une perte 

de poids et l’amélioration de divers paramètres métaboliques, au moins à court terme (16). De ce point 

de vue, les régimes HP peuvent donc être considérés comme bénéfiques. Néanmoins, les effets des 

régimes HP au niveau du gros intestin incitent globalement à la prudence. Bien que les régimes HP ne 

semblent pas induire d’effets délétères à court terme, il est certain que l’environnement luminal du côlon 

est modifié par les régimes HP et que de multiples modifications ont lieu dans la muqueuse, 

essentiellement au niveau de l’expression des gènes. Les conséquences des régimes HP consommés de 

manière prolongée ou répétée pourraient être plus marquées et de nouvelles études à ce sujet sont 

nécessaires. Les données obtenues au cours de cette thèse montrent aussi que les effets des régimes HP 

au niveau du côlon peuvent être modulés par la source de protéines utilisée. Bien que d’autres 

expériences soient nécessaires pour identifier les sources optimales de protéines pour la santé de la 

muqueuse du gros intestin, ce paramètre devrait être pris en compte dans l’élaboration des régimes HP 

afin d’en limiter les effets potentiels indésirables au niveau du gros intestin.   

   

 Les travaux présentés dans ce manuscrit se limitent aux effets de l’apport en protéines 

alimentaires sur la dégradation des AA par le microbiote, mais d’autres facteurs régulant le passage de 

protéines dans le côlon pourraient perturber cette activité métabolique. Par exemple, il a été montré que 

les marqueurs de dégradation des protéines par les bactéries (putrescine, p-cresol, indoxyl sulfate) sont 

augmentés chez des rats opérés de chirurgie bariatrique (214), probablement en raison d’une 

augmentation de la disponibilité en AA pour le microbiote dans ce modèle. D’autres situations telle 

qu’une insuffisance pancréatique pourrait également entrainer une augmentation de la dégradation des 

AA par les bactéries et potentiellement exacerber ses effets sur la santé, notamment au niveau du côlon 

(31). Dans cette thèse, les effets des métabolites bactériens dérivés des AA ont été étudiés uniquement 

au niveau du gros intestin. La présence de certains de ces métabolites dans les urines suggère néanmoins 

qu’ils pourraient également avoir des effets périphériques sur d’autres organes. En effet, il a été montré 

que les concentrations urinaires des dérivés du p-cresol et de l’indole sont plus élevées dans les urines 

des personnes atteintes de maladies rénales chroniques et que ces métabolites sont toxiques pour 

l’épithélium du rein (149). Par ailleurs, la concentration fécale en AGCB est élevée chez les femmes 

atteintes d’anorexie (215), l’excrétion urinaire de p-cresyl sulfate est élevée chez les enfants autistes 
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(216) et les centenaires excrètent davantage de phénylacetylglutamine et de p-cresyl sulfate dans les 

urines que les personnes plus jeunes (217). Ces observations sont intrigantes mais le rôle causal de 

l’augmentation de la dégradation des AA par le microbiote dans ces situations physio-pathologiques est 

inconnu et fait l’objet de nombreuses spéculations. Il est également possible que cette augmentation des 

concentrations de métabolites bactériens issus de la dégradation des AA soit simplement le reflet de 

modifications du niveau d’apport en protéines ou du temps de transit chez ces personnes (85) et ces 

aspects devraient être pris en compte. Cependant, dans toutes ces situations où la dégradation des 

protéines par le microbiote est perturbée, il est envisageable que l’exposition de l’épithélium du côlon 

aux métabolites bactériens dérivés des AA soit augmentée et donc que la physiologie et le métabolisme 

de la muqueuse se trouvent modifiés.  
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Effets des régimes hyperprotéiques et des métabolites bactériens dérivés des acides aminés 

 sur la muqueuse du gros intestin 

Mots clés : protéines alimentaires, microbiote intestinal, métabolites bactériens, muqueuse du côlon 

Résumé : Les régimes hyperprotéiques sont 

couramment consommés mais les conséquences 

au niveau du gros intestin sont peu connues. 

L’objectif de la thèse était d’étudier les effets des 

régimes hyperprotéiques et des métabolites 

bactériens dérivés des acides aminés sur la 

muqueuse du gros intestin 

Une série d’expérimentations animales et in vitro 

a permis de montrer que deux métabolites 

bactériens dérivés des acides aminés (le sulfure 

d’hydrogène et le p-cresol) sont toxiques pour 

l’épithélium lorsqu’ils sont présents en 

concentration élevée. Les résultats obtenus lors 

d’une étude clinique montrent que la quantité et 

la qualité des protéines alimentaires n’ont pas 

d’effets marqués sur la composition du 

microbiote fécal mais modifient les 

concentrations fécales et urinaires en métabolites 

bactériens. 

 

Ces modifications de l’environnement luminal 

du gros intestin n’étaient pas associées à une 

augmentation de la cytotoxicité des eaux fécales 

in vitro. Néanmoins, dans la muqueuse rectale, 

l’augmentation de l’apport en protéines a régulé 

l’expression de gènes impliqués dans le 

maintien de l’homéostasie et ces effets étaient 

distincts en fonction de la source de protéines 

utilisée. Toutefois, le niveau d’apport en 

protéines n’a pas eu d’effet sur les paramètres 

inflammatoires et histologiques dans la 

muqueuse. Ces résultats ont été complétés par 

une étude chez le rat montrant qu’un régime 

hyperprotéique modifie le transcriptome dans 

les colonocytes mais n’a pas d’effets délétères 

en termes d’intégrité de l’ADN, de 

renouvellement de l’épithélium et de fonction 

barrière.   

 

 

 

 

Effects of high-protein diets and of amino-acid derived bacterial metabolites  

on the large intestine mucosa 

Keywords: dietary protein, gut microbiota, bacterial metabolites, colonic mucosa 

Abstract: High-protein diets are frequently 

consumed but the consequences for the large 

intestine are not well described. The objective of 

this thesis was to evaluate the effects of high-

protein diets and of amino acid derived bacterial 

metabolites on the large intestine mucosa. 

Animal and in vitro studies showed that two 

amino acid derived bacterial metabolites 

(hydrogen sulfide and p-cresol) are toxic for the 

epithelium when present at high concentration. 

The results obtained in a clinical trial indicate 

that quantity and quality of dietary protein do not 

have major effects on the fecal microbiota 

composition but modify the fecal and urinary 

concentration of bacterial metabolites.  

 

These changes in luminal environment were not 

associated with an increase in fecal water 

cytotoxicity in vitro. Nevertheless, in the rectal 

mucosa, the increase in protein intake regulated 

the expression of genes implicated in 

homeostatic processes and these effects were 

modulated by the source of protein. However, 

the level of protein intake had no effect on 

immune and histological parameters in the 

mucosa. These results were completed with a 

study in rats showing a clear transcriptome 

profile in colonocytes induced by a high-protein 

diet but that was not associated with detrimental 

effects in terms of DNA integrity, epithelial 

renewal and barrier function.  

 


