N
N

N

HAL

open science

MECANISMES D’ADAPTATION A LA
DISPONIBILITE EN ACIDES AMINES: ROLE DES
KINASES GCN2 ET mTOR

Julien Averous

» To cite this version:

Julien Averous. MECANISMES D’ADAPTATION A LA DISPONIBILITE EN ACIDES AMINES:
ROLE DES KINASES GCN2 ET mTOR. Sciences du Vivant [g-bio]. Université Clermont Auvergne

(UCA), 2021. tel-04815220

HAL Id: tel-04815220
https://hal.inrae.fr /tel-04815220v1

Submitted on 2 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/tel-04815220v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Lm UNIVERSITE
Clermont Auvergne

UNH

Unité de Nutrition Humaine

@ROTEOSTA???

INRAZ (]

Mémoire en vue de I'obtention de I’

HABILITATION A DIRIGER DES RECHERCHES

soutenue le 21 juin 2021 par

Julien Averous

MECANISMES D’ADAPTATION A LA DISPONIBILITE EN
ACIDES AMINES: ROLE DES KINASES GCN2 ET mTOR

Jean-Marc Brondello
Benoit Roussel
Jean-Marc Lobaccaro
Béatrice Morio

Hervé Guillou

Pierre Fafournoux

Devant le jury composé de

Rapporteur
Rapporteur
Rapporteur
Examinatrice
Examinateur

Examinateur

Chargé de Recherche INSERM, Montpellier.
Chargé de Recherche INSERM, Caen.
Professeur, Université Clermont Auvergne.
Directrice de Recherche INRAE, Lyon.
Directeur de Recherche INRAE, Toulouse.
Directeur de Recherche CNRS, Clermont-Fd






Table des matieres

REMEICIEMENTS ...ttt et e s et e e st e e e e s sr et e e s nr et e e s nr e e e e sannaeeesmnneeesannneeesannneeenan 3
PrEAMDUIE ...ttt et b e b ettt et e bt s b e sae e sane s b e be e b e ns 4
Bilan des travaux de reChEICRE ......cuiiiiiiiee e e e s bbb 7
GENBIALITA ... ettt ettt e e bt e s bt e s bt e e bt e e s b e e e s ab e e st e e s bt e e s abeesbe e e nreesbeeenans 7
Doctorat Equipe Genes Nutriments, Unité de Nutrition et Métabolisme Protéique (2000-2004)..... 8
Régulation de I'expression des génes par les acides aminés .........cccceeeceeeiiciieeeccciee e 8
Régulation de la transcription par la carence en leucine, 'exemple de CHOP. .........cccccvveeeiieeeennneen. 8
De GCN4 a I'Integrated Stress RESPONSE (ISR) ..cceceviiiiiiiiee et 10
Régulation de la stabilité d’un messager par la carence en leucine, I'exemple d’IGFBP1............ 12
POSt-dOCtOrat (2004-2005) ........ccciueeeeieeerireeeiieeeiteeeitteesseessseeesseesasesessseesseesssssesasesessseesssesssssessseeanes 14
Régulation de la traduction par les acides aminés : Etude de la kinase MTOR............cccvveeeeciieeeenne 14
DE MTOR @ MTORCT ...ttt ettt ettt et e sb e s b e st e st st b e e bt e sbeesmeesabeeabeenbeesbeesaeesanenas 14
Projet de recherche et réSUltats........cuuiiiiiiiciiii e e 15
Chargé de recherche INRAE Equipe NSP (2006-2009) ......cccueeiiieeeiieeeieeeiieesieeesireesreesreeesneeesnneenns 17

Impact de la carence en acides aminés sur la différentiation des cellules satellites musculaires 17

Projets en collaboration (2006-2009). ......ccccciuiiieeiiiieeeeiieeeeeiieeeesree e e erreeeeerraeeeesnbaeeeesasaeeeenarenas 18
Bilan de [a période 2006-2009 .........ooeeiiiiieeeiiieeeeciieeeesieeeesitreeeesareeeesabeeeaesabaeeeeanraeeeeanraeeeennreeas 19
Chargé de Recherche INRAE Equipe Proteostasis (2009-préSent)......c.ccccvveervveeecrveerireesireeesveesivneenns 19
Régulation du géne p8 par la voie GCN2/elF2a/ATF4 lors d’une carence en un acide aminé...... 20

Identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance des cellules a une

CAreNCE €N ACKIAES AMINEGS....cuiiiieiiieitte ittt ettt b e s bt sat e st e e beesbe e sbeesaeesabeebeenbeenns 21
Régulation de mTORC1 par la leucine, réle de 1a voie GNC2 .......ccvveeiiciieeiccieee e 25
Régulation de la localisation de mTOR par les acides aminés et la leucine. ......cccccccveeeeeiveeeenneen. 26
Role de GCN2 dans la régulation de mMTORC1 par [a leUCINE .....ccevvieeeciiieeeeeee e 28
Collaboration sur la période 2009-2020.........ccccuieeieiieeeeeiieeeeeireeeeeertreeeeeteeeesesreeeeseseeeesasseeessnnes 31
Stratégie nutritionnelle d’activation de GCN2 ........ccccuviiiiiiiiee e e e e e 32
LG @\ A=y o o] 1Y/ o] 0 1=T 2 Lo RPN 32
oY [ Ao [I Y=Yl T o] o [ TSP 38
Description du projet de reCherche ...... ..o e e 41

1) Identification de protéines végétales pouvant induire la voie de signalisation
GONZ/EIF20/ATFZ ...ttt ettt et e ettt e st et e st e e sa e beeseessesseasaesesseensesteensesesssensessenneas 41

2) Mise au point d’une stratégie d’activation intermittente de la voie GCN2/elF2a/ATF4 par une
protéine végétale déficiente en un acide aminé indispensable...........ccccoceeiieiiiiecciieeccciee e, 42

3) Effet préventif de I'activation intermittente de la voie GCN2/elF2a/ATF4 par une protéine
végétale déficiente en méthionine dans un modeéle d’induction d’obésité ...........ccceevvvevecnnnennn. 44






4) Identifications des fonctions biologiques affectées par des restrictions intermittentes en

différents acides aminés indispensables, évaluation du réle de GCN2 .........ccccceeeeeeviiciiiieeeeeeenn, 45
Y-V o) o1 1o 1A ToT oI I I« To Y'Y 1 0= USSR 46
271 o] [ Lo = =T o] oY1= PP PP 47
CUPTICUIUM VT8 .ttt ettt sttt et et e s bt e s bt e sat e st e e b e e b e e nbeesmeesneeenneenrees 60
BIlan 0 aCHIVIT ...ttt sttt ettt et e nreesheesane e 61






Remerciements

Mes premiers remerciements vont a Pierre a qui je dois beaucoup, depuis ma these effectuée
sous sa direction jusqu’a la rédaction de ce manuscrit. Durant mes années de thése, au travers de son
encadrement, je n’ai pu que confirmer mon souhait d’étre chercheur. J’ai beaucoup appris quant a la
notion d’encadrement et de ce que cela implique. Son soutien moral et scientifique a réellement
contribué a mon recrutement a I’'UNH. Je lui suis reconnaissant de m’avoir permis de revenir au sein de

son équipe pour pouvoir développer mes projets.

Je tiens également a remercier Jean-Marc Brondello, Benoit Roussel et Jean-Marc Lobaccaro
d’avoir accepté d’étre rapporteurs de ce travail. Je vous suis reconnaissant pour le temps consacré a
évaluer mes travaux dans un domaine qui ne vous est pas le plus familier. Jean-Marc L. aura la chance
de se plonger une seconde fois dans le monde de mTOR ! Un grand merci également a Béatrice Morio
et Hervé Guillou d’avoir accepté de compléter ce jury qui, je le regrette un peu, sera en partie

dématérialisé... Il sera donc compliqué de tester I’effet d’un pot d’HDR sur la sécrétion du FGF21.

Je ne pourrai pas citer toutes les personnes de I’'UNH que je tiens a remercier pour leur aide et
leur conseil tout au long de ces deux décennies. J’adresserai tout de méme mes remerciements & Didier

Remond, notre nouveau Directeur d’Unité en lui souhaitant de la réussite dans cette tache ardue.

Evidemment, j’adresse mes remerciements a tous les membres de 1’équipe Proteostasis, de ceux qui
m’ont vu grandir (scientifiquement) aux nouveaux arrivants. J’ai la chance d’évoluer dans une
atmospheére de travail combinant échanges scientifiques (un peu moins en ce moment), de convivialité
(beaucoup moins en ce moment) et de bonne humeur. Alors, par ordre de bureau : merci Cathy et Aurore
de supporter la vue de mon bureau, merci Alain de supporter le supporteur que je suis, merci Val pour
ton aide précieuse et de supporter ma capacité d’improvisation, merci Lolo de supporter mes efforts de
calembours, merci Cécile C de supporter ceux de Lolo, merci Céline de supporter mon anglais dans le
texte, merci Daniel pour ta zénitude. Un grand merci aussi a Daniel, Agnes, Lydie, Christiane, Etienne,
Isabelle, Cyrielle, Cécile, les plus ou moins nouveaux du 4éme pour votre contribution au plaisir de
travailler dans une TGE. Merci aux jeunes qui sont actuellement de passage : Aurore, Fida, Dulce,
Laura, Ghita, Melodie, Audrey, Christian, Ghita, Guillaume, Martin, Maélle, Raphaelle pour le

dynamisme qu’ils apportent ainsi que pour nos effigies.

En cette période, je n’ai pas pu bénéficier du soutien de mes parents et amis, tout a reposé sur
«ma » Céline, un énorme merci pour son dévouement et pour m’avoir préservé de la difficulté d’un

confinement avec nos deux chérubins Ninon et Iban pendant la rédaction de ce manuscrit.






Préambule

Le présent manuscrit vise a exposer le bilan de mes activités de recherche depuis le début de
ma carriére et de présenter un projet de recherche que je souhaite développer dans les années a
venir. Depuis mon doctorat, mes travaux de recherche ont comme principal objectif la
compréhension des mécanismes de régulation des fonctions cellulaires par la disponibilité en
acides aminés. J’ai réalis¢é mon doctorat de 2001 a 2004 a ’INRA de Theix a I’Unité de
Nutrition et Métabolisme Protéique au sein de 1’équipe Génes Nutriments (GN) dirigée par P.
Fafournoux. Mes travaux de thése ont contribué a caractériser le réle de la voie de signalisation
GCN2/elF20/ATF4 (décrite dans 1’encadré ci-dessous) dans la régulation de 1’expression des
genes en fonction de la disponibilité en acides aminés. Afin d’avoir une connaissance plus
globale de la régulation des mécanismes moléculaires par les acides aminés, j’ai effectué mon
post-doctorat dans le laboratoire de Chris Proud a 1’Université de Colombie Britannique a
Vancouver (Canada). La thématique de ce laboratoire était la régulation de la traduction par la
voie de signalisation mMTORC1 qui, outre les acides aminés, integre de nombreux autres signaux
(nutritionnels, hormonaux...). Cette voie connaissait un intérét grandissant (qui n’a fait que se
confirmer par la suite), ce choix obéissait donc en partie a la volonté d’étendre mes possibilités

en terme de candidature a des postes de CR.

L’ouverture d’un poste de CR2 en 2005 a I’'UNH dans 1’équipe de D. Dardevet a représenté une
réelle opportunité dans la mesure ou peu de laboratoires abordaient la thématique des acides
aminés. L’objectif de ce recrutement était de mieux comprendre I’effet signal des acides aminés
sur la physiologie musculaire. Les travaux que j’ai réalisés durant cette période sur la
régénération musculaire ont illustré 1’importance d’approfondir la connaissance des
mécanismes moléculaires régulés par les acides aminés afin de pouvoir caractériser leurs roles
au niveau physiologique. En 2009, cette connaissance était encore limitée, notamment
concernant mTORCI. J’ai donc souhaité orienter mes activités de recherche vers des projets
visant & mieux comprendre, au niveau moléculaire, I’effet signal des acides aminés. Dans cet
objectif, j’ai fait une demande de mobilité interne au sein de I’unité pour intégrer I’équipe Geénes

Nutriments (GN).

Durant la période 2009-2016, les projets que j’ai menés ont contribué a élargir les thématiques
de I’équipe et en particulier, au travers de 1’étude de la voie de signalisation mTORCI et de son
interaction avec la voie GCN2. Cette expertise concernant la voie mTORCL1 est nécessaire dans

la mesure ou cette derniére est considérée comme la voie de régulation majeure des fonctions






cellulaires par la disponibilité en acides aminés. 1l peut donc étre important de prendre en
compte la voie mMTORCL1 dans des projets visant a étudier le réle de la voie GCN2 dans des

situations physiologiques ou physiopathologiques.

Dans I’optique de caractériser la contribution de la voie GCN2 a des situations physiologiques/
physiopathologiques, la question de la pertinence d’étudier une voie activée par un déficit en
un acide aminé indispensable (AAI) était souvent avancée. Il y a encore quelques années, il
était souvent considéré que cette situation ne pouvait pas étre rencontrée chez 1’Homme dans
nos sociétés. Depuis, un nombre significatif de travaux ont montré que la voie GCN2 était
impliquée dans des situations physiologiques/physiopathologiques et dans certains cas,
indépendamment de tout contexte nutritionnel. Il s’aveére que ’activation de la voie GCN2
présenterait, dans certaines situations, un effet bénéfique voire préventif. Cette observation m’a
amené a réorienter une partie de mes activités de recherche vers I’identification d’approches
nutritionnelles applicables en alimentation humaine pour moduler 1’activit¢ de GCN2. Dans
cette optique, en 2017, j’ai initié un nouveau projet ayant pour but de déterminer si les
polyphénols régulaient la voie GCN2. En effet, des données de la littérature m’ont permis
d’émettre I’hypothése que la voie GCN2 serait la cible de certains polyphénols. Si ce projet a
pour objectif d’établir des stratégies nutritionnelles, il est également centré sur la caractérisation
des mécanismes impliqués. Actuellement, je me situe dans une période charniére. Le projet
concernant la régulation de la voie GCN2 par les polyphénols devrait aboutir a la publication
d’au moins un article prochainement. Il pourrait étre également envisagé d’approfondir certains
travaux in vitro afin de valoriser des résultats préliminaires que nous avons obtenus. Toutefois,
I’hypothese de pouvoir moduler de maniere nutritionnelle chez ’Homme la voie GCN2 pour
ses aspects bénéfiques/préventifs par les polyphénols n’apparait pas comme particulierement
prometteuse. A partir de ce constat, une autre stratégie est alors envisagée. J’ai formulé
I’hypothése que, de par leur déficit en certains AAls, des protéines végétales permettraient de
moduler de maniere nutritionnelle 1’activation de la voie GCN2.

La grande majorité des projets évoqués dans ce manuscrit sont de mon initiative et je les ai
menés dans une relative autonomie dans le sens ou j’ai bénéficié d’un soutien significatif que
ce soit au niveau technique, scientifique et financier au sein de mon équipe. Je tiens a
mentionner que j’ai également eu 1’opportunité de co-diriger la these de Florent Mesclon avec
Pierre Fafournoux dans le cadre d’un projet financé par I’ARC.

Au-dela de I’aspect scientifique de mon activité, je me suis investi dans le fonctionnement de

I’unité. Je fais partie du groupe en charge de I’animation scientifique depuis mon recrutement.



En 2016, j’ai été amené & participer a la mise en place au sein de 1’unité d’un groupe « matériel
moyen ». Ce groupe est en charge de I’optimisation de 1’utilisation et de I’achat des équipements
scientifiques communs de 1’unité. Je contribue également, de maniere trés limitée (4h/an), a un

module du Master Biologie Santé de 1’Université Clermont Auvergne.



Bilan des travaux de recherche
Généralité

L’ensemble de mes travaux depuis mon doctorat s’attache a aborder la compréhension
des mécanismes moléculaires impliqués dans les capacités d’adaptation de 1’organisme aux
variations de concentrations en acides amines. Parmi les acides aminés présents dans la nature,
20 participent a la synthéese protéique chez les eucaryotes supérieurs, il s’agit des acides alpha
aminés. Ces acides aminés ne sont pas seulement des substrats de la protéosynthése, ce sont
également des intermédiaires métaboliques qui participent entre autres a la fourniture d’énergie
ou a la synthése des bases nucléiques. lls sont également les précurseurs de nombreuses
molécules telles que la sérotonine, le monoxyde d’azote ou encore le glutathion. Chez les
mammiféres, les acides aminés présentent deux caractéristiques cruciales, 1) il existe neuf
acides aminés indispensables qui ne peuvent pas étre synthétisés de novo par 1’organisme 2) il
n’existe pas de forme de stockage dédiée des acides aminés contrairement au glycogene pour
les glucides ou aux triglycérides pour les lipides. Il en résulte que les acides aminés
indispensables doivent étre nécessairement amenés par I’alimentation afin de maintenir
I’homéostasie protéique de 1’organisme. En cas de déficit de 1’apport en acides aminés
indispensables, les protéines corporelles vont étre dégradées pour fournir les acides aminés
indispensables manquant et maintenir les fonctions essentielles. Cette réponse adaptative a la
restriction en acides aminés indispensables ne peut étre évidemment que transitoire. 1l existe
une régulation complexe de cette protéolyse que ce soit au niveau cellulaire (différents systémes
protéolytiques) ou de 1’organisme (échanges inter-organes). L’induction de la protéolyse lors
d’une restriction en acides aminés indispensables fait partie d’une réponse globale qui
comprend de nombreux processus cellulaires et physiologiques. En particulier, deux
mécanismes étroitement liés et au ceeur du fonctionnement des étres vivants sont impactés : la
transcription et la traduction. Il est également important de prendre en compte que cette réponse
adaptative ne joue pas un role uniquement lors d’un défaut d’apport en acides aminés
indispensables : de nombreuses situations pathologiques/physiopathologiques sont associées a
une altération de 1’homéostasie des acides aminés. Depuis plusieurs décennies, il existe un
intérét particulier pour I’homéostasie des acides aminés dans le contexte de maintien de la
masse musculaire (sarcopénie, cachexie...). Les vingt dernieres années ont été marquées par un
progres consideérable de la compréhension des mécanismes moléculaires régulés par les acides

aminés mais aussi des méthodes d’analyses. Ces avancées ont contribué a mettre en évidence
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Figure 1: Northern Blot illustrant que la carence en leucine de 16h entraine 'augmentation de TARNm de
CHOP dans plusieurs type cellulaire (Issue de Bruhat et al, JBC 1997)
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Figure 2: Comparaisons des séquences des éléments de réponse aux acides aminés des genes CHOP, SNAT2, ASNS et
ATF3. (Issue de Chaveroux et al, Biochimie 2009)



le réle de ’homéostasie des acides aminés que ce soit dans les cancers, le diabéte de type 2 ou
I’obésité. Mes premiers travaux de recherche se sont inscrits dans ce contexte, ils visaient a
mieux définir comment la disponibilité en acides aminés controlait I’expression des geénes et de

ce fait, impactait des fonctions physiologiques.

Doctorat Equipe Génes Nutriments, Unité de Nutrition et Métabolisme Protéique
(2000-2004)

Régulation de I’expression des génes par les acides aminés

Les acides aminés, tout comme les glucides et les lipides peuvent réguler directement
I’expression des geénes indépendamment de composantes nerveuses ou endocriniennes (1). Ces
mécanismes de régulation permettent a 1’organisme d’adapter ses fonctions biologiques a des
changements d’états nutritionnels en modifiant le niveau d’expression de nombreuses enzymes,
hormones, facteurs de transcription ou encore protéines de structure. A la fin du 20eme siecle,
la plupart des études concernant l'implication des nutriments dans la régulation de 1’expression
des genes chez les mammiféres portaient sur les effets des glucides et des lipides. Toutefois,
quelques équipes dont celles de Pierre Fafournoux ont entrepris de caractériser les mécanismes

impliqués dans la régulation de I’expression des genes pas les acides aminés.
Régulation de la transcription par la carence en leucine, I’exemple de CHOP.

Ces travaux ont été axés principalement sur 1’étude de la régulation du géne CHOP
(C/EBP Homologous Protein) lors d’une carence en leucine. Le choix de la leucine se justifie
du fait qu’il s’agit d’un acide aminés indispensable non métabolisé par les cellules utilisées lors
de ces travaux et que son transport permet un équilibre rapide entre le milieu de culture et le
milieu intracellulaire. Concernant le choix du géne CHOP, les travaux de Marten et al. venaient
de mettre en évidence que parmi 19 geénes étudiés, le gene CHOP présentait la plus forte
induction lors d’une carence en leucine (2). Le gene CHOP ou Gadd153 (growth arrest DNA
damage) a d'abord été identifié dans des cellules CHO de hamster (3). Il a été mis en évidence
parmi des clones sélectionnés lors d'un crible pour identifier des génes induits lors d'un arrét de
croissance di a des dommages a I'ADN. Le géne CHOP code pour un facteur de transcription
de la famille des C/EBP (C/AAT Enhancer Binding Protein) qui est impliqué dans les processus
de différenciation, de réponse au stress et d’apoptose (4). Les travaux menés par 1’équipe ont

mis en évidence une composante transcriptionnelle dans I’augmentation du niveau d’expression



Figure 3:. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) using antibodies against tran- scription factors that belong to the ATF (A
and C) or C/EBP (B) families were performed Nuclear extracts were prepared from HelLa cells incubated for 8h in DMEM/F-12
with or without (420 M) leucine. In C we also used nuclear extracts from Hela cells treated for 5 h with 5 pyg/ml tunicamycin.
The 19-bp CHOP AARE radiolabeled probes carried nucleotides -313 to -295. Nuclear extracts were first incubated with 1 ul
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de CHOP par la diminution de la concentration en leucine (& partir de 70uM) (Fig. 1) dans le
milieu de culture (5). Il a été mis en évidence I’existence d’un élément de réponse aux acides
aminés (AARE) dans la partie promotrice du gene CHOP. 11 s’agit du premier élément de
réponse aux acides aminés a avoir été caractérisé chez les mammiféres. Par la suite,
I’identification d’AARE similaire dans d’autres promoteurs a permis de définir une séquence
consensus (Fig. 2). Cet élément de réponse est un site C/EBP-ATF. L’équipe avait démontré
par gel shift que le facteur de transcription ATF2 se fixe a ’AARE lors d’une carence en
leucine(6). L’utilisation de MEF (mouse embryonic fibroblast) invalidé pour ATF2 avait mis
en évidence sa nécessité dans la régulation de la transcription du gene CHOP par la carence en

leucine.

Mes travaux de thése avaient pour objectif de caractériser les autres facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de la transcription AARE dépendante. De par la
nature de I’AARE (C/EBP-ATF site), nous avons testé plusieurs membres des familles de
transcription C/EBP et ATF pour leur capacité a se lier a I’AARE (par gel shift) et a induire la
transcription AARE dépendante dans des expériences de surexpression/gene rapporteur (la
luciférase) (Fig.3 et 4). Il faut prendre en compte que ces approches peuvent présenter des
limites en terme de spécificité, il est donc important d’interpréter les résultats dans leur
globalité. Dans les expériences de géne rapporteur, nous avons également utilisé des mutants
de ’AARE qui ont perdu leur capacité a induire I’expression du gene rapporteur lorsque les
cellules sont soumises a la carence en leucine (Fig. 5). Certains des facteurs (ATF7 et C/EBPp)
étaient capables de lier I’AARE et d’induire la transcription AARE dépendante. Toutefois, ils
induisaient également la transcription via des mutants de I’AARE qui ne répondent plus a la
carence en leucine suggérant que ces facteurs n’étaient pas impliqués spécifiquement dans la
régulation de la transcription AARE dépendante dans le contexte de la carence en leucine. Dans
notre crible, seul ATF4 présentait les critéres suggérant qu’il pouvait contribuer a la régulation
de la transcription AARE dépendante dans le contexte de la carence en leucine. Mes travaux
ont permis de mettre en évidence que la carence en leucine entrainait une augmentation de
I’expression du messager d’ATF4 ainsi que de sa protéine (Fig. 6). A 1’époque de ces travaux,
la lignée MEF ATF4 KO n’était pas disponible mais en revanche, la technique knock-down par
siRNA connaissait ses débuts. Ce type d’approche a permis de mettre en évidence qu’ATF4
jouait un réle majeur dans la régulation de la transcription AARE dépendante lors d’une carence

en leucine (Fig. 7).



Figure 7: Cells were transfected with ATF4 siRNA or control siRNA
After 1 day, cells were transfected with the 1X CHOP AARE LUC. Two
days after siRNA transfection cell were incubated for 16 h in DMEM (C)
C -Leu C -Leu or in DMEM lacking leucine (-Leu). ATF4 protein content was analyzed
by Western blot, CHOP mRNA was quantified by real-time RT-PCR,
and LUC activity was measured
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Il avait été préalablement démontré qu’ATF2 était nécessaire a la transcription AARE
dépendante (6). Dans la présente étude, il a été observé que la carence en leucine entrainait la
phosphorylation d’ATF2 sur la Thréonine 71 (Fig. 6), cette phosphorylation est/étant associée
avec son activation (7). Cette observation peut expliquer le fait que la seule surexpression
d’ATF2 ne soit pas suffisante pour induire la transcription AARE dépendante. En revanche, la
surexpression d’un mutant constitutivement actif d’ATF2 (8) était suffisant pour induire la
transcription AARE dépendante et non celle des mutants de I’AARE ne répondant pas a la
carence en leucine (Fig. 8). De la méme maniere, la capacité d’ATF2 a se lier a un mutant de
I’AARE dépend de sa capacité a induire la transcription lors de la carence en leucine (Fig. 8).
Ce travail a également mis en évidence que la régulation de I’expression de CHOP par ATF4
et ATF2 était partagée par plusieurs génes dont 1’expression est régulée par la carence en
leucine. Sur les 7 genes étudiés, 5 montraient une dépendance partielle ou totale a ATF2 et 7
une dépendance partielle ou totale & ATF4 (JBC Fig.7).

Le role d’ATF2 a été par la suite étudié plus en détail par Alain Bruhat qui a mis en
évidence que ce facteur jouait un rdle clé dans ’activation de la transcription AARE dépendante
du géne CHOP via son activité histone acétyl-transférase (9). Il se posait également la question
de la voie de signalisation impliquée dans la phosphorylation d’ATF2 en réponse a la carence
en leucine. Les travaux de Cédric Chaveroux ont permis de caractériser cette voie qui implique
les MAP kinase MEKK1/MKK7/IJNK2 en aval des GTPase Racl/cdc42 et de la protéine ga.12
(10). Toutefois, le senseur du niveau d’acides aminés impliqué dans I’activation de cette voie
n’a pas été identifié. Concernant ATF4, nos travaux et ceux de M. Kilberg ont contribué a
établir qu’ATF4 joue un r6le central dans la régulation de 1’expression des génes lors d’une
carence en acides aminés (11). Les travaux de M. Kilberg reposaient sur I’¢tude de la régulation
du gene asparagine synthétase par la carence en histidine. Le promoteur de ce gene comporte
un élément de réponses désigné sous le terme de NSRE1 (Nutrient Sensing Response Element
1) similaire a I’AARE (Fig. 2).Ce type de séquence est également désigné sous le terme de
séquence CARE (C/EBP ATF Response Element). Des travaux de 1’équipe ont montrée par la
suite qu’ATF4 était impliqué dans la régulation de la majorité des génes dont I’expression est

induite lors d’une carence en leucine (12).

De GCN4 a I’Integrated Stress Response (ISR)

Au-dela du contexte de la carence en acides aminés, ATF4 joue un role majeur dans la

réponse a de nombreux type de stress (13,14). ATF4 fait partie de la famille de facteurs de
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Figure 9: La régulation de la traduction d’ATF4 chez les mammiféres:

En présence d’acides aminés, le taux d’elF2-GTP est élevé dans la cellule et permet la formation du
complexe d’initiation de la traduction au niveau du premier AUG présent dans 'uORF1. Les ribosomes vont
traduire cette courte séquence ne codant que pour 3 acides aminés et le ribosome 60S sera alors ensuite
relargué. La petite sous-unité 40S va rester liée a ’TARNm et continuer a le scanner a la recherche d’'un
second AUG tout en se rechargeant avec un nouveau complexe ternaire. L'ensemble arrive alors au niveau
du second AUG présent dans le deuxieme uORF et va ré-initier la traduction a son niveau jusqu’a la
rencontre d’'un codon STOP. La terminaison de la synthése de ce peptide inactif a lieu en aval du codon
d’initiation de la protéine ATF4 et cette derniere ne peut alors étre synthétisée. En condition de carence en
acides aminés, la phosphorylation d'elF2a par GCN2 et la séquestration d’elF2B conduisent a la réduction
de la quantité de complexe ternaire disponible dans la cellule. Aprés la traduction de 'uORF1, la sous-unité
40S ne va alors pas rentrer immédiatement en contact avec un nouveau complexe ternaire mais va tout de
méme continuer a scanner TARNm. Dans ces conditions, la probabilité que le complexe ternaire se lie en
amont de 'ORF d’ATF4 sans initier la synthése au niveau du second uORF est fortement augmentée et
permettra alors la traduction de la protéine ATF4.



transcription ATF caractérisé par un domaine basic leucine zipper. Néanmoins, il se définit
peut-étre plus en tant qu’orthologue du facteur de transcription de levure GCN4. Ce dernier
joue un réle majeur dans I’adaptation du métabolisme des acides aminés chez la levure en
fonction de la disponibilité en acides aminés (15). Il faut savoir que chez la levure, la notion
d’acides aminés indispensables n’existe pas dans la mesure ou elle peut synthétiser de novo
n’importe quel acide aminé. Ces processus de synthese sont en partie sous la dépendance de
genes régulés par GCN4 (15). Des expériences de mutagenése aléatoire ont permis de
caractériser la régulation de 1’expression de GCN4.Elle implique un mécanisme traductionnel
relativement complexe qui met en jeu I’inhibition de la traduction lorsqu’un acide aminé vient
a étre déficient. Cette régulation implique la kinase GCN2 (16) et le facteur d’initiation de la
traduction eIF2a (17), cette régulation est conservée chez les mammiféres (18). La détection du
déficit en acide aminé est médiée par le niveau de charge des ARNt. En effet, lors d’un déficit
en acides aminés et plus particuliérement en acides aminés indispensables chez les mammiféres,
le niveau d’ARNt non chargé va augmenter. Il s’avere que la kinase GCN2 posséde un domaine
histidyl-tRNA synthetase-related qui est capable de fixer les ARNt non chargés (19). Cette
fixation va provoquer un changement de conformation de GCN2 entrainant sa dimérisation et
I’induction de son activité kinase (20). Elle va phosphoryler sa cible, la sous unité alpha du
facteur d’initiation elF2 sur la sérine 51. Cette phosphorylation va aboutir a 1’inhibition de
’activité GTPase d’elF2B entrainant I’inhibition du recyclage du GDP en GTP au niveau du
facteur elF2 (14). Sous sa forme GDP, elF2 ne peut plus promouvoir la formation du complexe
ternaire de I’initiation et il s’en suit une inhibition de la synthése proteique. Cette inhibition va
également entrainer la traduction spécifique de certains ARNm et en particulier, celui codant
pour GCN4 chez la levure (21) et ATF4 chez les mammiféeres (22). Pour ce dernier, cette
régulation implique deux uORFs dont le second est chevauchant avec le cadre de lecture codant
pour ATF4, le mécanisme est decrit dans la Figure 9. Chez la levure, il n’existe qu’une kinase
capable de phosphoryler elF2a (GCN2) mais en revanche, d’autres kinases capables de
phosphoryler elF2a sont apparues au cours de I’évolution. Chez les mammiféres, on compte 3
autres kinases capables de phosphoryler elF2a et d’entrainer ainsi la traduction d’ATF4, il
s’agit de PERK, PKR et HRI. Cette derniere a été caractérisée comme induisant la
phosphorylation d’elF2a lors d’un déficit en héme (23). La kinase PKR a été identifiée a la
méme épogue comme une kinase d’elF2a activée par I’interféron ou les ARN double brin (24).
En 1999, PERK a été clonée comme étant la kinase impliquée dans la phosphorylation d’elF2a
lors d’un stress du réticulum endoplasmique par le laboratoire de David Ron (25). Cette méme

équipe a mis en évidence et caractérisé la régulation traductionnelle d’ATF4 via la
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phosphorylation d’elF2a par les kinases PERK et GCN2(18,22). De par la variété des types de
stress pouvant conduire a la phosphorylation d’elF2a et de par I’importance d’ATF4 dans
I’adaptation a ces stress, ils ont nommeé cette voie Integrated Stress Response (ISR) (13) (Fig.
10). Cette voie de réponse au stress inclue également d’autres facteurs dont I’ARNm présentent
la méme régulation qu”’ATF4 (14) . Toutefois, la plupart des études se concentrent sur le role
d’ATF4, ce dernier régule 1’expression de génes qui sont en faveur de la survie cellulaire mais
également des génes qui vont favoriser I’apoptose. Parmi les genes régulés par ATF4, GADD34
a un réle bien speécifique, il code pour une phosphatase d’elF20. qui va permettre un
rétrocontréle négatif de la voie en levant I’inhibition de la synthése protéique (26).
Théoriquement, la balance survie/apoptose va dépendre de la durée et de I’intensité du stress.
L’ISR est impliquée dans un grand nombre de fonctions physiologiques et de situations
pathologiques dont I’immunité, la plasticité synaptique, le diabéte ou encore le cancer (14,27).
Si I’étude de PERK et du stress du réticulum endoplasmique constitue la grande majorité des
travaux, d’autres études définissent de nouveaux aspects majeurs de I’ISR. En particulier, il
peut étre citée I’identification d’une 5eme kinase capable de phosphoryler elF2a0 : MARK2
(28). Cette kinase est connue pour son réle dans la stabilité des microtubules (29). Les auteurs
ont identifi¢ MARK?2 comme une kinase d’elF2a dans le contexte d’un stress protéotoxique
consecutif a une inhibition du protéasome par du MG132. Pour valider leur résultat, ils ont
notamment utilisé une lignée de MEF invalidé pour les 4 kinases (GCN2, PERK, HRI et PKR)
dans laguelle ils ont invalidé MARKZ2. Il peut étre également mentionné les études simultanées
de Guo et al (30) et Fessler et al (31) qui ont démontré que la kinase HRI contribuait a activer

I’ISR dans le contexte d’un stress mitochondrial.

Régulation de la stabilité d’un messager par la carence en leucine, I’exemple d’IGFBP1.

L’autre partie de mes travaux était consacrée a I’étude des mécanismes de régulation de
I’expression du géne IGFBP-1 par la carence en acides aminés. Le choix d’étude de ce geéne se
justifie du fait de son role physiologique lors d’une sous-nutrition protéique. Chez l'individu
jeune soumis a une carence prolongée en protéines, une diminution de la concentration en
acides aminés plasmatiques est observée. Dans ces conditions, il a été montré une tres forte
surexpression d’IGFBP-1 conduisant a un retard de croissance (32). IGFBP-1, membre de la
famille des IGFBPs, est exprimée chez I'adulte au niveau des cellules hépatiques ainsi qu'au
niveau du rein. Une fois exprimée, la protéine IGFBP-1 peut se lier aux IGFs (Insulin like

Growth Factor) et de ce fait, inhiber leurs effets trophiques et métaboliques (33). IGFBP-1 est
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Figure 11: Induction of IGFBP-1 expression by leucine starvation. HepG2 cells were incubated in DMEM or in DMEM lacking
leucine and harvested for RNA isolation after the indicated incubation time. Quantitative RTPCR analysis were performed. Effect of
leucine starvation on IGFBP-1 transcription. Nuclear run-on analysis of IGFBP-1 transcription: HepG2 cells were incubated for 6
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performed. 32P-labeled RNA isolated from HepG2 cells were hybridized to filter-bound DNAs encoding ribosomal S26, IGFBP-1
and bluescript vector.
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notamment régulée par I’hormone de croissance et I’insuline et son expression varie tres
rapidement en fonction de I'état nutritionnel.

Nous avons pu mettre en évidence dans des cellules hepG2 une forte induction du niveau
d’ARNm d’Igfbp-1 lors d’une carence totale en leucine des 4 heures (Fig. 11). Cette
augmentation du niveau d’ARNm est en partie attribuable a une augmentation modérée de la
transcription qui a pu étre observée par run-on apres 6 heures de carence (Fig. 11). Nous avons
testé egalement différents fragments de promoteurs clonés en amont du géne rapporteur
luciférase.Aucun de ces fragments n’a conféré une régulation de 1’expression de la luciférase
par la carence en leucine (non publié). Cette augmentation de la transcription n’implique pas
ATF4.En effet, ’augmentation de la quantité d’ARNm d’IGFBP-1 est toujours observée dans
des cellules Hepg2 transfectées avec des siRNA dirigés contre ATF4 (Fig. 12). Nous avons
également testé si la kinase GCN2 eétait impliquée dans la régulation d’IGFBP-1. Des
hépatocytes isolés ont été réalisés a partir de souris sauvages et de souris GCN2 KO qui nous
avait éte procurées par David Ron & la fin de ma thése. De maniére cohérente, GCN2 n’est pas
impliquée dans I’augmentation du messager d’IGFBP-1 contrairement a celui d’Asns (Fig. 13).
L’augmentation relativement faible de la transcription a conduit a formuler I’hypothése qu’un
mécanisme de stabilisation pourrait étre impliqué dans I’augmentation de la quantité d’ARNm
d’Igfbp-1. Pour cela, différents fragments de I’ARNm d’IGFBP-1 tagué ont été clonés en aval
d’un promoteur CMV dont I’activité n’est pas impactée par la carence en leucine. Ces
constructions ont permis de mettre en évidence que la carence en leucine augmentait la stabilité
de PARNm d’Igfbp-1 par un mécanisme impliquant la région 3’UTR (untranslated region)
(Fig 14). Cette derniére comporte plusieurs ARE (AU rich Element), ce type de séquence joue
un role majeur dans la régulation de la stabilit¢ des ARNm en étant le site d’interaction avec
des proteines impliquées dans la dégradation des ARNm. Nous n’avons pas été en mesure de
caractériser I’ARE impliqué dans la régulation de la stabilit¢ de I’ARNm d’Igfbp-1 par la
carence en leucine. Les résultats de mes travaux ont permis de conclure que la carence en acides
aminés affectait principalement le niveau d’expression d’IGFBP-1 via la stabilisation de son
ARNmM.

A la suite de mes travaux, une équipe a mis en évidence dans le promoteur d’Igfbpl la
présence (-6682/-6384) d’un élément de réponse de type ATF composite (34). Cet élément est
impliqué dans I’induction de la transcription d’Igfbpl en réponse a un stress du réticulum
endoplasmique. Ils ont également démontré qu’ATF4 était impliqué dans cette régulation.
Durant mes travaux, cette partie du promoteur n’a pas été testée. En revanche, nos données

obtenues avec les sSiRNA d’ATF4 et les hépatocytes primaires de souris GCN2 KO suggérent
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que I’élément de réponse identifi¢ ne contribue pas a la régulation d’Igfbp1 dans le contexte de
la carence en leucine. Depuis, la régulation d’IGFBP-1 par la carence en acides aminés n’a

toujours pas été élucidée.

Post-doctorat (2004-2005)

Régulation de la traduction par les acides aminés : Etude de la kinase mTOR

J’ai effectué mon post-doctorat dans le laboratoire du Pr Christopher Proud a
I’Université de Colombie Britannique a Vancouver (Canada). La thématique de ce laboratoire
est centrée sur 1’étude de la régulation de la traduction. Il s’agissait donc d’avoir une formation
complémentaire aux niveaux techniques et thématiques (transcription et traduction) tout en
gardant un point commun qui est I’effet des acides aminés comme molécule “signal®. En effet,
une partie des recherches de ce groupe est focalisée sur la protéine mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin). Cette protéine kinase majeure, régulée par les acides aminés et par 1’insuline,
est impliquée dans la régulation de la synthese protéique, de la croissance et de la prolifération
cellulaire (35).

De mTOR a mTORC1

La protéine mTOR a été clonée en 1994 par plusieurs laboratoires (36,37). 1l a été mis
en évidence qu’elle jouait un role majeur dans la régulation de la traduction en phosphorylant
les protéines S6K1 et 4E-BP1 en fonction des niveaux d’acides aminés et de facteurs de
croissance. Tout comme son homologue chez la levure, mTOR peut participer a deux
complexes protéiques différents: mMTORC1L (mTOR complexe 1) et mTORC2 (mTOR
complexe 2) (Fig. 15). Communément, lorsqu’il est fait mention de I’activité de mTOR sans
autres précisions, il s’agit de I’activit¢ de mTORCI. Cette derniére est sensible a la rapamycine,
cette sensibilité lui est conférée par la protéine RAPTOR dont I’identification a permis de
définir le complexe 1 (38). Les autres protéines participant au complexe sont PRAS40 DEPTOR
et mLST8 (35). Le complexe 2 a été caractérisé grace a 1’identification de RICTOR (39). Les
autres partenaires sont mSIN1, DEPTOR, PROTOR et mLST8. L’activit¢ de mTORC2 est
insensible a la rapamycine. La premiére cible du complexe 2 qui a été identifiée est la sérine
473 d’Akt (39), ’activité kinase pour ce site avait été¢ longtemps recherchée. MTORC2 a
également été impliqué dans la régulation du cytosquelette (40). Concernant mTORC1, de
nombreuses nouvelles cibles ont été identifiées depuis sa caractérisation et de trés nombreuses

fonctions cellulaires et physiologiques sont controlées par son activité (41) (Fig. 16 ).
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C’est le role de mTORC1 dans la régulation de la synthese protéique qui a été
initialement le mieux caractérisé (42). mTORC1 joue un rdle prépondérant dans 1’étape
d’initiation de la traduction et dans la biogénése des protéines ribosomales. Ces effets sont en
partie médiés par deux cibles de mTOR : S6K1 (S6 Kinase 1) et 4E-BP1 (Eukaryotic intiation
Factor 4E Binding Protein-1) (43). S6K1 était communément décrite comme étant impliquée
dans la traduction des 5°-TOP (5’ terminal oligopyrimidine tract) mMRNA qui codent pour des
protéines ribosomales et des facteurs d’élongation (44). Ce postulat s’est révélé inexact par la
suite (45). D’autres études ont démontré que S6K 1 possédait d’autres substrats tel que IRS-1
(46) ou elF4B (47). La protéine 4E-BP1 séquestre le facteur d’initiation de la traduction eIF4E,
I’empéchant ainsi de former le complexe d’initiation de la traduction ¢IF4F (48). Il a été
démontré que la traduction de certains ARNm est hautement dépendante de ce complexe. Une
partie de ces ARNm code pour des oncogenes, cela expliquant le fait que la surexpression
d’elF4E peut induire la transformation cellulaire (49). L’expression de ces ARNm est donc
fortement voire totalement inhibée lorsque 4E-BP1 séquestre elF4E. Ce phénomeéne expliquait
en partie 1’intérét croissant pour les inhibiteurs de mTORC1 dans la lutte contre le cancer dans
le milieu des années 2000. Néanmoins, il existait encore des lacunes dans la connaissance des
mécanismes de la régulation de 4E-BP1 par mTORC1. Un certain nombre d’évidences
suggerent qu’il existerait une protéine kinase, autre que mTOR, capable de réguler I’activité de
4E-BP1. Une telle protéine kinase pouvait non seulement constituer une nouvelle cible
thérapeutique dans le cadre de la lutte contre le cancer mais aussi une autre cible potentielle des

nutriments et hormones pour la régulation de la protéosynthése.

Projet de recherche et résultats

Mon principal projet de recherche a donc consisté a identifier une nouvelle kinase
impliquée dans la régulation de 4E-BP1. Ce projet faisait appel a des techniques de biochimie
et de purification par chromatographie. Des premiers résultats encourageant ont été obtenus,
montrant qu’une activité kinase autre que celle de mTOR était capable de phosphoryler 4E-BP1
in vitro. Toutefois, je n’ai pas eu le temps de procéder a I’identification puis a la caractérisation
de cette activité. En effet ce genre d’approche est relativement longue a mettre en place et a
aboutir (2 a 3 ans) et 1’obtention du concours de Charge de Recherche aprés 9 mois de post-

doctorat a donc modifié les priorités de recherche en conséquence.

Durant les quelques mois qu’il me restait, j’ai initié un autre projet de recherche.
Plusieurs études avait mis en évidence I’importance de I’activité de mTOR dans la régulation

de I’expression de la cycline D1. Il avait été notamment démontré que le traitement a la

15



A B
0 1 2 4 Rapa (h) 0 1 2 4 Rapa (h)

P-‘.q Tubulin

Figure 17: (A) MCF7 cells were treated with 100 nM rapamycin for the indicated times. Cell lysates were analysed
by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS— PAGE)/western blotting using antisera for
cyclin D1 and tubulin (as loading control). (B) As shown in (a), western blotting using antisera for phospho-4E-BP1
(Thr37/46).4E-BP1 runs as several distinct bands (a—g; indicated by arrowheads), the fastest moving one (a) being
the least phosphorylated.
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Figure 18: (A) HEK293 cells were starved of leucine or treated with 100 nM rapamycin for 2 h. Samples of total
protein extract (30 mg) were analysed by sodium dodecyl sulfate— polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—
PAGE)/western blotting using the indicated antisera. Arrows labeled a—g denote differentially phosphorylated forms
of 4E-BP1, while the starred arrow indicates 4E-BP2, which cross-reacts with the (P)Thr37/46 antibody. (B) As
shown in (A). Proteins isolated on m’GTP-Sepharose were analysed by SDS—-PAGE/western blotting using the
indicated antisera. Quantification of the data is presented below, normalized to the signal for elF4E (arbitrary units,
to ¥a 100). (c, d) HEK293 cells were treated with 100 nM rapamycin (C) or starved of leucine (D) for the times
indicated. Total protein (30 mg) was analysed by SDS—-PAGE/western blotting for cyclin D1 and tubulin (loading
control).



rapamycine induisait une diminution de 1’expression de cette cycline et cela, en accord avec
I’arrét en G1/S observé lors d’un tel traitement (50). Par ailleurs, une étude avait également mis
en évidence que la surexpression d’elF4e entrainait la surexpression de la cycline D1 (51). Cet
effet reposerait sur le fait que la région 5’UTR de la cycline D1 présente une structure
relativement complexe qui nécessiterait un haut niveau d’initiation pour permettre sa
traduction. Ces observations m’ont conduit a formuler ’hypothése que la protéine 4E-BP1
jouait un réle majeur dans la régulation de la cycline D1 par I’activité de mTORCL. Dans des
cellules tumorales mammaires MCF7, j’ai confirmé que le traitement a la rapamycine inhibait
I’expression protéique de la cycline D1 et la phosphorylation de 4E-BP1 (Fig. 17) sans affecter
le niveau d’ARNm. Dans les cellules HEK 293, il s’avére que la rapamycine n’exerce qu’un
effet partiel sur la phosphorylation de 4E-BP1, les sites thr37/46 n’étant que faiblement affectés,
tandis que la phosphorylation de S6K1 est efficacement inhibée comme en témoigne 1’absence
de phosphorylation de la protéine S6 (Fig. 18). En revanche, la carence en leucine entraine un
inhibition plus importante de la phosphorylation de 4E-BP1. Cette différence d’effet entre la
rapamycine et la carence en leucine se traduit en terme de fonctionnalité de 4E-BP1, a savoir la
formation du complexe d’initiation eFI4F. En effet, des expériences de m7GTP pull down (le
m7GTP a la propriété de se lier a elF4E) montrent que la leucine favorise I’interaction d’elF4e
avec 4E-BP1 au détriment de la fixation avec elFAG, un des constituant du complexe elF4F.
De maniére intéressante, cet effet moindre de la rapamycine sur 4E-BP1 dans ce type cellulaire
est associé a une absence d’effet de cette drogue sur le niveau d’expression de la cycline D1,
tandis que la carence en leucine inhibe 1’expression de la cycline D1 (Fig. 18). Ces résultats
montrent bien une association entre le niveau de phosphorylation de 4E-BP1 et le niveau de
cycline D1. Afin de déterminer si 4E-BP1 était impliquée dans la régulation de I’expression de
la cycline D1, nous avons procédé a des expériences de surexpression et de knock-down. La
surexpression de 4E-BP1 ou d’un mutant non phosphorylable a entrainé une diminution du
niveau de cycline D1. Réciproquement, le knock-down de 4E-BP1 a aboli la régulation de
I’expression de la cycline D1 par la rapamycine (Fig. 19). Dans cette méme expérience,
I’association de I’ARNm de la cycline D1 avec les polysomes a été étudiée (Fig. 20). Le knock-
down de 4E-BP1 entraine une augmentation de la quantité d’ARNm de la cycline D1 associée
au polysome que ce soit en condition contréle ou lors du traitement a la rapamycine. Ce résultat

confirme I’importance de 4E-BP1 dans la traduction de la cycline D1.
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Figure 19: (A) HEK293 cells were transfected with the indicated vectors (AAAA/F113A mutant of 4E-BP1 lacks
regulatory motifs essential for its phosphorylation) .Cells were harvested, 24 h later. Samples of total protein (30 mg)
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Figure 20: MCF7 cells, or MCF7 cells in which 4E- BP1 had been knocked down by siRNA, were treated with
rapamycin where indicated (100 nM, 2 h). (a) Cell lysates were subjected to sucrose density centrifugation.
Absorbance (254 nm) of the displaced gradient was monitored and fractions were collected. Positions of 40, 60 and
80S ribosomal particles and polysomes are indicated. (b) Fractions (paired as indicated) were analysed by real-time

RT-PCR for cyclin D1 mRNA.




Le role de mTORCI1 dans la traduction d’ARNm spécifiques a été par la suite déterminé
plus précisément. La traduction des TOP mRNA a plus particulierement été étudiée. 1l a été mis
en évidence que la protéine LARP1, une cible directe de mTOR, jouait un r6éle majeur dans
cette régulation (52,53) . Ce mécanisme explique la trés forte inhibition de la synthese de ces
TOP mRNA lors d’un traitement a la rapamycine, alors que la synthése protéique générale n’est
inhibée que partiellement. En revanche, la notion que la traduction des ARNm présentant une
5’UTR longue et structurée soit dépendante de mTOR a été débattue (54,55).Toutefois, les

travaux de Gandin et al ont permis de confirmer cette hypothese (56).
Chargé de recherche INRAE Equipe NSP (2006-2009)

Mon profil m’a permis de concourir a un poste de CR2 INRA au sein de I’Unité de
Nutrition Humaine (UNH) en 2005. Suite a I’obtention du poste, j’ai pris mes fonctions en
2006. Ce poste était rattaché a 1’équipe Nutrition et Signaux Protéique (NSP) dirigée par D.
Dardevet. La thématique de cette équipe était centrée sur le réle du métabolisme protéique dans
la régulation de la masse musculaire. L’un des objectifs était de caractériser les mécanismes
impliqués dans la fonte musculaire liée au vieillissement, la sarcopénie, et de proposer des
stratégies nutritionnelles de prévention (57). Dans cet objectif, j’ai initié un projet de recherche

s’intéressant a I’impact des acides aminés sur la différentiation musculaire.

Impact de la carence en acides aminés sur la différentiation des cellules satellites musculaires

J’ai initi€ ce projet en 2007. 1l s’ inscrit dans la compréhension de 1’effet signal des acides
aminés dans le maintien et la régulation de la masse musculaire. Ce projet a permis d’établir
une collaboration avec Jean-Charles Gabillard (LPGP, INRAE) et Iban Seiliez (NuMeA,
INRAE). Ce projet abordait cette problématique sous un angle nouveau. En effet, les travaux
de 1’équipe ainsi que de nombreux autres laboratoires, se sont intéressés a 1’effet signal des
acides aminés, en particulier la leucine, sur la régulation de la synthese protéique musculaire,
notamment via la voie mTOR (58,59). Cependant, il est important de considérer que d’autres
mécanismes cellulaires participent a la régulation et au maintien de la masse musculaire. Parmi
eux, la régénération musculaire joue un rdle prépondérant, elle permet le renouvellement des
fibres endommagées ou atrophiées a la suite d’une 1ésion ou d’un épisode catabolique (60). Ce
processus implique un type cellulaire particulier : les cellules satellites. Il s’agit de cellules
mononuclées et quiescentes, situées en périphérie des fibres musculaires, sous la lame basale.
Lors du processus de régéneération, les cellules satellites activées vont proliférer puis s’engager

dans le programme de différenciation conduisant a la fusion des cellules satellites entre elles ou
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Figure 21: Contrast phase microscopy. (A) Confluent C2C12 myoblasts were cultured in differentiation media (DM)
containing 2% of horse serum in the presence (Ctl) or absence (Leu-) of leucine for 0, 1, 2, 3 and 5 days of differentiation. (B)
Satellite cells were cultured in DM in presence or absence of leucine for 0, 2, 8 and 24 h of differentiation.
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Figure 22: Confluent C2C12 myoblasts were cultured in differentiation media (DM) containing 2% of horse serum in the presence
(Ctl) or absence (Leu-) of leucine for 0, 1, 2, 4, 8 hand 1, 2, 3 and 5 days of differentiation. A) The level of myf5 was measured by
western blot analysis from total protein extract resolved on SDS PAGE and transferred on nitrocellulose membrane. For western
blot quantification (n=3), data were normalized to the value of a distinct Ponceau-stained band and expressed in % of the time 0O h.
B) The level of myoD was measured by western blot analysis from total protein extract resolved on SDS PAGE and transferred on
nitrocellulose membrane. For western blot quantification (n=3), data were normalized to the value of a distinct Ponceau-stained
band and expressed in % of the time 0 h. C) The mRNA levels of myf5 and myoD were measured by real time PCR. The results
were normalized by GAPDH mRNA levels and are expressed in % of the time 0 h. Differences between control cells and leucine
starved cells at each time point were assessed by 1-way ANOVA. Bars with (*) are significantly different from each other (P <
0.05). Differences between a condition and time 0 h were assessed by 1-way ANOVA. Bars with (1) are significantly different from
time 0 h (P < 0.05).



a leur intégration dans une fibre déja existante. Le programme de différenciation met en jeu une
cascade d’événements moléculaires régulés principalement par une famille de facteurs de
transcription, les MRFs (Myogenic Regulatory Factors) (61). L’expression de ces facteurs de
transcription est induite de mani¢re séquentielle au cours de la différenciation, il s’agit
respectivement de Myf5, MyoD, Myogénine et MRF4. Si I’effet des acides aminés sur la masse
musculaire est bien établi, il n’existait pas de travaux sur I’effet des acides aminés sur les
capacités de régéneration des cellules satellites. J’avais émis 1’hypothése que les voies de
signalisation régulées par les acides aminés pourraient participer a la régulation de la
différenciation des cellules satellites musculaires. Cette étude a été réalisée sur des cultures
primaires de cellules satellites de souris ainsi que sur la lignée myoblastique C2C12. Il a été
choisi d’étudier les effets de la carence en leucine. Cet acide aminé régule la voie GCN2 et
surtout, il est celui qui module le plus efficacement la voie mTOR. La différentiation a été
induite en présence ou en absence de leucine.

La carence en leucine entraine une inhibition de la différenciation dans les deux modeles
d’étude (Fig. 21). Cette inhibition est associée a une modification de 1’expression de deux
facteurs de transcription jouant un rdle clé dans la différenciation : myf5 et myoD (Fig. 22).
Myf5 est considéré comme un marqueur de la cellule satellite quiescente alors que 1’expression
de myoD est associée a un engagement de la cellule vers la différenciation. La carence en
leucine induit une augmentation du niveau d’ARNm de Myf5. Cette observation illustre bien
que le myoblaste engage des processus spécifiques et adaptatifs en réponse a la carence en
leucine. Concernant myoD, la carence entraine une diminution de son niveau protéique alors
que le niveau d’ARNm reste constant. Les modifications des niveaux d’expression de myf5 et
myoD sont en accord avec I’inhibition de la différenciation observée. En revanche, il apparait
qu’aucune des deux voies de signalisation, GCN2 et mTOR, connues comme étant régulées par
la leucine, n’est impliquée dans la régulation de myf5 et myoD. Ce résultat illustre bien
I’existence d’autres voies de signalisation régulées par les acides aminés et ceci, dans le cadre
de la différenciation musculaire. Toutefois, ces résultats n’excluent pas un réle de mTOR ou de

GCN2 dans I’inhibition de la différenciation lors d’une carence en acides aminés.

Projets en collaboration (2006-2009).

Durant cette période, mes compétences (voie mTORCI et cellules satellites) m’ont
permis de contribuer a différents projets menés au sein de I’équipe NSP et de 1’équipe
Protéolyse. Un projet mené par Dominique Dardevet concernait les effets de I’inflammation a

bas bruit sur la régulation de la synthese protéique postprandial chez le rat 4gé. Les travaux
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menés ont permis de mettre en évidence que le défaut de stimulation de la synthese protéique a
1’état postprandial n’était présent que chez les rats présentant une inflammation a bas bruit. Ce
défaut de stimulation a pu étre corrigé par un traitement anti-inflammatoire chronique. Par
contre, si une étude avait montré un défaut d’activation de la S6K1 lors du repas chez I’individu
agé (62), cette I’absence de stimulation de la S6K1 ne semble pas étre impliquée dans le défaut
de stimulation de la synthése protéique chez le vieux rat enflammé (63,64)

J’ai également contribué a un projet développé par Lydie Combaret (Equipe Protéolyse,
UNH) en collaboration avec 1’équipe NSP. Cette étude, effectuée chez le rat, était centrée sur
la caractérisation des mécanismes protéolytiques et apoptotiques engageés lors de la récupération
musculaire suite a une atrophie causée par une immobilisation (platrage). Dans ce projet, j’ai
pu apporter mon expertise sur les cellules satellites. Les résultats obtenus suggérent une
profonde modification de la balance apoptose/régénération au cours des phases d’atrophie et de

récupération (65).
Bilan de la période 2006-2009

Les travaux réalises sur la différentiation des cellules satellites ont illustré 1’importance
de mieux caractériser des mécanismes moléculaires régulés par les acides aminés afin de
pouvoir caractériser leurs réles au niveau physiologique. En 2009, cette connaissance était
encore limitée, notamment concernant mTORCI1 et la leucine. J’ai donc souhaité orienter mes
activités de recherche vers des projets visant a mieux comprendre 1’effet signal des acides
aminés au niveau moléculaire. Dans cet objectif, j’ai fait une demande de mobilité interne au
sein de I’Unité pour réintégrer 1’équipe Génes Nutriments (maintenant Proteostasis) dont 1’une
des thématiques est la caractérisation et la compréhension des mécanismes moléculaires

régulées par les acides aminés.

Chargé de Recherche INRAE Equipe Proteostasis (2009-présent)

Afin d’approfondir mes travaux sur les mécanismes moléculaires régulés par les acides
aminés, j’ai rejoint ’équipe GN en 2009. Les thématiques de recherche de 1’équipe GN
(Responsable d’équipe : Pierre Fafournoux) s’articulent autour d’une question : les acides
aminés peuvent-ils, au travers de la régulation de 1’expression des génes, réguler des fonctions
physiologiques ? Les travaux de 1’équipe Proteostasis ont permis de caractériser 1’une des
principales voies de signalisation impliquée dans la régulation de 1I’expression des genes par la
disponibilité en acides aminés : la voie GCN2/elF2a/ATF4. La finalité des travaux de 1’équipe
est de déterminer le r6le de ces mécanismes dans le contréle de fonctions physiologiques lors
de différentes situations nutritionnelles ou pathologiques. L’un des objectifs de 1’équipe
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Figure 23: Western blot analysis of Pser51-elF2a and ATF4 from total protein extract of control and
leucine starved GCN2+/+ and GCN2-/- cells. (B) The mRNA levels of p8 were measured in GCN2+/+
and GCN2-/- cells by real-time PCR, results were normalized by actin mRNA levels and were expressed
in% of the time 0 h. (C) Same experiments than a, with ATF4+/+ and ATF4-/- cells. (D) Same
experiments than b, with ATF4+/+ and ATF4-/- cells.

P8 mRNA
2 70 —

120 1 8
c N 4
g * = 60
> 1007 % 50 -
- =
8 80 T < 40 4
= z OLEU+
£ | * * OLEU+  q  30 | mLEU-
5 60 — 1  gLEU- -
= i S & 20
S 40 =2
> £ 10
£ i3 Cem
s << 0 : : .
< 9 T T T Antibody  IgG ATF4 I9G ATF4

2h 4h 2h 4h
WT KO WT KO

Figure 24: Overnight starved mice were fed for 2 and 4 h either with a control (Leu+) or a leucine-deficient (Leu-) diet. (A)
The mRNA levels of p8 were measured in total hepatic RNA by real time PCR, the results were normalized by actin mRNA
levels and were expressed in% of the time 0 h. (B) ChIP analysis were performed on DNA from liver nuclear extract using
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immunoprecipitated DNA (IP) were normalized with the product obtained with input DNA. Differences between mice fed
with control diet and mice fed with leucine diet were assessed by Student’s test. Bars with (/) are significantly different
from each other (P < 0.05).



demeure de caractériser plus précisément les mécanismes par lesquels les acides aminés
contrélent les fonctions cellulaires que ce soit par la régulation de 1’expression des génes ou de
voies de signalisation. Les projets que j’ai développés durant cette période s’inscrivent dans cet

objectif.

Régulation du géne p8 par la voie GCN2/eIF2a/ATF4 lors d’une carence en un acide aminé

Lors de mon intégration dans 1’équipe Proteostasis, un des objectifs était de mieux
caractériser la régulation de la voie GCN2/elF2a/ATF4. Une publication récente avait identifié
la protéine p8 (ou NUPR1) comme un activateur potentiel d’ATF4 (66). La protéine p8 est un
cofacteur capable d’agir sur ’architecture chromatinienne, elle est particulierement étudiée
dans le contexte de la tumorigenese de par son role dans la balance survie/apoptose (67). J’ai
pu identifier un élément de réponse aux acides aminés (AARE) dans le promoteur du gene
codant pour la protéine p8. Ainsi, p8 était susceptible d’étre régulée par la voie
GCN2/elF20/ATF4 et de participer a une boucle de rétrocontrdle positive de I’activité d’ ATF4.
Les travaux menés ont permis de confirmer que la carence en leucine régule 1’expression du
géne p8 de maniére GCN2 et ATF4 dépendante (Fig. 23). Cette régulation implique 1’élément
de réponse identifié dans le promoteur de p8. Des expériences in vivo ont également été
réalisées. Des souris sauvages et invalidées pour GCN2 ont été soumises a un régime contréle
ou & un régime dépourvu en leucine. L’analyse au niveau hépatique du niveau d’ARNm de p8
a permis de confirmer que GCNZ2 était nécessaire a sa régulation dans le contexte de la carence
en leucine (Fig. 23). De plus des analyses d’immunoprécipitation de la chromatine sur des
extraits de foie ont confirmé la liaison d’ATF4 a la région du promoteur comprenant I’AARE
(Fig 23).

Toutefois, des expériences menées sur des MEFs p8 KO et des cellules HelLa
transfectées avec des siRNA dirigés contre p8 n’ont pas permis de mettre en évidence un role
de p8 dans la régulation de la transcription ATF4 dépendante lors de la carence en leucine (non
publiée). Récemment, des travaux chez la souris ont mis en évidence que lors d’un régime high
fat p8 contribuait au maintien de I’activation de I’ISR au niveau hépatique et protégeait de la
lipotoxicité (68). Les souris p8 KO présentent un défaut d’induction de 1’expression d’ATF4
par PERK au niveau hépatique apres 15 semaines de régime high fat. Toutefois, les auteurs
n’ont pas avancé d’hypothese quant au mécanismes impliqué dans la diminution de I’activation
de PERK et de I’expression d’ATF4.
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Figure 25: (A) Proliferation assay of parental cells (Parental) and 3 independent clones (Clone 1, 3, 5) cultured for 24, 48 and 120
hours in 2% medium (Concentration of amino acid compared to the control medium). Cell numbers were determined by counting.
For each cell type, cell number is expressed relative to the number of cells at Oh. The graph show means + S.E.M. of 3
independent experiments. Differences were assessed by 1-way ANOVA,; *** indicates a significant difference (p<0,001) between
clones and parental cells. (B) Parental cells and AADR clones were cultured in control medium (Ctl) or in 2% medium (2%) for 24h
and 48h. Immunoblot analyses of caspase 3 cleavage were performed.
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Figure 26: Parental cells (Parental) and AADR clones (Clone 1, 3, 5) were cultured in control medium (Ctl) or in 2%
medium (2%) for 24h and 48h , Immunoblot analyses of GCN2, elF2a, S6K1 and their phosphorylated form were
performed.
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Figure 27: (A) Parental cells (Parental) and AADR clones (Clone 1, 3, 5) were cultured in control medium (Ctl) or in 2% medium
(2%) for 24h and 48h. Protein synthesis was measured by SUnSet method, immunoblot analyses of puromycin incorporation into
proteins were performed. (B) Parental cells and AADR clones were cultured for 24h in control medium or in 2% medium. When
indicated, 20uM of chloroquine (Cq) was added during the last hour of treatment. (Upper panel) Immunoblot analyses of eiF2a
and LC3B processing (LC3-1 and LC3-1l) were performed.



Identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance des cellules a une

carence en acides aminés

Ce projet a fait I’objet d’une collaboration avec J. Pouyssegur (Centre Scientifique de
Monaco) et a été en partie financé par I’ARC. Une post doctorante, Sarah Lambert-Langlais, et
un doctorant, Florent Mesclon, que j’ai encadré, ont participé a ce projet. Son objectif initial
¢tait de caractériser de nouveaux mécanismes d’adaptation des cellules aux variations de
disponibilité en acides aminés. Il est intéressant de noter que certaines cellules cancéreuses
présentes au cceur de tumeurs solides possédent une capacité de survie accrue malgré une faible
vascularisation entrainant de faibles apports en oxygene et nutriments dont les acides aminés
(69). 1l est donc clair que certaines cellules soumises a une forte pression de sélection sont
capables de survivre en développant des mécanismes d’adaptation (70). Ce phénoméne
implique une sélection génétique des cellules les plus résistantes. Partant de ce principe, nous
avons mis au point un modele cellulaire original par une approche de génétique fonctionnelle.
Nous avons appliqué une trés forte pression de sélection sur des fibroblastes embryonnaires de
souris (MEF) en les cultivant plusieurs mois dans un milieu contenant 2% d’acides aminés par
rapport a du DMEM (milieu 2% AA). Une majorité des cellules sont mortes mais quelques-
unes ont survécu et formé des clones que nous avons isolés (clones -AAr). Trois de ces clones
ont été étudiés. La figure 25 illustre leur capacité de prolifération dans le milieu 2% AA.
Contrairement aux cellules parentales, les clones ne présentent pas de clivage de la caspase 3
lorsqu’ils sont cultivés dans du milieu 2% AA. Nous avons ensuite étudi¢ le niveau d’activation
des voies GCN2 et mTORCL (Fig. 26). Dans les cellules parentales cultivées dans du milieu
2% AA, I’inhibition de la phosphorylation de S6K 1 témoigne d’une diminution de I’activité de
la voie mTORCL1 tandis que la phosphorylation de GCN2 et d’elF2a indique une activation de
la kinase GCN2. Dans les clones cultivés en milieu 2% AA, nous retrouvons le méme profil de
phosphorylation des cibles étudiées. Le niveau de synthése protéique des clones déterminé par
la technique de SUNSET (surface sensing of translation) (71). Cette technique repose sur
I’utilisation de puromycine qui s’intégre dans les chaines polypeptidiques en €longation
entrainant 1’arrét de leur synthése. La mesure du niveau d’intégration dans les protéines
naissantes par Western Blot permet d’évaluer le niveau de synthése protéique. De maniere
cohérente le niveau de synthése protéique des clones apparait comme similaire a celui des
cellules parentales cultivees dans le milieu 2% AA (Fig. 27). En revanche, 1’étude de la
lipidation de LC3, un marqueur d’induction de 1’autophagie, a mis en évidence que le niveau

de LC3 lipidé était diminué dans les clones suggérant une diminution du flux d’autophagie

21



2
A Parental Clone 1 Clone 3 Clone 5 _ #
2 15
ctl 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h E = L
2% 2% 2% 2% 2% 2% 2% 2% %% 1 |—l—‘ -
=% - s e o
T 05 I 1
i A1 Ik sRiNEECNNy
= £
- .
Ctl  24h 48h 23h  48h  24h  48h  24h  48h
elF2a o — — A — 2% 2% 2% 2% 2% 2% 2% %
Parental Clone 1 Clone 3 Clone 5
B
10 - Y Asns 40 - Atf3
3 g | - H #
3 .—:’ 30 - i
20 4
H F g 3 D
D = 1 0 1
ctl 2% 2% 2% 2% ctl 2% 2% 2% 2%
Parental Ata1z Cc1 c3 cs Parental c1 c3 5
15 § 50 - Trb3
H # - #
[ .
5 10 - ' i
= a
E z 30 1 )
L 4 E
El .o z 20 A T
E: . T & 1
e N 2 10
0 - 1
ol 2% oz 0 ol 2% 2% 2% 2% '
Parental (o c c5 _———
Parental C1 Cc3 c5

Figure 28:. Parental cells (Parental) and AADR clones (Clone 1, 2, 3) were cultured in control medium (Ctl) or in 2% medium
(2%) for 24h and 48h. (A) (Left panel) Immunoblot analyses of ATF4 and elF2a were performed. (Right panel) ATF4 level was
determined by densitometry analysis. Graph shows means + S.E.M. of 5 independent experiments. Differences were assessed
by 1-way ANOVA. # indicates a significant difference (p<0,001) compared to parental cells in control medium., ** indicates a
significant difference (p<0,01) compared to parental cells in 2% medium. (B) Parental cells and AADR clones were cultured in
control medium or in 2% medium for 24h. Asns, Atf3, Atg12 and Trb3 mRNA levels were determined and normalized by the level
of B-actin mRNA, results are expressed relative to the value observed in parental cells in control medium. Graph show means +
S.E.M. of 5 independent experiments. Differences were assessed by 1-way ANOVA,; # indicates a significant difference
(p<0,001) compared to parental cells in control medium, * p<0,05 compared to parental cells in 2% medium.
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Figure 29: MEFs were infected with a lentivirus expressing either a ShRNA control (ShCtl) or a ShRNA targeting ATF4 (ShATF4).
(A) ShCtl cells and ShATF4 cells were cultured in control medium or in 2%medium for 24 and 48 hours. Immunoblot analyses of
caspase 3 cleavage were performed. (B) ShCtl cells and ShATF4 cells were cultured in 2% medium for 5 days (D5) and 7 days
(D7). Cell numbers were determined by counting. For each cell type, cell number is expressed relative to the number of cells at
Oh (represented by the black line). Graph shows means + S.E.M. of 3 independent experiments. Differences were assessed by 1-
way ANOVA,; # indicates a significant difference (p<0,01) compared to ShCtl cells, ** indicates a significant difference (p<0,01)
compared to Oh



comparativement aux cellules parentales cultivées dans le milieu 2%AA (Fig. 27). Ce résultat
pouvait paraitre surprenant dans la mesure ou I’inhibition de mTORCI et I’activation de GCN2
contribuent a I’initiation et au maintien de I’autophagie. Toutefois, la seule mesure du niveau
de lipidation de LC3 ne permet pas de conclure sur le flux d’autophagie. Néanmoins,
considérant que les clones présentent une proteosynthése diminuée mais sont capables de
proliférer et donc de présenter une balance protéique positive, il apparait cohérent que le niveau
d’autophagie et de maniére générale, le niveau de proteolyse, soit diminué dans les clones.

Un étude transcriptomique a également été réalisée (données non publiées). Un point
commun entre les 3 clones s’est dégagé, ils présentaient tous une diminution des génes cibles
d’ATF4 comparativement aux cellules parentales cultivées dans le milieu 2% AA. Ce résultat
a été confirmé par qPCR en étudiant les ARNm de 4 de ces genes : Asns, Atf3, trb3 et Atgl2.
Chacun de ces genes présente un niveau de messager significativement plus faible dans les
clones cultivés en 2% AA comparativement aux cellules parentales cultivées dans le méme
milieu (Fig. 28). Ces résultats indiquent une diminution du niveau de transcription ATF4
dépendant dans les clones. Conformément a cette hypothese, il a pu étre observé une diminution
du niveau de protéine d’ ATF4 dans les clones cultivés en 2 % AA comparativement aux cellules
parentales cultivées pendant 24 heures dans du milieu 2% AA (Fig. 28). Méme si ATF4 est la
cible de modifications post-traductionnelles (72), les données de la littérature et les travaux de
I’équipe tendent & montrer que le niveau d’activité d’ATF4 peut étre directement relié a son
niveau d’expression. Afin de déterminer si cette baisse de 1’expression d’ATF4 était 1’une des
caractéristiques permettant la survie des clones en milieu 2% AA, le knock-down d’ATF4 a été
réalisé dans les cellules parentales par shRNA. Les MEFs infectées avec le lentivirus exprimant
le shRNA dirigé contre I’ARNm d’ATF4 ne présentaient pas de clivage de la caspase 3 ne
milieu 2% AA contrairement aux cellules infectées avec le lentivirus témoin. De plus, la
diminution du niveau d’expression d’ATF4 a conféré aux cellules la capacité de proliférer dans
le milieu 2% apres 7 jours de culture (Fig. 29). Réciproquement, ATF4 a été surexprimé par
adenovirus dans les clones. Le niveau de surexpression obtenu s’est avéré modérée et
relativement hétérogéne entre les clones. Toutefois, cette surexpression a entrainé en milieu 2%
AA une diminution de leur capacité a proliférer et le clivage de la caspase 3 a été observé.
L’ensemble de ces résultats démontrent le role majeur joué par la sous-expression d’ATF4 dans
la capacité des clones a survivre et proliférer dans un milieu appauvri en acides aminés. Nous
avons ensuite tenté de déterminer si cette caractéristique pouvait étre partagée par des cellules
tumorales. Plusieurs lignées de tumeurs pancréatiques ont été étudiées. En effet, ces tumeurs

présentent un stroma tres dense entrainant une moindre vascularisation et donc un apport en
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Figure 30: (A) HelLa, MIA PaCa-2 and BxPC-3 were cultured in 2% medium (2%) for 72 hours. Cell numbers were determined by
counting. For each cell type, cell number is expressed relative to the number of cells at Oh (represented by the black line). Graph
shows means + S.E.M. of 3 independent experiments. Differences were assessed by 1-way ANOVA; # indicates a significant
difference (p<0,001) between cell lines, ** indicates a significant difference (p<0,01) compared to Oh. (B) MIA PaCa-2, BxPC-3
and Hela cells were cultured control medium or 2% medium for 24 hours. Immunoblot analyses of ATF4, elF2a and its
phosphorylated form and the cleaved form of PARP were performed.
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Figure 31:. BxPC-3 cells were infected with adenovirus expressing either GFP (Ad-GFP) or mouse form of ATF4 (Ad-ATF4).
(A) Cells infected with either Ad-GFP or Ad-ATF4 were cultured in control medium (Ctl) or in 2% medium (2%) for 24 hours.
Immunoblot analyses of ATF4, elF2a and the cleaved form of PARP were performed. The arrow indicates the mouse form of
ATF4. (B) Early apoptosis detection using hoechst 33342 labelling in cells infected with either Ad-GFP or Ad-ATF4 cultured in
2% medium for 24 and 48 hours. Results are expressed as the percentage of cells presenting high hoechst staining. Graph
shows means = S.E.M. of 3 independent experiments. Differences were assessed by 1-way ANOVA, ** indicates a significant
difference (p<0,01) between compared to Oh. (C) Cells infected with either Ad-GFP or Ad-ATF4 were cultured in 2% medium
for 24 and 48 hours. Cell numbers were determined by counting. For each cell type, cell number is expressed relative to the
number of cells at Oh (represented by the black line). Graph shows means + S.E.M. of 3 independent experiments. Differences
were assessed by 1-way ANOVA; # indicates a significant difference (p<0,001) between cells infected with Ad-GFP and Ad-
ATF4, ** indicates a significant difference (p<0,01) compared to Oh.



nutriments et oxygene diminué. La lignée Hel a a été utilisée comme témoin. Pour rappel, ¢’est
dans cette lignée issue de métastases d’un cancer de 1’utérus que nous avons caractérisé la
régulation de la transcription ATF4 dépendante par la carence en leucine. Parmi les lignées
pancréatiques testées, la lignée BXPC3 est celle qui présentait a la fois un faible niveau
d’expression d’ATF4, une absence du marqueur d’apoptose PARP clivé et une capacité de
prolifération en milieu 2% AA (Fig. 30). La surexpression d’ATF4 dans cette lignée a conduit
a I’induction de I’apoptose et a un arrét de la croissance lorsque ces cellules étaient cultivées en
milieu 2% (Fig. 31).

Grace au modeéle des clones, nous avons pu mettre en évidence qu’une modification de
la régulation de I’expression d’ATF4 et de ses génes cibles pouvait constituer un mécanisme
d’adaptation conférant une résistance a la carence en acides aminés. 1l faut souligner que cette
modification était présente dans la grande majorité des clones que nous avons testée. En
revanche, nous n’avons pas été en mesure d’identifier les causes de la sous-expression d’ATF4.
Dans la littérature, il n’existe pas de consensus quant au role d’ATF4 dans les cellules
tumorales. Il peut étre décrit comme un facteur permettant la survie des cellules tumorales en
permettant d’induire la vascularisation des tumeurs ou la synthése d’acides aminés nécessaires
au métabolisme des cellules tumorales (73,74). Il est également décrit comme un facteur
pouvant entrainer 1’apoptose de cellules cancéreuses (75,76). Il est important de considérer que
dans ce processus de sélection aucun des clones testés n’a montré de diminution de I’activation
de GCN2 et de la phosphorylation d’elF2a. Nous pouvons donc faire I’hypothése que cette
partie de la voie de signalisation peut contribuer a la survie des cellules lors de la carence en
acides aminés indépendamment de I’induction de 1’expression d’ATF4. Cette hypothése est
corroborée par les travaux de Han et al., qui ont mis en évidence que dans le contexte du stress
du réticulum endoplasmique, ATF4 contribue a I’apoptose alors que la phosphorylation d’eIF2a
contribue a la survie (77). L’inhibition de la synthése protéique en soit peut jouer un role clé
dans la survie des cellules face a la restriction en acides aminés. Cette notion de réole clé du
niveau de synthése protéique dans la survie des cellules tumorales dans des conditions adverses
est clairement illustrée par les travaux de Leprivier et al. qui ont montré I’importance de
I’activité d’eEF2K dans ce phénomeéne. eEF2K est une kinase qui, en phosphorylant le facteur
d’élongation de la traduction eéEF2, va inhiber son activité (78). L’élongation des protéines est
I’un des processus cellulaires trés couteux en terme de consommation d’ATP. Nos résultats
montrant une potentielle diminution de 1’autophagie dans les clones permettant de conserver

une balance protéique positive malgré un faible niveau de synthése protéique est cohérent par
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rapport a cette étude. Les clones présentent donc a la fois une modification de la réponse
apoptotique et une adaptation de la balance protéique.

Cette modification du métabolisme protéique ne semblait pas pouvoir expliquer a elle
seule la capacité des clones a soutenir un anabolisme protéique suffisant. En effet, sur 3 jours
de culture sans changement de milieu, la quantité d’acides amines présente n’est théoriquement
pas suffisante pour soutenir la prolifération observée. Cette constatation nous a conduit a nous
poser la question de la capacité des clones a utiliser les protéines du milieu de culture comme
source d’acides aminés. Nous avons donc testé I’impact d’un milieu dépourvu de leucine et
contenant 2% des autres acides aminés (milieu 2%AA —leu). Cette condition fortement délétére
pour les cellules parentales n’a pas impacté significativement la prolifération des clones sur 3
jours. Ce résultat démontre clairement que les clones ont la capacité d’obtenir de la leucine
indépendamment de celle présente sous forme libre dans le milieu de culture. Si on ne peut pas
exclure que les clones aient acquis la capacité a synthétiser de la leucine, il apparait plus
probable que les clones aient acquis la capacité a utiliser les protéines du sérum de veau feetal
présent a hauteur de 10% dans le milieu de culture. Nous avons donc cultivé les clones en
absence de sérum, ce qui a entrainé un arrét de leur prolifération. L’ajout d’albumine a été
suffisant pour restaurer la prolifération chez les clones indiquant que ’arrét de la prolifération
observeé en absence de sérum n’était pas di a ’absence de facteurs de croissance mais bien a
I’absence de protéines. Des travaux ont mis en évidence que des cellules tumorales ou
transformées avec KRAS avaient acquis la capacité a utiliser les protéines du milieu par un
mécanisme de macropinocytose (79,80). Les expériences préliminaires que nous avons menées
suggerent que seul un des clones présentait de la macropinocytose permettant 1’utilisation des
protéines du milieu de culture. Nous aurions souhaité que cette caractéristique soit partagée par
tous les clones afin de pouvoir identifier grace a ’analyse transcriptomiques des génes
potentiellement impliqués dans 1’apparition de ce processus dans les clones. Les investigations
n’ont pas été poussées plus loin.

L’objectif initial de ce projet était d’identifier des voies de signalisations contrdlées par
la disponibilité en acides aminés. L’étude transcriptomique nous a ramené a ATF4, il aurait été
intéressant d’aborder également des aspects plus en lien avec le métabolisme cellulaire des
clones. Le début des années 2010 a été marqué par un intérét particulier pour le métabolisme
des acides aminés dans les cellules tumorales (81,82). Dans la plupart de ces travaux, les acides
aminés sont étudiés pour leur role d’intermédiaires métaboliques. Un intérét particulier est porté
aux acides aminés non indispensables telle que la glutamine et I’asparagine pour leur r6le dans

le cycle de Krebs (83) ou la serine pour son role dans le « one carbon metabolism » (84). Il s’est
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posé la question de la dépendance de certaines tumeurs a ces acides aminés jouant un réle clé
dans le métabolisme tumoral. Dans notre processus de selection, il faut prendre en compte que
la pression la plus importante était probablement exercée par la diminution d’acides aminés
indispensables. Il n’est donc pas certain que les clones soient le modele le plus pertinent pour
étudier les modifications métaboliques des cellules tumorales en lien avec les acides aminés
non indispensables. Une autre limite inhérente aux clones est que I’approche utilisée ne permet
pas la selection de cellules présentant des caractéres d’agressivité tumorale. En revanche, il peut
étre envisagé que ce modele soit relativement intéressant pour aborder la problématique des
cellules cancéreuse quiescentes/dormantes. Si la question de I’aspect transposable des
mécanismes identifiés dans les clones dans le contexte tumoral est légitime, il n’en demeure
pas moins que nous n’avons pas exploité toute les possibilités de ce modele. Une nouvelle
analyse des données transcriptomiques pourrait constituer un point de départ, notamment pour

identifier des voies de signalisation ou des facteurs de transcription interagissant avec ATF4.

Régulation de mTORCL1 par la leucine, réle de la voie GNC2

En 2011, au début du post doctorat de Sarah Lambert-Langlais, des MEFs ATF4 KO
ont été utilisées dans le cadre du projet sur les clones résistant a la carence en acides aminés.
Sarah a pu observer une moindre inhibition de la voie mTORC1 dans ces cellules lorsqu’elles
étaient cultivées dans le milieu 2% AA. La premiere hypothése que nous avons faite était que
I’absence d’ATF4 entrainait la sous-expression des génes codant pour REDD1 et TRB3, deux
protéines ayant été décrites comme inhibant I’activit¢é de mTORC1(85,86). Afin de valider les
résultats obtenus avec les MEF ATF4 KO, des expériences similaires ont été réalisées dans des
MEF GCN2 KO dans un contexte de carence en acides amineés totale mais également de carence
en leucine. Les premiers résultats obtenus ont mis en évidence d’une part, un réle de GCN2
dans la régulation de mTORCL1 par la leucine sur des temps courts et d’autre part, que les
mécanismes impliqués dans la régulation de mTORCL1 par une carence totale en acides aminé

ou une carence uniguement en leucine présentent des différences.

Au début de ce projet, les connaissances de la régulation de 1’activité de mTORCI par
les acides aminés venaient de faire une avancée majeure avec la caractérisation des protéines
Rags et du complexe ragulator (87,88). Ces travaux avaient mis en évidence que la présence
d’acides aminés entrainait la localisation de mTOR au niveau du lysosome ou se trouve
également localisée la protéine Rheb, une GTPase indispensable a I’activation de mTORC1

(89,90). Cette localisation de mTOR au niveau du lysosome dépend de plusieurs complexes
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Figure 32: MEFs were cultured with serum in the presence or in the absence of AA for 60 min; or in the absence of AA for 50 min
prior to addition of AA for 10 min. Immunostaining of mMTOR (green) and lamp2 (red) was performed; colocalization was
determined by confocal microscopy. Bars: 10 um. . Immunoblot analyses were performed.
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Figure 33:. MEFs were cultured in the presence of serum. For each condition, cells were cultured in the presence (+Leu) or
in the absence of leucine (-Leu) for 60 min, or in the absence of leucine for 50 min prior to a 10 min leucine stimulation.
Immunostaining for mTOR (green) and lamp2 (red) was performed; colocalization was determined by confocal
microscopy. Bars: 10 pm. Immunoblot analyses were performed.



protéiques et notamment des protéines Rags qui agissent en hétérodimeres (RagA ou B interagit
avec RagC ou D). Les travaux de I’équipe de Davis Sabatini avaient démontré 1) que la présence
des Rags était nécessaire pour la localisation lysosomale de mTOR 2) que la localisation de
mTOR dépendait spécifiquement de la présence des acides aminés 3) que la localisation de

mTOR au lysosome était nécessaire pour 1’induction de son activité (87).

Régulation de la localisation de mTOR par les acides aminés et la leucine.

Dans le cadre de 1’étude du réle de GNC2 dans la régulation de 1’activité de mTORCI,
nous avons été amenes a étudier la régulation de la localisation de mTOR par la carence en
leucine dans des MEFs. Les résultats obtenus (décrits ci-dessous) vont a I’encontre du modéle
établi par David Sabatini sans pour autant le remettre en cause. Il est important de prendre en
compte que les mécanismes impliqués peuvent étres différents suivant les types cellulaires. En
particulier, de nombreux travaux ont été réalisés avec des cellules HEK293T. Dans cette lignée,
en absence de sérum, I’activit¢é de mTORCI1 reste relativement élevée. L’objectif de ces études
était d’étudier la régulation de mTORC1 indépendamment de la contribution des facteurs de
croissance. En revanche, dans des fibroblastes embryonnaires de souris, en absence de sérum,
I’activité de mTORC]1 est fortement réduite et la capacité des acides aminés a stimuler ’activité
de mTORC1 est également largement impactée (Averous et al, Scientific Reports 2016) . Au
final, cette situation est plus représentative des schémas de régulation de mTORC1 tels qu’ils
sont connus aujourd’hui. Souhaitant utiliser des modéles de MEFs invalidés, nous avons fait le
choix de conserver ce type cellulaire pour étudier la régulation de mTORC1 par la leucine et
les acides aminés. Ce choix impliquait d’utiliser du sérum dialysé dans nos expériences afin de
maintenir 1’activité Akt et permettre de conserver Rheb sous sa forme GTP. De maniére
concomitante a nos travaux, ce type d’approche a été plus largement utilisée dans les études de
la régulation de mTORCL1 par les acides aminés.

Dans des MEFs, nous avons pu observer, conformément aux données de la littérature,
gue la carence totale en acides aminés entraine une forte diminution de la co-localisation de
mTOR avec la protéine lysosomale lamp2 (Fig. 32). L’ajout d’acides aminés pendant 10
minutes dans le milieu carencé est suffisant pour relocaliser mTOR au lysosome. Ces
modifications de la localisation de mTOR sont corrélées a I’activité de mTORC1, comme en
témoigne les variations de phosphorylation de S6K1 et de 4E-BP1. En revanche, dans le
contexte de la carence/restimulation en leucine nous n’avons pas observé de modifications

majeures de la localisation de mTOR au niveau du lysosome et cela, malgré le fait que 1’activité
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Figure 34: The localization of mTOR to the lysosome is not sufficient to induce mTORC1 activity. MEFs were cultured with serum
in the presence or absence of AA for 60 min; or in the absence of AA for 50 min prior to addition of AA for 10 min or a medium
containing all AA except leucine (+AA — Leu). (A) Immunostaining for mTOR (green) and lamp2 (red); colocalization was
examined by confocal microscopy. Bars: 10 ym. (B) Immunoblot analyses were performed to measure the amount of the
indicated proteins and their level of phosphorylation.
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Figure 35: MEFs were transfected with non-targeting negative control siRNA (siRNA control) or with siRNAs targeting the
sequences of RagC and RagD mRNAs (siRNA RagC/D). Cells were cultured with serum in the presence (+AA) or in the
absence (—AA) of AA for 60 min, or in the absence of AA for 50 min prior to addition of AA for 10 min. Immunostaining of mTOR
(green) and lamp2 (red) was performed; colocalization was determined by confocal microscopy. Bars: 10 ym. Immunoblot
analyses were performed to assess the amount of the indicated proteins and their level of phosphorylation.




de mTORC1 soit réduite par la carence en leucine puis restimulée par 1’ajout de leucine (Fig.
33). L’une des caractéristiques du modele de régulation proposé en 2008 par David Sabatini
était que le relocalisation (par un mutant de ragB) de mTOR du cytoplasme au lysosome était
suffisante pour activer mTORC1 et ce, méme en absence d’acides aminés. Le rble des acides
aminés etait donc de permettre la relocalisation de mTOR au niveau du lysosome et non son
activation. Nos données ne semblaient par corroborer ce principe, nous avons donc teste 1’effet
d’un milieu carencé en leucine sur des cellules qui avait été préalablement carencées en tous
les acides aminés. Ce protocole a clairement montré que la relocalisation de mTOR au niveau
du lysosome n’est pas suffisante pour induire 1’activité de mMTORC1 du moins dans les MEFs
(Fig. 34). Nous avons donc ensuite procédé au knock-down de RagC/RagD et nous avons pu
valider I’efficacité du knock-down de RagC par western blot et gPCR et celle de RagD par
gPCR uniguement. L’étude de la localisation de mTOR a validé fonctionnellement le knock-
down de Rag C/D, que ce soit en condition contrdle ou aprés une stimulation par les acides
aminés, nous n’observons pas de colocalisation entre mTOR et lamp2 (Fig. 35 et 36). De
maniere surprenante, nous avons observé une activité significative de mTORCL1 en condition
contréle mais surtout, la stimulation avec la leucine ou les acides aminés était toujours capable
d’induire ’activit¢ de mTORCI. Du fait que I’invalidation des Rags ne soit que partielle, il peut
étre avancé que 1’étude de la localisation de mTOR ne soit pas assez fine pour détecter une
présence résiduelle de mTOR au lysosome qui serait suffisante pour induire I’activité de
MTORCL1. Nous avons donc également procédé au triple KD RagA/C/D (RagB n’est pas
détectable en qPCR dans les MEFs), les mémes résultats ont été obtenus. De maniére
surprenante, nous avons observé une moindre inhibition de I’activit¢é mTORCI1 dans les
contextes de la carence en leucine et en acides aminés dans les cellules transfectées avec les
SiRNA. 1l ne s’agit pas d’un effet off-target des siRNA dans la mesure ou d’autres couples de
siRNA ciblant RagC/D présentaient les mémes effets. Dans I’ensemble, nos résultats
démontrent que 1) les mécanismes de régulation de mTORCL1 par la carence en leucine ou en
acides aminés sont en partie différents : I’inhibition de mTORCI1 par la carence en leucine
n’implique pas la délocalisation de mTOR du lysosome, 2) la localisation de mTOR au
lysosome n’est pas suffisante pour induire 1’activit¢ de mTORCI, 3) Pactivit¢ de mTORC1
peut étre induite indépendamment de la localisation au lysosome 4) la localisation de mTOR
au lysosome semble jouer un réle dans I’inhibition de I’activité de mTORCL1 par la carence en
leucine ou en tous les acides aminés. Différentes études sont venues corroborées ces
conclusions, il a notamment été mis en évidence que mMTORCL1 pouvait étre activé par Rheb au

niveau de I’appareil de Golgi. Concernant le role de I’inhibition de mTORC]1 au niveau du
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Figure 36: MEFs were transfected with non-targeting negative control siRNA (siRNA control) or with a couple of siRNA targeting
the sequences of RagC and RagD mRNAs (siRNA RagC/D). Cells were cultured with serum in the presence (+Leu) or absence
of leucine (-Leu) for 60 min; or in the absence of leucine for 50 min prior to a 10 min leucine stimulation. Immunostaining of
mTOR (green) and lamp2 (red); colocalization was determined by confocal microscopy. Bars: 10 ym Immunoblot analyses
were performed to measure the amount of the indicated proteins and their level of phosphorylation.

Wild-type GCN2-

A B Wild-type GCN2*
30 60 120 30 60 120 AR BA AR AR
+Leu -Leu +Leu -Leu +Leu -Leu +Leu -Leu +Leu -Leu +Leu -Leu +AA -AA +AA -Leu +AA  -AA  +AA -Leu
S6K1pT38Y | s — || —— —— — — S6KA1 pT389 . - —_— _ -
S6K1 total - —— —
T — | — - —— — — — S6K1 total T -_— -
elF2a pS51 — - elF20 pS51 i
elF2a total elF20 total —— — || — — T —
T — e || —— —— — —

Figure 37: (A) WT or GCN2-KO (-/-) MEFs were maintained in all amino acids including or excluding leucine (Leu) for the times
indicated. Immunoblot analyses were performed on the resulting cell lysates using the indicated antibodies. (B) WT and GCN2~/~
MEFs were kept in the presence (+AA) or absence (-AA) of AA for 75 min; or in the absence of AA for 60 min prior to addition for 15
min of a medium containing all AA (-AA — + AA) or a medium containing all AA except leucine (—AA —-Leu). immunoblot
analyses were performed on the resulting cell lysates using the indicated antibodies.
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Figure 38: (A) WT or ATF4-/- MEFs were cultured in presence or in absence of leucine (Leu) with all the other AAs for 30 min, 60
min or 120 min. immunoblot analyses were performed on the resulting cell lysates using the indicated antibodies. (B) WT or
Ser51Ala MEFs were cultured in presence or in absence of leucine (Leu) with all the other AAs for 30 min, 60 min or 120 min.
immunoblot analyses were performed on the resulting cell lysates using the indicated antibodies



lysosome, 1’étude de Demétriades et al. a démontré que la carence en acides aminés entrainait
la localisation de TSC2 au lysosome entrainant 1’inhibition de Rheb et donc de mTORCI1 (91).
Plusieurs études sont venues par la suite confirmer le réle du complexe TSC1/TSC2 dans
I’inhibition de mTORC1 au niveau du lysosome par les acides aminés (92,93). Nous avions
tenté de déterminer si la leucine pouvait controler la localisation de TSC2 au niveau du

lysosome, nous n’avons pas été en mesure de caractériser précisément la localisation de TSC2.

Réle de GCN2 dans la régulation de mTORCL par la leucine

Il est important de considérer que les mécanismes de régulation de mTORC1 par la
leucine différent de ceux exercés par I’ensemble des acides aminés. Des données de la littérature
et nos propres observations ont permis de faire I’hypothése que 1’activation de GCN2, suite &
une carence en leucine, pourrait participer a I’inhibition de mTORC1. S’il était probable que la
régulation de génes telle que REDDI pouvait participer au controle de 1’activité de mTORCI1
lors d’une carence en leucine, N0s premiers résultats nous ont orientés vers 1’existence d’un role
non transcriptionnel de GCN2 dans cette régulation. En effet, I’inhibition de mTORC1 par la
carence en leucine est détectée des 30 minutes, cette régulation est perdue dans les MEF GCN2
KO (Fig. 37). De méme, aprés avoir inhibé I’activit¢ mTORCI1 par une carence totale en acides
aminés, I’ajout d’un milieu carencé uniquement en leucine n’a aucun effet sur I’activité
mTORC1 dans les MEF WT alors que dans les cellules GCN2 KO, une induction de I’activité
MTORC1 est observée (Fig. 37). L’utilisation de MEFs invalidées pour ATF4 a permis de
conclure que son activité transcriptionnelle n’est pas impliquée dans I’inhibition précoce de
I’activité de mMTORCL1 (Fig. 38). En revanche, la phosphorylation d’elF2a est nécessaire a cette
régulation, tout comme dans les MEFS GCN2 KO (Fig. 38). La régulation de mTORCL1 par la
leucine est perdue dans la lignée exprimant un mutant non phosphorylable d’elF2a. En
revanche, si cette phosphorylation est nécessaire pour la régulation de mTORCL par la leucine
elle n’est pas suffisante. En effet, I’induction de la phosphorylation d’elF2a par I’histidinol (un
activateur de GCNZ2) ou la tunicamycine (un activateur de PERK) n’entraine pas d’inhibition
de I’activitét mTORC1 (Fig. 39). Nous avons également testé la carence en un autre acide aminé
indispensable, la lysine. Cette situation entraine bien la phosphorylation d’elF2a mais n’induit
pas I’inhibition de mTORC1 sur un temps court (entre 30° et 120”) (Fig. 39). Il est important
de souligner que si de nombreuses études se sont intéressées aux effets de la leucine sur la
régulation de mTORCI, il n’existait que des données limitées concernant les autres acides
aminés. Néanmoins, plusieurs études ont rapporté un effet significatif de la glutamine et de

I’arginine sur ’activit¢ mMTORCI. L’effet de la glutamine est a mettre en relation avec son role
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Figure 39: (A) WT MEFs were treated without (Ctl) or with tunicamycin (Tun) for the times shown. (B) WT MEFs were
treated without (Ctl) or with histidinol (Hol) for the times shown. (C) WT MEFs were cultured in the presence or in absence of
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medium containing all AA except leucine (—AA —-Leu) or lysine (~AA —-Lys). Immunoblot analyses were performed to
measure the amounts of the indicated proteins and their levels of phosphorylation.
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de substrat énergétique. Si I’arginine ne fait pas partie des acides aminés indispensable, il est
considéré comme un conditionnellement indispensable et la carence en arginine peut induire
Iactivit¢ de GCN2 (94). Nous avons donc testé cet acide aminé dans notre modele
expérimental. La carence en arginine entraine bien la phosphorylation d’eIF2a et I’inhibition
de P’activit¢ de mTORC1 dés 30 minutes de carence. Comme pour la carence en leucine, cette
régulation de I’activit¢t mTORCI est perdue dans les cellules invalidée pour GCN2 (Fig. 40).
Ces travaux ont mis en évidence que I’activité de GCN2 était nécessaire a I’inhibition de
mTORCI1 lors d’une carence en leucine ou en arginine. En revanche la phosphorylation d’elF2a
n’est pas suffisante pour inhiber I’activit¢é de mTORCI. 1l existe donc d’autres mécanismes
impliqués dans la régulation de mTORCL par la carence en leucine et en arginine.

Durant ces travaux et par la suite, différentes études ont décrit des mécanismes
impliqués dans la régulation de mTORC1 par ces deux acides aminés. Toutefois, ces études
étudiaient la régulation de mTORC1 au travers de la régulation de la localisation de mTOR. En
particulier, les sestrins ont été identifiées comme un senseur cytoplasmique du niveau de
leucine. En 2008, la sestrin2 avaient été caractérisée comme une cible transcriptionnelle de p53
impliquée dans I’inhibition de mTORCI lors d’un stress oxydant (95). En 2015, il a été mise
en évidence que la sestrin2 pouvait lier la leucine et que cette liaison diminue son activité
inhibitrice sur mTORC1 en jouant sur la localisation de mTOR au lysosome (96). Cette
découverte constitue une étape majeure dans la compréhension de la régulation de mTORC1
en définissant I’acteur moléculaire responsable de ’effet specifique de la leucine. 11 s’avére
que I’expression de la sestrin2 est également régulée par la voie GCN2/eIF2a/ATF4. Les
travaux de Ye et al. ont démontré que cette régulation contribue a maintenir 1’inhibition de
mTORCI lors d’une carence en leucine (97). Indépendamment de la sestrin2, il a été mis en
évidence que la leucyl-tRNA synthétase était elle-méme impliquée dans la régulation de
I’activité de mTORCI1 en régulant I’activité de RagD (98). Schématiquement, en présence de
leucine, la leucyl tRNA synthetase exercerait un réle activateur sur les Rags et en absence de
leucine, ¢’est la sestrin2 qui exercerait son role inhibiteur (99). Toutefois, cette dualité dans la
régulation de mTORC1 n’est pas totalement admise. Ainsi, dans une de ses derniéres revues
datant de 2020, David Sabatini ne mentionne pas la leucyl tRNA synthétase (41).

Concernant I’arginine, sur le méme principe que les sestrins, le complexe Castor a été
identifié comme étant capable de lier I’arginine et de réguler la liaison de mTOR au complexe
Ragulator en conséquence (100). Il a été également proposé, toujours par le groupe de David
Sabatini, que le transporteur d’acides aminés SLC38A9 localisé au niveau du lysosome jouait

également un réle clé dans la régulation de mTORCL1 par les acides aminés. 1l régule mMTORC1
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en fonction du niveau d’arginine au niveau du lysosome mais également en permettant 1’efflux
de leucine vers le cytoplasme(101,102). Il existe de nombreux autres travaux ayant mis en
évidences des mécanismes de régulation de mTORC1 par les acides aminés. Le complexe
SAMTOR a été identifi¢é comme régulant I’activité de mTORC1 en fonction du niveau de S-
Adenosyl méthionine qui est corrélé a la disponibilité en méthionine (103). Le laboratoire de
M Hall, qui a identifié TOR chez la levure (104), a mis en évidence que le métabolisme de la
glutamine régulait I’activit¢é de mTORC]1 de maniére leucine dépendante (105). L’ensemble de
ces mécanismes de détection des acides aminés converge au niveau du lysosome par un jeu

complexe de signalisation entre différents complexes multi-protéiques décrits ci-dessous.

La régulation de mTORC1 par les acides aminés, une histoire de complexes.
Depuis la caractérisation des Rags en 2008, la caractérisation de la régulation de

MTORC1 par les acides aminés a progresse de maniére trés significative (87). Plusieurs
complexes multi-protéiques ont été successivement identifiés. Le premier a avoir été caractérisé
est le complexe Ragulator qui, en se liant aux Rags et en régulant leurs niveaux de GTP/GDP,
permet d’ancrer mTOR au lysosome (88). Il a été proposé initialement que I’activité de la
VATPase, le complexe permettant le flux de proton entre le cytoplasme et le lysosome, régulait
I’activité du complexe Ragulator en fonction de la disponibilité en acides aminés (106).
Toutefois, il s’avére que le rOle de la VATPase n’est pas encore clairement défini. C’est
également le cas du complexe folliculin dont la localisation est régulée par la présence d’acides
aminés (107). Les complexes GATORL et 2 ont également été identifiés comme étant
impliqués dans la régulation de mTORC1 par les acides aminés (108). Tout comme le complexe
Ragulator, ces complexes agissent sur les niveaux GTP/GDP des rags. Ce sont ces deux
complexes qui transmettent le signal des protéines sestrins et castors qui sont impliquées dans

la détection de la leucine et de I’arginine (Fig.41).

La régulation de mTORC1 par la leucine est un phénomene complexe mettant en jeu
différents processus. La multiplicité des modeles cellulaires et des protocoles expérimentaux
contribue a la difficulté a établir un schéma unifié de cette régulation. Il est certain
qu’actuellement le modéle proposé par David Sabatini prévaut. Nos travaux in vitro
apparaissent comme relativement contradictoires avec certaines données de la littérature (97).
Dans certains cas, il est important de prendre en compte les différences existantes entre les

modeles expérimentaux (109). Néanmoins, in vivo que ce soit nos données (non publiées) ou
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celles de la littérature, il existe bien un réle de GCN2 dans la régulation de mTORC1 par la
restriction en leucine (110,111).

Collaboration sur la période 2009-2020

Le fonctionnement de 1’équipe Proteostasis, et anciennement GN, implique de
nombreuses interactions entre les différents scientifiques de 1’équipe. Ce fonctionnement m’a
permis de contribuer de maniere plus ou moins importante a plusieurs travaux de 1’équipe. De
par la proximité thématique que nous avons avec 1’équipe dirigée par Dalilla Azzout-Marniche
(Equipe ApreM, UMR 914), nous entretenons des échanges réguliers. Durant cette période, j’ai
participé a un de ses projets de recherche au travers de I’interprétation de données d’une étude
qui a démontré le role de GCN2 au niveau hépatique sur la production de FGF21 dans un
contexte de régime pauvre en protéines (112). Au niveau national, j’ai également collaborer
avec Vincent Ollendorff & qui j’ai apporté ma contribution scientifique et technique dans le
domaine de la régulation de mTORCL par les acides aminés. Leurs travaux ont consisté a mettre
au point un outil moléculaire, un biosenseur, permettant de mesure ’activité de mTORC1 dans
des cellules en cultures vivantes (113).

Au niveau international, j’ai continué a collaborer avec Chris Proud (Université
d’Adelaide, Australie). J’ai participé a un de leur projet visant a étudier la relation existant entre
la production de protéines ribosomales et la régulation de la voie mMTORC1 (114). Il a été
observé qu’un défaut du mécanisme de syntheése des ARN ribosomaux entrainait une activation
constitutive de mTORC1 potentiellement pour compenser la baisse de production des
ribosomes. J’ai apporté mon expertise scientifique et technique dans 1’é¢tude de la localisation
de la protéine mTOR. Plus récemment, nous avons mené un projet de recherche visant a
déterminer si I’ISR pouvait étre activée par deux immunosuppresseurs, la cyclosporine A et le
FK506. Des ¢léments de la littérature ont amené 1’équipe de Chris Proud a faire I’hypothése
que la voie GCN2/elF20. pourrait étre activée par ces immunosuppresseurs. Nous avons pu
mettre en évidence que seul la cyclosporine A induisait I’ISR via I’activation de GCN2 mais
également via I’activation de PERK (115). Le mécanisme par lequel la cyclosporine A active
GCN2 reste a identifier. Cette etude ouvre des perspectives intéressantes quant au role que
GCN2 pourrait jouer dans les effets de la cyclosporine A, que ce soit dans les aspects
d’immunosuppression ou d’un de ses effets secondaires, la néphrotoxicité. De maniére
intéressante, il a été mis en évidence que I’induction de I’expression de p8 au niveau du rein

par la cyclosporine A contribue a diminuer la néphrotoxicité (68).
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Stratégie nutritionnelle d’activation de GCN2

La caractérisation du r6le de GCN2 dans des situations physiologiques ou pathologiques
font partie des objectifs de I’équipe. Plusieurs études ont montré I’importance de GCN2 face a
des situations physiologiques ou physiopathologiques conduisant & des perturbations de la
disponibilité en acides aminés. Nous avons notamment démontré que lors de la consommation
d’un régime carencé en un acide aminé indispensable, GCN2 était nécessaire pour réduire la
prise alimentaire d’un tel régime qui s’avére délétére pour 1’organisme (116). Plusieurs études
dans des modéles animaux ont également montré qu’une activation préalable de la voie GCN2
pouvait exercer un effet protecteur dans différentes situations (pathologiques, stress) comme
lors d’un épisode inflammatoire ou en amont d’une intervention chirurgicale (117,118). Dans
ces travaux, Dl’activation de GCN2 est réalisée de maniere soit pharmacologique soit
nutritionnelle. Dans ce dernier cas, les régimes utilisés reposent sur 1’utilisation d’acides aminés
libres et non de protéines. Si ce type de régime permet de contrdler précisément les apports en
acides aminés, il est difficilement envisageable de les utiliser dans le cadre d’approches
nutritionnelles préventives chez I’homme. Il est donc nécessaire de définir des stratégies
nutritionnelles pouvant activer GCN2 sur le long terme. L’une des stratégies serait d’identifier
des composés nutritionnels capables d’induire 1’activité de GCN2 indépendamment d’une

restriction en acides aminés indispensables.

GCN2 et polyphénols.

Ce projet a éte initié en 2016. Des données (non publiées) communiquées par Yohann
Wittrant, chercheur a I’UNH, avait mise en évidence que le traitement a la fisétine, un
polyphénol de la famille des flavanols, induisait I’expression de génes cible d’ATF4 dans un
modele d’ostéoblaste en culture. Les polyphénols constituent une large famille de molécules du
regne végétal. Ces métabolites assurent pour les végétaux diverses fonctions telles que la
protection contre les agressions par les UV ou les parasites. Chez ’Homme, des études ont mis
en evidence que la consommation réguliere de polyphénols était associée a un risque réduit d'un
certain nombre de pathologies dont les maladies cardiovasculaires ou des troubles
neurodégénératifs (119,120). Initialement, les polyphénols ont été principalement caractérisés
pour leurs effets antioxydants. Toutefois, il est maintenant bien établi que les mécanismes par
lesquels ils exercent des effets benéfiques sont multiples. Concernant plus particulierement la
fisétine, il s’est avéré qu’une étude avait déja mis en évidence en 2013, dans la lignée neuronale

HT22, qu’un traitement avec ce polyphénol entrainait une augmentation du niveau protéique
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d’ATF4 (121). D’apres leurs données, cette induction d’ATF4 ne serait pas dépendante de
PERK. Une autre étude a montré que la fisétine peut interagir avec la tyrosyl-ARNt synthétase
(YARS) d’un protozoaire et inhiber son activité (122). Si nous faisons I’hypothése que cette
liaison puisse se produire chez les mammiferes, la fisétine pourrait donc induire I’inhibition de
la YARS entrainant une augmentation des niveaux d’ARNt libres de la tyrosine et donc
I’activation de GCN2. Il est important de mentionner que plusieurs voies de signalisation ont
été caractérisees comme étant régulées par la fisétine (Akt, mTOR, MAPK) (123-125).
Toutefois, dans le modele proposé, ’activation de GCN2 résulterait d’un effet direct de la
fisétine sur la YARS, il peut donc étre envisagé que GCN2 puisse contribuer de maniére
significative a certains des effets biologiques de la fisétine. Ce polyphénol a été notamment
caractériseé pour ses effets sur les processus de mémorisation et en particulier, dans des modeles
murins de Maladie d’Alzheimer (126). Si les données sur le réle potentiel de GCN2 dans la
Maladie d’Alzheimer sont contradictoires (127,128), il est intéressant de noter que les souris
GCN2 KO présentent des altérations des mécanismes de plasticité neuronale et de
mémorisation (129). La fisétine a été également caractérisée comme un composé qui permet
I’élimination des cellules sénescentes (130). Cette activité sénolytique réduit le nombre de
cellules sénescentes chez la souris, cet effet est associé a une augmentation de la longévité
(131). Il serait donc intéressant de déterminer la contribution de GCN2 aux effets
neuroprotecteurs ou sénolytiques de la fisétine. L’une des problématiques de la fisétine
commune a tous les polyphénols est sa faible biodisponibilité, les concentrations retrouvées au
niveau plasmatique des polyphénols sont généralement inférieures a 1uM. Cette problématique
est d’autant plus importante si 1’on envisage 1’apport des polyphénols dans le cadre d’un régime
alimentaire et non sous la forme de supplément. Cependant, I’hypothése d’une interaction de la
fisétine avec la YARS de mammifére pourrait étre étendue a d’autres polyphénols, voire
d’autres composés phénoliques (la tyrosine étant elle-méme un composé phénolique). Plusieurs
flavonoides ont été décrits comme des inhibiteurs de YARS d’Escherichia coli (132). Il a
également été demontré que le resvératrol, un polyphénol de la famille des stilbénes, pouvait
interagir avec la YARS de mammifére (133). Il pourrait donc étre envisagé d’établir une
stratégie nutritionnelle basée sur une combinaison d’aliment riche en polyphénols capable

d’interagir avec la YARS afin d’atteindre une concentration suffisante pour activer GCN2.

Ces données n’ont pas encore été publiées, une partie des résultats présentés va faire 1’objet
d’une soumission. Certaines des figures présentées dans ce manuscrit ne sont pas compleétes.

Une partie de ce projet a fait I’objet du stage de Master 2 de Jean Baptiste Bizeau. Le premier
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Figure 42: (A) Des cellules HT22 ont été traitées pendant 2 h et 4 h avec les doses indiquées de fisétine, des analyses par
westren blot ont été réalisées avec des anticorps dirigés contre p-GCN2, p-elF2a et ATF4. (B) Des cellules HT22 ont été traitées
pendant 6 h avec les doses indiquées de fisétine, les niveaux d’ARNm de Trb3 et d’ASNS ont été déterminés par RT-qPCR.
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Figure 44: (A) Des MEFs WT et GCN2 KO ont été traitées pendant 4 h avec les doses indiquées de géraldol, des analyses par
westren blot ont été réalisées avec des anticorps dirigés contre p-GCN2, p-elF2a et ATF4. (B) Des MEFs WT et GCN2 KO ont
été traitées pendant 6 h avec les doses indiquées de fisétine, les niveaux d’ARNm de Trb3 et ’ASNS ont été déterminés par
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objectif a été de déterminer les effets de la fisétine sur ’activité de la voie GCN2/eIF20/ATF4
dans la lignée neuronale HT22. Nos travaux ont permis de montrer qu’un traitement de 2 heures
et 4 heures a la fisétine entrainait 1’activation de GCN2 et en conséquence, une augmentation
du niveau protéique d’ATF4 des 10 uM (Fig. 42). Cette augmentation de I’expression d’ATF4
est associée a une induction de I’expression de ses génes cibles aprés 6 heures de traitement.
L’utilisation d’un inhibiteur de GCN2 mais aussi de MEF GCN2 KO a permis de mettre en
évidence que GCNZ2 contribuait majoritairement a la régulation d’ATF4 et de ses genes cibles
(Fig. 43). Par le méme type d’approche, nous avons pu également démontrer que le principal
métabolite de la fisétine, le geraldol, entrainait également une augmentation de 1’expression
d’ATF4 de maniére GCN2 dépendante (Fig. 44). Il est important de mentionner que si la dose
de 10uM est certes supraphysiologique, elle exerce des effets protecteurs contre le stress
oxydant dans les cellules HT-22 et n’a pas d’effet pro-apoptotique sur les MEFs. Les effets du
resvératrol ont également ¢été testés. Aucun effet sur 1’activit¢ de GNC2 n’a pu étre mis en
évidence. Nous avons également testé plus d’une dizaine des principaux représentants des
familles de polyphénols. Seul le kampferol est susceptible d’induire I’activité de GCN2 dans
les MEFs. Les résultats obtenus dans les cellules HT22 n’ont pas été concluants. Ce polyphénol
est trés proche de la fisétine en terme de structure. Bien qu’il ait été caractérisé comme
interagissant avec la YARS, le resvératrol n’a pas induit I’activité de GCN2 dans notre modele
expérimental. Les résultats obtenus in vitro ont clairement mise évidence que la fisétine et le
geraldol pouvait induire ’activité de GCN2. Néanmoins, cette propriété semble étre limitéee a
un nombre restreint de polyphénols.

Nous avons ensuite tenté de déterminer le mécanisme impliqué dans I’activation de
GCN2 par la fisétine. La premiére hypothese testée était que la fisétine pouvait se lier a la
tyrosyl-ARNTt synthetase et inhiber son activité. Une premiére série d’expérience de Résonance
Plasmonique de Surface ou SPR a été réalisee. Il s’agit d’une technique précise et sensible pour
déterminer les paramétres d’interaction entre deux molécules. Hormis que cette technique fait
partie des savoir-faire de 1’équipe, nous I’avions choisi pour pouvoir cribler des polyphénols en
fonction de leur capacité a interagir avec la YARS et donc potentiellement, d’induire I’activité
de GNC2. Aucune interaction entre la tyrosyl-ARNt synthétase et la fisétine ou le geraldol n’a
été mise en évidence. Une interaction de la tyrosyl-ARNt synthétase et de la tyrosine a bien été
mise en évidence par cette technique. Toutefois, il s’agit d’expériences preliminaires qui ne
permettent pas de conclure. Le niveau de charge des ARNt a également été étudié dans les
MEFs par une technique de purification différentielle des ARNt chargés et non chargés et

I’utilisation d’une puce spécifique (Collaboration Zoya Ignatova universiteé d’Hambourg)
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L’utilisation de cette technique n’a pas permis de mettre en évidence d’accumulation d’ARNt
non chargés que ce soit ceux de la tyrosine ou d’un autre acide aminé lors d’un traitement a la
fisétine ou au geraldol de 2h. Au contraire, une augmentation de la charge de plusieurs ARNt a
été observée. L’ensemble de ces résultats suggerent que les effets de la fisétine et du geraldol
ne sont pas mediés par 1’inhibition de I’activité de la tyrosyl ARNt synthétase. Nous avons
également testé si le traitement a la fisétine pouvait induire une diminution du contenu cellulaire
en un ou plusieurs acides aminés indispensables dans les MEFs. Aucune diminution n’a été
observée, en revanche apres 4 heures de traitement le contenu en plusieurs AAI est augmente,
ce résultat est cohérent avec 1’augmentation de la charge des ARNt qui a été observée. Ces
résultats suggeérent que le traitement a la fisétine induit une inhibition de la synthése protéique
ce qui est cohérent avec I’activation de GCN2 et la phosphorylation d’elF2a. Le niveau de
synthese protéique a été étudié par la technique de SUnSET. Cette approche a permis de
confirmer que le traitement a la fisétine mais aussi au geraldol entraine bien une inhibition de
la synthése protéique et ce, de maniére GCN2 dépendante, hormis pour la dose de 30 uM de
fisétine qui induit toujours une inhibition de la synthese protéique. La dose de 30 uM entraine
une diminution de la synthése mais qui n’est pas statistiquement significative (Fig.45). Il peut
étre envisageé que la fisétine, en induisant PERK a cette dose, inhibe la synthese protéique.
Au-dela de déterminer la contribution de GCN2 dans I’inhibition de la synthése
protéique, la question se posait de savoir si la fisétine ou le geraldol pouvait impacter
directement un ¢lément de la machinerie traductionnelle contribuant a 1’activation de GCN2.
En effet, ces derniéres années, plusieurs études ont mis en évidence que des altérations de
I’élongation et plus particulierement, de la fonction ribosomale pouvaient conduire a
I’activation de GCN2. En particulier, une étude publiée en 2020 a mis en évidence qu’un stress
cellulaire (traitement a 1’anisomycine) provoquant une « collision » des ribosomes due au
ralentissement de la vitesse d’élongation entrainait I’activation de GCN2 via la MAP3kinase
ZAKa (134). Cette kinase avait été notamment caractérisée pour son role dans la réponse a des
stress ribotoxiques. Il s’aveére qu’une étude a démontré que la fisétine pouvait induire
I’expression de cette kinase et potentiellement, son activité. Nous nous sommes donc procuré
les cellules ZAKa KO utilisées par Wu et al. L’ensemble des résultats obtenus montre
clairement que ZAKoa n’est pas nécessaire a la régulation de la voie GCN2/elF2a/ATF4, sans
gue nous ne puissions pour autant exclure qu’elle puisse y contribuer. De plus, si I’anisomycine
induit clairement une phosphorylation de ZAKa, aucun effet de la fisétine ou du geraldol n’a

pu étre observé. Enfin, si nous avons pu reproduire les résultats de Wu et al, il semble que la
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phosphorylation d’elF2a par ZAKo soit observable dans des conditions tres spécifiques de
traitement a 1’anisomycine (temps et doses).

Des expériences ont été également menées pour déterminer si la fisétine induisait la voie
GCN2/elF20/ATF4 in vivo. Pour cela, nous avons eu recours a une lignée transgénique
développé par Alain Bruhat, la souris CARE-LUC (135). Cette lignée exprime le géne
rapporteur luciférase sous le contrdle de I’élément de réponse a ATF4 (CARE). La luciférase
exprimée dans les tissus catalyse I’oxydation de la luciférine injectée a I’animal. La détection
de la lumiére émise lors de cette réaction permet ainsi de visualiser 1’activation de la voie
elF20/ATF4 au niveau de I’animal entier vivant ou d’un organe isolé par imagerie
bioluminescente. La premiére série d’expériences menée a consisté a administrer, par gavage
ou par injection, la fisétine a différentes doses sur 5 jours avec des mesures de I’activité
luciférase quotidienne. Ce protocole n’a pas permis de mettre en évidence d’activation de la
transcription ATF4 dépendante par la fisétine. Toutefois, il est possible que le modele de souris
CARE-LUC ne permette pas de détecter une faible activation de la voie. Nous envisageons de
mesurer directement I’expression de différent genes ATF4 dépendants au niveau de différents
organes dont le foie, I’intestin, le muscle et le cerveau a la suite de 1’administration de fisétine
par gavage.

Les résultats obtenus in vitro ont permis mettre en évidence que la fisétine et le geraldol
pouvaient induire 1’activation de GCN2. Il reste a déterminer le mécanisme d’activation de
GCN2 par ces polyphénols. Plusieurs études récentes montrent que 1’activation de GCN2 peut
étre engendrée indépendamment du niveau de charge des ARNt. L’étude de ces polyphénols
constitue donc un modeéle pour potentiellement identifier de nouveaux mécanismes. La
compréhension de ces derniers serait particulierement intéressante pour caractériser les
situations dans lesquelles GCN2 peut étre activée et jouer un role. 1l est notable que les modéles
transgéniques ou I’identification de mutations de GCN2 ont mis en évidence son r6le dans des
processus physiologiques ou pathologiques indépendamment d’aspects nutritionnels (129,136).
Toutefois, I’objectif initial de ce projet était de définir une stratégie nutritionnelle pouvant
induire I’activité de GCN2. In vitro, il apparait que la capacité a activer GCN2 ne constitue pas
une caracteéristique partagée par de nombreux polyphénols. In vivo, les premiéres expériences
suggerent que la fisétine n’induit pas ou que faiblement I’activité de GCN2. L’ensemble de ces
observations ne sont pas en faveur de I’hypothése d’une stratégie nutritionnelle basée sur les
polyphénols induisant la voie GNC2. Il demeure que les travaux menés in vivo par d’autres
équipe ont mis clairement en évidence un rdle spécifique de la fisétine, en particulier en tant

que sénolytique ayant des effets positifs sur la longévité. Plusieurs essais cliniques sont en cours
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dont I’un concernant les effets sénolytiques dans le contexte de I’arthrose. Les doses utilisées
dans ces travaux ou ces essais correspondent a celles que nous avons utilisé dans les expériences
gue nous avons meneés in vivo, il s’agit de doses pharmacologiques qui ne peuvent pas étre
atteintes dans la cadre de 1’alimentation. Bien que 1’objectif initial était établir une stratégie
nutritionnelle d’activation de GCNZ2, il serait intéressant d’étudier la contribution de GCN2 ou

de I’ISR dans les effets sénolytiques de GCN2.
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Projet de Recherche

Le projet de recherche ici présenté partage le méme objectif que le projet précédent a
savoir, mettre au point une stratégie nutritionnelle permettant de tirer parti des effets préventifs
potentiels de I’activation de la voie GCN2/elF20/ATF4 qui soit transposable a I’Homme.
Comme énoncé précédemment, il a été démontré que 1’activation de GCN2 pouvait contribuer
a limiter les effets adverses d’un épisode inflammatoire au niveau intestinal ou d’une ischémie/
reperfusion (117,118). Plusieurs hypothéses ont été faites concernant le role protecteur que
GCN2 pourrait exercer, notamment via son réle dans la régulation de I’inflammation ou de
I’autophagie (137,138). La question se pose également quant & la contribution que GCN2
pourrait avoir dans les restrictions nutritionnelles en protéines ou en acides aminés. Il est bien
établi que ces approches nutritionnelles dans des modéles animaux exercent des effets
bénéfiques sur le métabolisme ou encore la longévité (ces aspects sont détaillés ci-dessous)
(139). Cette question de I’effet préventif de 1’activation de GCN2 est devenue 1’un des axes de
recherche de 1’équipe Proteostasis. Anne-Catherine Maurin a mis en évidence chez la souris
que I’activation préalable de la voie GCN2/eIF2a, par un traitement modéré a 1’halofuginone
(un activateur de GCN2), exerce un effet positif sur les paramétres mitochondriaux hépatiques
lors d’un stress ultérieur causé par I’injection de lipopolysaccharide (manuscrit en préparation).
Lydie Combaret développe un projet visant a déterminer si 1’activation de la voie GCN2/elF2a
par le méme type de traitement pouvait conférer un effet protecteur vis-a-vis de situations
entrainant une atrophie musculaire.

La stratégie proposée dans ce projet repose sur 1I’hypothése que la consommation de
protéines présentant une composition déséquilibrée en acides aminés indispensables peut
conduire a I’activation de la voie GCN2/eIF2a/ATF4. La notion de protéine déséquilibrée
désigne une protéine dont les niveaux respectifs en acides aminés ne correspondent pas a ceux
nécessaires au maintien de la balance azotée dans le cadre d’un apport protéique correspondant
aux recommandations. Il existe des systémes d’évaluation de la qualité des protéines dont le
DIASS (Digestible Indispensable Amino Acid Score) qui prend en compare la composition et
de la digestibilité d’une protéine (140). Les protéines alimentaires d’origine animale sont toutes
considérés comme étant de bonne qualité, avec une bonne digestibilité et fournissant
suffisamment d’acides aminée indispensables. En revanche, de nombreuses protéines végétales
présentent des déséquilibres plus ou moins marqués en acides aminés indispensables. C’est en
particulier le cas des légumineuses et des céréales qui présentent respectivement une plus faible

proportion en méthionine et en lysine. Cette notion de qualité des protéines en fonction de leur
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composition est I’un des sujets de recherche qui connait un nouvel intérét au travers de la
question de la transition alimentaire. Pour des enjeux écologiques voir sociétaux, il existe une
volonté de substituer une part des protéines animales de notre alimentation par des protéines
végétales. De nombreuses études vise a proposer des stratégies pour améliorer la qualité des
apports en acides aminés des régimes a base de protéines végétales. Ces stratégies vont de la
sélection variétale a la mise au point de régimes combinant plusieurs sources de protéines
veégétales. Le projet présenté vise au contraire a tirer parti de ce désequilibre des protéines
veégétales pour activer la voie GCN2/elF20/ATF4 afin de définir une stratégie de nutrition
préventive.

Plusieurs études ont déja démontré que moduler I’apport en acides aminés en jouant sur
les protéines de 1’alimentation peut entrainer 1’activation de la transcription ATF4 dépendante,
voire I’activation de GNC2. Deux cas doivent étre distingués, les études basées sur des régimes
pauvres en protéines animales (5% au lieu de 16 a 20%) et les études basées sur I’utilisation de
protéines végétales. Dans le premier cas, les travaux de Chalvon-Demersay et al. (Auxquels
j’ai contribu¢) ont montré que la consommation de 1g sur 2 heures d’un régime contenant 5%
de protéines de lait entrainait ’activité de GCN2 contrairement au régime contenant 20% de
protéines (112). Dans le deuxieme cas, seules deux etudes ont montré que la consommation
d’un régime contenant une ou des protéines de soja (20% dans le régime) induisait 1’expression
d’ATF4 et de ses genes cibles (141,142). Toutefois, I’implication de GCN2 n’a pas été
déterminée dans les effets des protéines de soja. De plus, les expériences ont été réalisées sur
de jeunes animaux qui, étant en croissance, présentent des besoins en acides aminés plus élevés.
Les protéines de soja, tout comme les Iégumineuses, présentent un faible contenu en acides
aminés soufrés, la méthionine, un acide aminé indispensable et la cystéine, un acide aminé
conditionnellement indispensable (143).

Ces deux acides aminés soufrés jouent un rbéle majeur dans la régulation du statut
oxydant. La cystéine est le précurseur de la synthese du glutathion et la méthionine peut étre
convertie en cystéine. Il existe une littérature extensive sur les effets de la restriction en
protéines ou en acides aminés soufrés sur le long-terme au sein de modéles animaux
(139,144,145). Tout comme la restriction calorique, ce type de restriction exerce de nombreux
effets telle que ’augmentation de la longévité ou la protection contre le développement du
diabéte de type 2 ou ’obésité. A titre d’exemple, il peut étre mentionné 1’étude de Castano-
Martinez et al qui a mis en évidence que la consommation d’un régime restreint en méthionine
et en cystéine permettrait de ralentir le développement de 1’obésité et de 1’insulino-résistance

dans la souris NZO (un modele d’obésité polygénique)(146). De nombreux travaux se sont
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intéressés aux effets bénéfiques de ces restrictions sur le métabolisme. Dans cette littérature, le
role de I’hormone FGF21 occupe une place prépondérante. Une grande partie des effets
bénéfiques de la restriction en protéines ou en acides aminés soufrés est attribuée a cette
hormone synthétisée majoritairement au niveau du foie (147). Elle a notamment été
caractérisée comme un gene cible de PPARa jouant un réle clé dans la réponse au jedne
(148,149). La contribution de GCN2 aux effets de la restriction en protéines ou en méthionine
n’a été que peu étudiée. Dans le contexte de la restriction en protéines il a été montré dans des
modeles de souris GCN2 KO que la régulation de son expression dépendait de GCN2 et ATF4.
Toutefois, apres 27 semaines, la régulation du FGF21 et les effets métaboliques sont toujours
observeés chez les souris KO (150). Concernant la restriction en méthionine dans un contexte de
régime obésogene, les travaux de Pettit et al. ne montrent qu’une contribution restreinte de
GCN2 dans la régulation de I’expression de FGF21 apres 2 jours ou 5 semaines de
régimes(151). Dans cette étude, les effets de la restriction sont attribués a une activation de
PERK et du facteur de transcription NRF2 mais n’impliqueraient pas la phosphorylation
d’elF2a. L’activation de PERK et de NRF2, qui joue un réle majeur dans la réponse au stress
oxydant, est cohérent quant au role des acides aminés soufrés dans le contréle du statut redox
via la synthese du glutathion. Il est important de préciser que si le terme restriction en
méthionine est souvent employé il s’agit souvent d’une restriction partielle en méthionine
(0,17% au lieu de 0,85% du régime) et d’une restriction totale en cystéine. Certaines études
utilisent bien le terme de restriction en acides aminés soufrés alors que beaucoup utilisent le
terme de restriction en méthionine alors qu’il s’agit du méme type de restriction. Au sein de
I’équipe Proteostasis, la contribution de GCN2 a I’activation de I’ISR par la restriction en AAS
sur le court terme (quelques heures) est également étudiée par Alain Bruhat et Isabelle Papet.
Les premiers résultats (non publiés) montrent que GCN2 contribue a I’activation précoce de la
transcription ATF4 dépendante lors de la prise d’un repas. Une partie du projet repose sur
I’utilisation de protéines avec de faibles niveaux en acides aminés soufrés, cette approche sera
complémentaire du projet de recherche développer par mes collégues.

La restriction en AAS n’est pas la seule restriction en acides aminés susceptible
d’exercer des effets bénéfiques sur le long terme. Des études ont également montré qu’une
restriction en acides aminés branchés (isoleucine, leucine, valine) peut également améliorer les
parameétres métaboliques et la longevité (152,153). Une étude récente suggere que ce serait en
particulier la restriction en isoleucine qui exercerait les effets bénéfiques sur des paramétres
métaboliques (154). Néanmoins, 1’ensemble de ces études a été mené avec des restrictions

permanentes sur le long court. De telles interventions ne sont pas sans conséquence sur des
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parametres tels que la croissance, la fertilité ou encore la masse osseuse. Le projet que je
propose d’initier vise a déterminer si la consommation d’un régime a base de protéines
végétales de maniere discontinue pourrait entrainer une activation modérée de la voie
GCN2/elF2a/ATF4 et reproduire les effets benéfiques d’une restriction permanente en
acides aminés libres. Il s’agira également de déterminer la contribution de GCN2 dans

ces effets.

Description du projet de recherche

Les point évoqués ci-dessous abordent les principaux aspects qui seront abordes lors de
ce projet dans les années a venir. Il s’agit d’une vue générale et non exhaustive des protocoles

et analyses qui seront réalisés

1) Identification de protéines végétales pouvant induire la voie de signalisation
GCN2/elF20/ATF4

L’un des objectifs est la mise au point du protocole nutritionnel d’activation de la voie
par la consommation intermittente de la voie sur plusieurs semaines. En premier, il convient de
définir si la prise ponctuelle d’un régime dont I’apport protéique se fait sous la forme d’une
protéine végétale (blé, pois,..) déséquilibrée en un AAI (lysine, méthionine...) induit la voie
GCN2/elF20/ATF4 chez la souris adulte. Pour répondre a cette question, la lignée de souris
transgénique CARE-LUC s’aveére particuliérement adaptée a cette étude. Les souris adultes
seront soumises a différents régimes comportant une seule source de protéine végétale (mélange
de proteine pour le témoin) a différents pourcentages sur une période allant de 6h a 24h. Outre
I’activité luciférase, nous déterminerons les concentrations en acides aminés plasmatiques. Une
fois que les conditions de régimes permettant une activation de la voie auront été déterminees,
nous pourrons envisager des analyses plus poussées sur le niveau d’activation de la voie dans
différents organes en mesurant notamment le niveau d’expression des génes cibles d’ATF4. De
plus, des expériences de supplémentation de la protéine végétale avec 1’acide aminé limitant
seront réalisées pour valider son implication dans 1’activation de la transcription AARE

dépendante. Afin de déterminer si I’induction du programme transcriptionnel d’ATF4 est bien
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contrdle (n=11).



due a I’activation de GCN2, nous répeterons les expériences dans les lignées de souris GCN2
KO et GCN2 KO CARE-Luc.

Résultats préliminaires

Nous avons choisi de tester en premier lieu une protéine déséquilibrée en acides aminés
soufrés. Cette protéine dit prototype 1 nous a été fourni par I’entreprise Roquette. En se référant
au besoin du rongeur, nous avons testé un régime contenant 8% de ce prototype afin de générer
un défaut d’apport en méthionine. Nous avons également testé un apport de 16% du prototype
dans le régime, ce pourcentage correspondant a la quantité de protéine classiquement présente
dans les régimes d’entretien. Comme protéine de référence, nous avons utilisé la caséine qui a
également été amenée a hauteur de 8 et 16% dans le régime. Les souris CARE-Luc ont été
mises a jeun la nuit avant de recevoir les différents régimes pour 48h. Une mesure de 1’acticité
luciférase a été faite 24h et 48 aprés le début du régime, les résultats sont présents dans la Figure
46. 1l peut étre observé que des 24h, la consommation du régime a 8% de prototype 1 entraine
une activation significative de la transcription ATF4 dépendante comparativement au régime
contenant 16 ou 8% de cas€ine. En revanche, le régime a 16% du prototype 1 n’entraine pas
d’augmentation significative de la transcription ATF4 dépendante. L’ajout de méthionine au
régime 8% du prototype 1 pour obtenir une quantité de méthionine équivalente a celle du régime
8% caséine diminue significativement 1’induction de D’activité luciférase. Les effets du
prototype 1 dépendent donc en partie de son faible contenu en méthionine. Ces résultats sont
encourageants. Certains aspects du protocole devront étre optimisés (protéine témoin, durée du
régime) avant de procéder a plus d’analyses (voir ci-dessus) et a déterminer le réle de GCN2
dans I’activation d’ATF4.

2) Mise au point d’une stratégie d’activation intermittente de la voie GCN2/elF2o/ATF4 par

une protéine végétale déficiente en un acide aminé indispensable

Il conviendra ensuite de mettre au point la stratégie sur plusieurs semaines. La stratégie
envisagée reposera sur un régime d’alternance entre une protéine végétale déficiente en un AAI
et une protéine animale présentant une composition équilibrée en acides aminés sur une période
suffisamment longue (quelques mois). La mise au point de cette stratégie pourra étre spécifique
a chaque protéine testée. Le choix des protéines testées se fera en fonction de leur capacité a
activer la voie et de la nature de 1’acide aminé indispensable pour lequel elle présente un

désequilibre. En premier lieu, la stratégie sera mise au point avec le prototype 1 ou une protéine
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présentant une composition équivalente. D’une part, le prototype 1 a montré des résultats
encourageants. D’autre part, les données de la littérature sur la restriction continue en
méthionine (sous forme d’acides aminés libres) serviront de référence pour établir la preuve de
concept de ’efficacité de la restriction intermittente via une protéine déséquilibrée (voir point
3). Pour la suite, nous pouvons anticiper que la stratégie sera également mise au point avec une
protéine deficiente en lysine dans la mesure ou plusieurs protéines de céréales présentent ce
type de déséquilibre. Si I’identification des organes présentant une activation de GCN2 par
différentes protéines végeétales sera effectuée dans le point 1, il sera important de vérifier que
cette activation perdure au cours du protocole nutritionnel. Ces données seront utiles pour
définir quelles pathologies ou physiopathologies pourraient étre impactées par cette approche
nutritionnelle et seraient susceptibles d’étre étudiées dans le cadre de ce projet.

Nous utiliserons la souris CARE-Luc afin de pouvoir monitorer 1’activité de la voie
elF20/ATF4 sans avoir a sacrifier I’animal tout au long de la période de régime. Nous
travaillerons sur la souris adulte. L’objectif sera de trouver une périodicité et une quantité des
différentes sources de protéines permettant a la fois d’avoir une activation réguliére de la voie
GCN2 (pas permanente) et de maintenir les parametres physiologiques équivalents a ceux d’un
groupe nourri avec un régime contrdle. La composition corporelle, la densité osseuse et les
parametres sanguins seront étudiés tout au long de 1’étude. La fonctionnalité musculaire sera
également étudiée dans la mesure ou le muscle squelettique est 1’un des organes pouvant étre
impacté en cas de déficit d’apport en acides aminés indispensables. Il sera également envisagé
d’étudier des aspects métaboliques tels que la dépense énergétique ou le bilan azoté. Pour cela,
nous pourrons bénéficier de I’expertise de Dalila Azzout-Marniche (UMR914) dont la
thématique aborde la définition de la couverture du besoin en acides aminés et I’impact de la
teneur en protéines/ acides aminés de 1’alimentation sur le métabolisme. A la fin du protocole,
les animaux seront mis a mort afin de mesurer précisément la composition corporelle et prélever
différents organes (foie, tissus adipeux, pancréas) pour réaliser des analyses par western blot et
RT-qPCR des protéines (voie GCN2, mTORCI, Akt...) et des ARNm d’intérét. Une partie des
organes sera également prélevée pour réaliser des analyses par microscopie (structure, IF, IHC).
Une attention particuliere sera portée au muscle squelettique. L’analyse du type et de la taille
des fibres sera déterminée afin d’établir si la restriction intermittente n’entraine pas des
altérations du tissu musculaire. 11 s’agit d’un protocole pilote qui nécessitera de nombreux
ajustements en cours d’expérimentation. Toutefois, en fonction des résultats obtenus, il pourra

étre envisagé de prolonger I’expérimentation afin d’étudier I’impact d’un tel régime sur des
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parametres associés au vieillissement (stress oxydant, sénescence). Ces aspects seront

également abordés dans le point 4.

3) Effet préventif de I’activation intermittente de la voie GCN2/eIF20/ATF4 par une protéine

végétale déficiente en méthionine dans un modele d’induction d’obésité

Le deuxiéme objectif sera d’établir une preuve de concept que ’activation de la voie
GCN2 par ce type d’approche peut avoir un effet bénéfique. Pour ce faire, il sera envisagé de
démontrer que la stratégie mise au point peut récapituler les effets établis d’une restriction en
acides aminés soufrés continue sur I’induction de 1’obésité et du diabéte de type 2. Dans la
plupart de ces études, la restriction et le régime obésogene sont appliqués simultanément. Pour
ce faire, nous utiliserons le prototype 1 ou une protéine équivalente pour tester la stratégie
d’activation intermittente dans un modéle d’induction de 1’0bésité chez la souris. L’activation
intermittente de la voie sera effectuée en amont (pendant 8 semaines) et pendant 1’induction de
I’obésité. Les parameétres de composition corporelle, biochimiques et hormonaux (en
particulier le FGF21) seront suivi au cours du protocole. Une attention particuliére sera portée
aux parametres pour lesquels la restriction en méthionine a montré des effets positifs. Un
premiére série d’animaux seront mise- a mort avant la séquence d’induction de I’obésité afin
de mesurer précisément la composition corporelle et prélever différents organes (foie, tissus
adipeux, pancréas) pour réaliser des analyses par western blot et RT-qPCR des protéines (voie
GCN2, mTORC1, Akt...) et des ARNm d’intéréts. Une partie des organes sera également
prélevée pour réaliser des analyses par microscopie (structure, IF, IHC). Concernant les ARNm,
hormis les cibles d’ATF4, seront également étudiés des genes potentiellement associés a la
réponse métabolique a la restriction intermittente, comme par exemple ceux impliqués dans le
browning du tissus adipeux blanc. En fonction des résultats, il pourra étre envisagé de réaliser
des analyses transcriptomiques dans différents tissus. Les mémes mesures seront réalisées a la
fin du protocole d’induction de ’obésité. L’implication potentielle de GCN2 sera déterminée
en menant le méme protocole chez la souris GCN2 KO.

Nous pourrions également envisager de tester les effets de cette stratégie nutritionnelle
dans des modeéles de souris présentant une susceptibilité a I’obésité ou au diabéte de type 2. Ce
genre de modele permettrait d’utiliser des régimes moins extrémes que les régimes high fat
classiques. De plus, si a terme la stratégie que nous proposons devait étre appliquée a I’Homme

dans le contexte de 1’obésité ou du diabete, elle s’adresserait en premier lieu aux individus
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présentant une susceptibilité accrue a ces physiopathologies. Parmi les modéles murins pouvant
étre envisagés, nous pouvons mentionner la souris NZO (New Zealand Obese). 11 s’agit d’un
modele polygénique chez lequel se développe spontanément une obésité et un diabéte de type
2. Ce modele est d’autant plus intéressant qu’il a été démontré qu’une restriction en méthionine
améliorait les paramétres métaboliques de ces souris dans le contexte d’un régime high fat. Un
autre modele intéressant est celui développé dans 1’équipe par Céline Jousse qui vise a étudier
I’impact de la nutrition maternelle pendant les périodes de gestation/lactation et d’identifier des
marqueurs de prédisposition au syndrome métabolique dans la descendance. Ainsi, des souris
dont la mére a recu un régime high fat ou low protein (10%) pendant la période de lactation
présente une susceptibilité accrue au syndrome métabolique (données non publiées). 1l serait
donc particulierement intéressant de tester la stratégie nutritionnelle sur ce modele, d’autant

que nous pourrions réaliser ces expériences dans des souris GCN2 KO.

4) ldentifications des fonctions biologiques affectées par des restrictions intermittentes en

différents acides aminés indispensables, évaluation du réle de GCN2

L’un des objectifs de ce projet est d’identifier des fonctions biologiques qui pourraient
étre modulées par I’activation répétée et modérée de la voie GCN2. Dans cette partie du projet,
outre le fait de définir les cibles de cette stratégie de nutrition préventive, il s’agit de tirer parti
d’une approche qui permettrait d’activer GCN2 de maniére chronique afin de pouvoir révéler
des processus biologiques qui ne pourraient pas étre identifiés dans une approche d’activation
aigue de la voie. Cette approche est une alternative aux approches basées sur 1’utilisation de
composés pharmacologiques telle I’halofuginone ou de régimes composés d’acides aminés
libres. Elle présente notamment I’avantage d’étre directement applicable a I’Homme. La
littérature concernant GCN2, et plus globalement ATF4, permet de faire de nombreuses
hypothéses quant aux fonctions potentiellement impactées par 1’activation chronique de
GCN2, telles que les fonctions cognitives, le rythme circadien, la fonction rénale ou encore la
senescence. En fonction des résultats obtenus, il sera particulierement intéressant de déterminer
I’impact de la stratégie nutritionnelle sur ces fonctions ou leur déclin dans le contexte du
vieillissement. Il pourrait notamment étre envisagé d’utiliser des modéles de souris progéroides.

Cette partie du projet reposera sur la stratégie nutritionnelle telle qu’elle sera définie
dans le point 2). Plusieurs protéines entrainant des restrictions en différents acides aminés

indispensables pourront étre testées. Des analyses transcriptomiques seront réalisees dans une
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sélection de tissus présentant une activation de la transcription ATF4 dépendante afin de définir
des fonctions potentiellement impactées. D’autres analyses omiques pourront étre envisagées.
En particulier, une analyse métabolomique au niveau du plasma pourrait apporter des
informations quant aux modifications métaboliques consécutives a la stratégie d’activation de

GCNB2. Le rdle de cette derniere sera évalue par I’utilisation de souris GCN2 KO.

5) Application a ’'Homme

Un des enjeux de ce projet sera d’effectuer la translation a 1’Homme. Avant de pouvoir
déterminer si 1’activation répétée de la voie peut s’avérer bénéfique chez 1’Homme, il
conviendra d’établir que la consommation de protéines végétales peut entrainer 1’activation de
la voie GCN2. Il sera notamment nécessaire de pouvoir caractériser des marqueurs circulant de
I’activation de la voie GCN2. Le FGF21 circulant pourrait en faire partie. Néanmoins, sa
mesure n’est pas suffisamment spécifique du fait que de nombreux stimulus peuvent entrainer
I’augmentation de son niveau plasmatique (155). D’autres marqueurs devront étre identifiés.
Pour atteindre cet objectif, nous pourrons bénéficier d’outils en cours de développement dans
I’équipe Proteostasis dans le cadre de la mise au point d’un systéme de thérapie génique

(Nutrireg) dont le fonctionnement est basé sur 1’activation de la voie GCN2.

Ce projet va faire 1’objet d’un sujet de thése et d’une demande de financement auprés
de ’ANR. Il également envisagé de bénéficier d’un soutien de ’INRAE dans la mesure ou
I’études des protéines végétales est une priorité de I’institut. Il impliquera plusieurs
scientifiques de 1’équipe dont Alain Bruhat et Isabelle Papet, il bénéficiera de collaborations
pour aborder les aspects de métabolisme musculaire (Stephane Walrand, UNH), de
métabolisme énergétique et de couverture des besoins en acides aminés (Dalila Azzout-
Marniche, PNCA). Il sera également nécessaire de développer des collaborations en lien avec

les aspects susceptibles d’étre abordés au cours de ce projet.
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1.3 Chapitres d’ouvrages

Julien Averous, Celine Jousse, Anne-Catherine Maurin, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux
(2016). Adaptation to Amino Acid Availability: Role of GCN2 in the Regulation of
Physiological Functions and in Pathological Disorders. 368 p., https://hal.inrae.fr/hal-
02799663

Julien Averous, Sarah Langlais, Cedric Chaveroux, Laurent Parry, Valerie Carraro, Anne-
Catherine Maurin, Celine Jousse, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux (2012). Cellular adaptation
to amino acid availability: mechanisms involved in the regulation of gene expression. 14,
https://hal.inrae.fr/hal-02805890

Sylvie Mordier, Alain Bruhat, Julien Averous, Pierre Fafournoux (2002). Cellular adaptation
to amino acid availability : Mechanisms involved in the regulation of gene expression and
protein metabolism. 3 https://hal.inrae.fr/hal-02826696

2/ Congres, colloques

2.1 Communication orales

Julien Averous, Florent Mesclon, Valerie Carraro, Laurent Parry, Celine Jousse, Anne-
Catherine Maurin, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux . Une nouvelle piste concernant les effets
biologiques des polyphénols : Role de la voie GCN2/elF2a/ATF4. JFN Nantes (2017)

Florent Mesclon, Sarah Langlais, Valerie Carraro, Laurent Parry, Cedric Chaveroux, Celine
Jousse, Anne-Catherine Maurin, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux, Julien Averous (2015-11-
04). Identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance des cellules a
une carence en acides aminés. Presented at : 2emes Assises Inter-Régionales De Nutrition et
Métabolisme, Saint Galmier, France, fr (2015-11-04 - 2015-11-05), https://hal.inrae.fr/hal-
01237880

Julien Averous, Sarah Lambert-Langlais, Florent Mesclon, Valerie Carraro, Laurent Parry,
Celine Jousse, Alain Bruhat, Anne-Catherine Maurin, Philippe Pierre, Christopher G. Proud,
Pierre Fafournoux (2018-05-22). GCN2 contributes to mTORCL inhibition by leucine
deprivation through an ATF4 independent mechanism. Presented at : 1.edition Target of
Rapamycin science club in France, le "TOR de France", fr (2018-05-22 - ),
https://hal.inrae.fr/hal-01811435

2.2 posters

Julien Averous, Sarah Lambert-Langlais, Florent Mesclon, Valerie Carraro, Laurent Parry,

Celine Jousse, Alain Bruhat, Anne-Catherine Maurin, Philippe Pierre, Christopher G. Proud,
Pierre Fafournoux (2017). GCN2 contributes to mTORC1 inhibition by leucine deprivation

through an ATF4 independent mechanism.Life Sience Symposium, Frontier in Metabolism,
Lausanne.

Florent Mesclon, Sarah Lambert-Langlais, VValérie Carraro, Laurent Parry, Isabelle Hainault,
Céline Jousse, Anne-Catherine Maurin, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux, Julien Averous
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(2017) Identification of molecular mechanisms involved in cancer cell resistance to amino
acid deprivation. Life Sience Symposium, Frontier in Metabolism, Lausanne (2017).

Anne-Catherine Maurin, Wafa B'Chir, Vanessa Reinhardt, Laurent Parry, Valerie Carraro,
Florent Mesclon, Sylvie Mordier, Celine Jousse, Alain Bruhat, Julien Averous, Pierre
Fafournoux (2016-04-06). The GCN2 kinase is required for activating autophagy in response
to indispensable amino acid deficiencies. Presented at : 7. Proteasomes & Autophagy
Workshop, fr (2016-04-06 - ), https://hal.inrae.fr/hal-01305347

Florent Mesclon, Sarah Langlais, Valerie Carraro, Laurent Parry, Cedric Chaveroux, Celine
Jousse, Anne-Catherine Maurin, Alain Bruhat, Pierre Fafournoux, Julien Averous (2015-09-
28). ldentification of molecular mechanisms involved in cancer cell resistance to amino acid
deprivation. Presented at : Cancer and Metabolism conference, ABCAM 2015, gb (2015-09-
28 -), https://hal.inrae.fr/hal-02739369

Cedric Chaveroux, Alain Bruhat, Valerie Carraro, Julien Averous, Celine Jousse, Anne-
Catherine Maurin, Yuki Muranishi, Laurent Parry, Jacques Mallet, Philippe Ravassard, Pierre
Fafournoux (2014-03-24). Development and optimization of a new gene regulation system
controlled by nutrition applicable for gene therapy. Presented at : Congres de la Société
Francaise de Thérapie Cellulaire et Génique (SFTCG), fr (2014-03-24 - ),
https://hal.inrae.fr/hal-02740006

Alain Bruhat, Cedric Chaveroux, Valerie Carraro, Julien Averous, Celine Jousse, Anne-
Catherine Maurin, Yuki Muranishi, Laurent Parry, Denise Aubert, Didier Negre, Pierre
Fafournoux (2014-01-21). Génération d 'un modeéle de souris transgénique pour visualiser en
temps réel ’activation de la voie elF20/ATF4 lors d un stress nutritionnel. Presented at :
Assises du Département Alimh, fr (2014-01-21 - ), https://hal.inrae.fr/hal-01190022

Wafa B'Chir, Anne-Catherine Maurin, Julien Averous, Celine Jousse, Yuki Muranishi,
Valerie Carraro, Laurent Parry, Georges Stepien, Pierre Fafournoux, Alain Bruhat (2013-05-
05). The elF2a/ATF4 pathway is essential for stress-induced autophagy gene expression.
Presented at : EMBO Conference, Autophagy: Molecular Mechanisms, Physiology and
Pathology, no (2013-05-05 - ), https://hal.inrae.fr/hal-02748854

3/ Collaborations

3.1 Nationale
Dalila Azzout Marniche (UMR0914 INRA/AgroParisTech) (collaboration depuis 2011).
Vincent Ollendorff (Unité DMEM, Montpellier) (collaboration en 2019)

Jean-Charles Gabillard (LPGP, INRAE) et Iban Seiliez (NuMeA, INRAE) (2009-2012)

3.2 Internationale

Jacques Pouyssegur (Centre Scientifiqgue de Monaco, Monaco) (2012-2017)
Chris Proud (Université d’Adélaide, Australie) (2010-2019)
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4/ Financement et Prix

Financement INRAE de type ANSSD (Actions Nouvelles du Schéma Stratégique de
Département) pour deux ans (10 000 euros) pour les cellules satellites.

Prix de Recherche SFN en 2016 (20 000 euros) GCN2 et polyphénols.

5/ Formation par la recherche, formation initiale et continue

5.1 Encadrement
Encadrement d’étudiant.es BAC+2, BAC+3

Emilien Bonnet, BTS Lycée Simone Veil, Le puy en Velay 2010 (Encadrement)

Mélody Fimbel, BTS Lycée Simone Veil, Le puy en Velay 2011 (Encadrement)

Maxime Jaranton, BTS Lycée La Découverte, Decazeville 2016 (Encadrement)

Encadrement d’étudiant.es BAC+4, BAC+5

Florent Mesclon, M2 Sciences de la Vie de la Santé, Université Clermont-Ferrand Auvergne,
2013 (Encadrant)

Jean Baptiste Bizeau, M2 Sciences de la Vie de la Santé, Université Clermont-Ferrand
Auvergne, 2019 (Encadrant)

Théses

Florent Mesclon, Ecole Doctorale Sciences de la Vie de la Santé, Université Clermont-Ferrand
Auvergne, 2013-2016 (Co-Encadrant) Financement Région Auvergne-INRA

Post-doctorant.es

Sarah Lambert-Langlais, Co responsable.

5.2 Contribution aux enseignements

Master 1 Régulation des genes par les nutriments, Université Clermont-Ferrand Auvergne

Participation a I’enseignement (4 heures /an)

6/ Participation a des comités de théses, des instances de recrutement, jurys de
concours, jurys de sélection

Comités de thése :

Rafik Boudra (Université Clermont Auvergne)

Houda Tabbal (Université Clermont Auvergne)

Anthony Alioui (Université Clermont Auvergne)

Joanna Moro (AgroParisTech, Université Paris-Saclay)
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Jury de Concours :

Participation a un jury de concours Master 2 Sciences de la Vie et de la Santé Université
Clermont Ferrand Auvergne ; 2020.

Jurys de sélection :

Participation a un Comité de sélection de MCU a I’Université¢ Blaise Pascal de Clermont

Ferrand en 2010

7/ Organisation de congres, participation a des comités d’organisation

Participation a I’organisation du congres 2006 de la Société Francaise de Biochimie et Biologie

Moléculaire, Clermont Ferrand.

8/ Participation au collectif de ’unité
Membre du groupe d’animation scientifique

Membre du groupe de gestion du matériel et de I'équipement

9/ Brevet

Pierre Fafournoux, Alain Bruhat, Celine Jousse, Anne-Catherine Maurin, Julien Averous
(2014-10-30). Inducible expression cassette, and uses thereof. (Brevet n°: US 2014/0322184
Al). https://hal.inrae.fr/hal-02792534

Pierre Fafournoux, Alain Bruhat, Celine Jousse, Anne-Catherine Maurin, Julien Averous
(2011-11-08). Cassette d’expression inductible et ses utilisations. (Brevet n°: EP2776568 Al).
https://hal.inrae.fr/hal-02809468

10/ Création ou participation a la création d’une entreprise pour valoriser ses résultats

de recherche, ou collaborer avec une start-up

Concours scientifique et participation a la startup Nutritheragene. Cette StartUp a été créée en
2019 sous I’impulsion de Pierre Fafournoux et d’Alain Bruhat, elle repose sur le brevet

mentionné précédemment. Le projet a recu le Grand prix I-Lab en 2018. L’objectif est de
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développer un outil de thérapie génique inductible de maniére nutritionnelle en se basant sur la
voie GCN2/elF20/ATF4. 1l faut savoir qu’actuellement, il n’existe pas de systéme de thérapie

génique inductible utilisable chez I’Homme.

11/ Actions d’information scientifique et technique, ouvrage de vulgarisation,

contribution au profit du grand public

Animation d’un stand aux Journées Portes Ouvertes INRA Centre de Theix (Mai 2015).
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