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Figure 1: Hypothèse de l’implication de la voie de signalisation eIF2α/ATF4 dans la

l’adaptation au stress cellulaire via la régulation de l’autophagie et de l’apoptose.
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INTRODUCTION GENERALE 

 

1. Objectif du travail de thèse 

 Chez les mammifères, les carences nutritionnelles telles que les carences en acides aminés 

(malnutrition, sous-nutrition ou situations pathologiques telles que le sepsis ou le cancer) 

constituent un stress nutritionnel important. Pour faire face à ces situations, l’organisme dispose 

de processus adaptatifs régulés par de multiples voies de signalisation. En cas de carence 

nutritionnelle en acides aminés, l’un des mécanismes d’adaptation mis en route par l’organisme, 

décrit depuis 1977 par l’équipe de Mortimore au niveau du foie de rat, consiste à déclencher une 

protéolyse, notamment par autophagie. Ceci permet le relargage d’acides aminés libres afin de 

favoriser la synthèse de protéines impliquées dans le processus adaptatif de la cellule à cette 

situation. Par la suite, il a été mis en évidence l’activation spécifique du processus autophagique 

dans des cellules en culture en réponse à une carence en acides aminés. Depuis, de nombreux 

travaux ont décrit l’importance de l’autophagie dans l’adaptation à divers stress cellulaires 

notamment la carence nutritionnelle en glucose ou en acides aminés et un certain nombre de 

mécanismes moléculaires régulant ce processus ont pu être mis en évidence. 

Au niveau cellulaire, il est maintenant clairement établi qu’une carence en un acide aminé 

indispensable active en particulier la voie de signalisation eIF2α/ATF4 via l’activation de la 

protéine kinase GCN2 qui phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF2α permettant 

ainsi à la fois l’inhibition de la synthèse protéique globale et l’induction de la traduction du 

facteur de transcription ATF4. Ce facteur de transcription induit la transcription de certains 

gènes cibles qui jouent un rôle clé dans l’adaptation de la cellule au stress. 

Etant donné l’importance du processus autophagique dans le ravitaillement de la cellule en 

acides aminés manquants et de la voie eIF2α/ATF4 dans l’adaptation cellulaire à une carence en 

acides aminés, il apparaît pertinent d’étudier l’implication de cette voie de signalisation dans la 

régulation de l’expression des gènes impliqués dans le processus autophagique lors d’une 

carence en acides aminés (Figure 1). 

L’objectif de mon travail de thèse a été d’abord de caractériser, dans des cellules en culture 

carencées en acides aminés indispensables, les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

régulation de l’expression des gènes de l’autophagie. Dans ce but, j’ai utilisé le gène p62, qui 
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code pour une protéine qui joue un rôle très important dans le processus autophagique, comme 

modèle d’étude, afin d’identifier le rôle de la voie eIF2α/ATF4 et de caractériser la séquence 

promotrice sur laquelle se fixent des facteurs de transcription jouant un rôle clé dans la réponse 

au stress: ATF4 et CHOP. Par la suite, afin de déterminer si les mécanismes décrits pour p62 

pouvaient être généralisés à d’autres gènes impliqués dans le processus autophagique en réponse 

à ce stress cellulaire, je me suis intéressée à étudier les autres gènes impliqués dans ce processus, 

leurs classes selon leur dépendance à ATF4 et CHOP et la liaison de ces facteurs sur les éléments 

spécifiques de leurs promoteurs en fonction de l’intensité du stress. 

Ensuite, étant donné que la voie eIF2α/ATF4 représente un carrefour de signalisation 

activable par différentes kinases qui répondent à divers autres stress, j’ai donc émis l’hypothèse 

que l’activation par le stress du réticulum endoplasmique (stress ER) de la voie eIF2α/ATF4 via 

la kinase PERK pourrait aussi entraîner l’activation des différents gènes de l’autophagie.  

Enfin, dans la littérature, lors d’un stress cellulaire prolongé tel qu’un stress du réticulum 

endoplasmique ou une carence nutritionnelle, la voie eIF2α/ATF4/CHOP est décrite comme 

étant impliquée dans la régulation de la mort cellulaire par apoptose et CHOP comme un acteur 

pro-apoptotique. De ce fait, dans la deuxième partie de mon travail, je me suis intéressée au rôle 

de la voie eIF2α/ATF4/CHOP dans la régulation de l’expression des gènes impliqués dans 

l’autophagie et l’apoptose selon la durée de la carence en un acide aminé indispensable.  

2. Présentation du manuscrit 

Le manuscrit est divisé en six grandes sections : 1. L’Etude bibliographique, 2. les résultats, 

3. la discussion et les perspectives, 4. la Conclusion générale de ce travail 5. Les Annexes et 

enfin 6. Les Références bibliographiques. 

La première section qui traite de l’étude bibliographique est divisée en trois chapitres. En 

premier lieu, est présentée la voie eIF2α/ ATF4 et son rôle dans l’adaptation au stress cellulaire. 

Puis, le deuxième chapitre traite du rôle de cette voie de signalisation dans la régulation de 

l’expression des gènes lors d’une carence en acides aminés chez les mammifères. Le dernier 

chapitre de l’étude bibliographique présente le processus autophagique et son implication dans 

l’adaptation au stress cellulaire. 

Les résultats que j’ai obtenus sont présentés dans la deuxième section du manuscrit. Cette 

section est elle-même divisée en deux parties correspondant aux projets étudiés :  
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1) Tout d’abord, sont présentés les résultats de la première partie traitant le rôle de la voie 

eIF2α/ATF4 dans la régulation de l’expression de gènes impliqués dans l’autophagie lors d’un 

stress cellulaire (article publié dans Nucleic Acids Research, 2013).  

2) Ensuite, la deuxième partie traite du rôle de la voie eIF2α/ATF4/CHOP dans la régulation 

de l’expression des gènes impliqués dans l’autophagie et l’apoptose selon la durée de la carence 

en un acide aminé indispensable (article en cours de soumission). 

Pour chacun des deux articles les données sont présentées et résumées.  

Tous les résultats sont discutés dans la troisième section sous forme d’une discussion générale et 

de perspectives, suivie d’une conclusion générale en quatrième section. 

Enfin, les deux dernières sections de ce manuscrit comportent: les Annexes où sont 

regroupés les travaux auxquels j’ai également pu participer, et les Références bibliographiques 

ayant été citées dans cette thèse. 

  



 



Etude Etude 

bibliographiquebibliographique



Figure 2: Homéostasie cellulaire chez les mammifères et mise en place de processus de

survie (Autophagie) ou de mort cellulaire (Apoptose) en cas de stress environnant.
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Figure 3: Schéma des différentes kinases impliquées dans la phosphorylation d’eIF2α chez

les mammifères. (A) Les 4 kinases PERK, PKR, GCN2 et HRI qui phosphorylent eIF2α en

réponses aux différents stress. (B) De N- à C-terminal: (SP) peptide signal, (TM) domaine

transmembranaire, (KD) domaine kinase, (DS RBD) double brin domaine de liaison à l'ARN,

(PKD) pseudokinase domaine, (His/Rs) histidyl-ARNt synthétase domaine dépendant, (RB)

liaison du ribosome. Les domaines kinases sont en jaune, ceux impliqués dans la détection de

signaux du stress sont en vert et les autres sont en bleu ( D’après Donnelly N. et al, 2013).
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

Chapitre I – La voie eIF2α/ATF4, une voie de signalisation 

impliquée dans l’adaptation aux stress cellulaires 

 

1. Introduction 

Le stress cellulaire est souvent défini comme une modification aigüe ou chronique des 

paramètres normaux de l’environnement cellulaire. De nombreux stress cellulaires peuvent 

perturber l’homéostasie cellulaire comme par exemple le stress oxydatif, les infections, les 

particules pathogènes, les microcristaux, les ultraviolets, les produits chimiques, la carence 

nutritionnelle, ou encore l’hypoxie. Face à ces divers stress, deux options s’offrent à la cellule, 

l’adaptation ou la mise en place du processus de mort cellulaire. Ce choix dépend de trois 

paramètres, la nature du stress, son intensité et sa durée. 

Le programme de défense mis en place à la suite de la réception de ce signal d’alerte aboutit 

à une réponse positive de la cellule qui s’oppose à l’attaque environnementale sous forme 

d’activation de cascades de voies de signalisation et de la mise en place de processus 

physiologiques de survie telle que l’autophagie. En cas d’échec ou de stress prolongé, la cellule 

met en route un processus apoptotique conduisant à la destruction cellulaire pour protéger les 

cellules environnantes et les fonctions physiologiques. Généralement, les conséquences d’un 

stress donné dépendent de la nature de la cellule (cellules à prolifération rapide ou lente, cellules 

à longue vie ou renouvelables rapidement…), de sa fonction physiologique (sécrétion 

hormonale, défense immunitaire…) et de son stade de différenciation (Figure 2). 

Le stress cellulaire intervient dans la plupart des situations pathologiques et concerne toutes 

les cellules de l’organisme: plus les agressions sont potentiellement dangereuses pour 

l’organisme, plus le système de défense est évolué et sophistiqué, sollicitant l’activation de 

plusieurs acteurs moléculaires, la régulation de plusieurs voies de signalisation et de processus 

d’adaptation. Parmi ces voies de signalisation, la voie eIF2α/ATF4 joue un rôle clé dans 

l’adaptation au divers stress cellulaires. 



Figure 4: Inhibition de la traduction générale et induction de la traduction d’ARNm

spécifiques tels que ATF4 par les kinases d’eIF2α en réponses aux stress cellulaires (extrait

de Costa-Mattioli M. et al, 2008).

Figure 5: Modèle d'activation de la kinase GCN2 par modifications allostériques suite à la

liaison d’ARNt non chargés. La kinase GCN2 possède plusieurs domaines: un domaine de liaison

au complexe GCN1-GCN20 à l'extrémité N-terminale (N), un pseudokinase domaine (PK), un

domaine de la protéine kinase (PK), une région HisRS. Dans la forme inactive de GCN2 présente

dans des conditions basales (à gauche), la liaison du C-term au domaine PK empêche la liaison

d’eIF2α, ainsi que les interactions HisRS-N-PK. Dans des conditions de carence (à droite), les ARNt

non chargés se lient à GCN2 en établissant des contacts avec le HisRS-N et le domaine C-terminal.

L’ARNt lié induit des changements conformationnels dans les deux domaines qui sont transmis au

domaine PK. Ainsi le domaine PK laisse passer EIF2α qui va être phosphorylé au contact du

domaine kinase actif de GCN2 (d’après Hongfang Q. et al, 2001).
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2. Activation de la voie eIF2α/ATF4 lors d’un stress cellulaire 

Le facteur d’initiation de la traduction eIF2α est considéré comme un intégrateur de 

différents signaux de stress. L’intégration du signal de stress passe par la phosphorylation de ce 

facteur. A ce jour, quatre kinases pouvant phosphoryler eIF2α chez les eucaryotes ont été 

identifiées. Bien qu’elles contiennent toutes un domaine régulateur différent, elles partagent un 

domaine kinase conservé (Figure 3). Leur activation lors de conditions de stress entraîne la 

phosphorylation d’eIF2α qui va avoir deux conséquences : d’une part une baisse de la traduction 

générale (Sullivan et al, 2004), et d’autre part la dérépréssion traductionnelle de certaines 

protéines, dont des facteurs de transcription tels qu’ATF4 qui vont à leur tour induire la synthèse 

de protéines, spécifiquement impliquées dans la réponse et l’adaptation au stress (Figure 4) 

(Abastado et al, 1991; de Haro et al, 1996). 

2.1. Protéines kinases impliquées dans la phosphorylation d’eIF2α 

A ce jour, seules quatre kinases, GCN2, PERK, PKR, et HRI induisant la phosphorylation 

du facteur d’initiation de la traduction eIF2α dans les cellules sont connues.   

� GCN2 

La kinase GCN2 (General Control Nonrepressed 2) est un senseur de la disponibilité en 

acides aminés qui est impliquée dans la régulation de l’expression des gènes lors d’une carence 

en acides aminés mais aussi lors d’une carence en glucose (Ye et al, 2010) ou des irradiations par 

les UV (Jiang & Wek, 2005). GCN2 est composée de cinq domaines (Figure 5): un domaine 

RWD de liaison au complexe GCN1/GCN20 en N-terminal, un domaine pseudo kinase, un 

domaine kinase, un domaine histidyl-tRNA synthetase like (HisRD), et un domaine de liaison au 

ribosome et de dimérisation en C-terminal (Rafie-Kolpin et al, 2003). L’activation de GCN2 a 

lieu lors d’une carence en acides aminés. L’absence d’acides aminés entraîne une accumulation 

d’ARNt non chargés qui se fixent au domaine histidyl ARNt synthetase-like de GCN2. Le 

domaine RWD permettrait via son interaction avec le complexe GCN1/GCN20 de faciliter le 

transfert de l’ARNt non chargé du ribosome vers le domaine HisRD. La fixation de l’ARNt va 

alors induire un changement de conformation de la protéine : le domaine kinase jusqu’alors 

replié sur lui-même va être beaucoup plus flexible et permettre l’accessibilité du site actif de 

l’enzyme à l’ATP. L’autophosphorylation au niveau des résidus thréonine 882 et 889 entraîne 

l’activation de ce domaine kinase. Les structures cristallographiques des domaines kinases en 

conformation active ou inactive ont été résolues il y a peu. La structure du domaine RWD a 



Figure 6: Représentation schématique de l’implication de la kinase PERK dans la réponse

UPR (Unfolded Protein Response) en réponse au stress du Réticulum Endoplasmique

(RE). Lors de l’accumulation de protéines mal conformées (représentées en bleu sur la figure)

dans la lumière du RE, la protéine chaperonne GRP78/BiP se lie préférentiellement à ces

protéines malformées et libère les facteurs transactivateurs de la réponse UPR: ATF6, IRE1α et

PERK. ATF6 est un facteur transcriptionnel qui sera clivé dans l’appareil de Golgi, puis

migrera dans le noyau pour transcrire les gènes codant les protéines chaperonnes comme BiP,

GRP94 ou la calnexine. IRE1α possède une activité RNAse qui va permettre l’épissage de

l’ARNm du facteur transcriptionnel XBP1, qui lui aussi va permettre la transcription de gènes

de l’UPR. Enfin, PERK activée va phosphoryler eIF2α qui va bloquer la traduction des ARNm,

limitant ainsi la synthèse protéique globale, à l’exception du facteur transcriptionnel ATF4. Ce

facteur est impliqué également dans la transcription de gènes de l’UPR et de gènes de

l’apoptose, comme CHOP (D’après Pallet et al., 2009).
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également été résolue (Nameki et al, 2004), cependant la structure entière de la protéine n’est pas 

connue. L’étude de l’interaction entre GCN2 et eIF2 a permis de déterminer un domaine de 

reconnaissance.  

Plusieurs isoformes de GCN2 ont été identifiées: α, exprimé abondamment dans le cerveau, 

β, l’isoforme le plus abondant, et γ, retrouvé à des niveaux semblables dans plusieurs tissus tels 

que les poumons et le cerveau. Cela suggère des fonctions développementales et physiologiques 

spécifiques pour chaque isoforme (Zhang et al, 2002). En relation avec cette hypothèse, une 

équipe des États-unis a identifié en 2003 deux eIF2α kinases chez Dictyostelium qui semblent 

très homologues à GCN2 et seraient impliquées dans l’initiation du développement de 

l’organisme (Fang et al, 2003).  

� PERK 

La protéine kinase PERK (Pancreatic Endoplasmic Réticulum eIF2 Kinase) est impliquée 

dans la voie de réponse au stress du réticulum endoplasmique (stress du RE) (Harding et al, 1999 

; Liu et al, 2000). Le stress du RE correspond à une accumulation de protéines mutantes ou mal 

repliées au sein du réticulum endoplasmique. Certaines conditions physiopathologiques peuvent 

conduire à des stress du RE (Ron, 2002). PERK se situe au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique, sa partie C-terminale est cytoplasmique et contient le domaine kinase et les sites 

d’autophosphorylation (Harding et al, 1999). La protéine BiP se lie à la partie N-terminale de 

PERK dans le lumen du RE et, lors de condition de stress, s’en dissocie pour permettre 

l’oligomérisation de PERK (Figure 6). Cette dissociation permet à PERK de s’autophosphoryler 

et de s’activer pour, par la suite, phosphoryler eIF2α et inhiber la traduction. Une délétion de la 

région permettant l’oligomérisation bloque l’activité kinase (Liu & Kaufman, 2003 ; Ma et al, 

2002 ; Shen et al, 2004).  

� PKR 

PKR (Protein kinase RNA-activated) est une protéine kinase activée en réponse à des 

infections virales et à la voie de l'interféron (Levin et al, 1980 ; Ohtsuki et al, 1980). En effet 

cette kinase activée par la fixation d’ARNs doubles brins sert de détecteur des infections 

pathogènes. PKR se compose de deux domaines : un domaine N-terminal composé de deux 

domaines de fixation aux ARN doubles brins et un domaine C-terminal constitué du domaine 

kinase de la protéine. Lors d’une infection, l’ARNdb se fixe à un dimère de PKR et entraîne 

l’activation de la protéine via le domaine kinase qui alors se dimérise et s’autophosphoryle 

(Baltzis et al, 2002; Gunnery & Mathews, 1998 ). Ce résultat est aussi produit par l’interféron-γ 
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(IFN-γ), ce qui implique cette kinase dans la défense anti-virale (Wong et al, 2001). Lorsque la 

réplication virale augmente, la multiplication de l’ARN viral entraîne alors une monomérisation 

de PKR et son inhibition. De ce fait, l’activation de PKR et la phosphorylation d’eIF2α vont 

induire l’inhibition de la traduction et arrêter ainsi  la progression de l’infection virale. Des 

études récentes ont montré qu’en cas d’infections virales telles que les infections par le VSV 

(vesicular stomatitis virus), il y aurait une interaction croisée entre PKR et PERK afin de mettre 

en place une cascade d’événements antiviraux et anti-apoptotiques (Baltzis et al, 2004). La 

plupart des fonctions jouées par la kinase PKR sont relatives aux infections virales mais aussi à 

l’inflammation à travers son rôle clé dans la lutte contre les processus inflammatoires notamment 

dans les maladies neurodégénératives (Couturier et al, 2012). Néanmoins, il avait été décrit que 

cette kinase pourrait aussi être impliquée dans la différenciation et prolifération cellulaires et 

dans certaines cascades de signalisation (de Haro et al, 1996).  

� HRI 

HRI (Heme-Regulated eIF2α kinase), est activée lors d'une diminution en hème (Fagard & 

London, 1981). La kinase HRI s’autophosphoryle en de multiples sites lors d’un déficit en hème 

pour inhiber la traduction via la phosphorylation d’eIF2α. En effet, HRI contient deux domaines 

de liaison à l’hème en N-terminale qui, une fois liés par l’hème, diminuent son activité. Elle peut 

aussi être activée lors de stress oxydatifs causés par l’arsenite (Rafie-Kolpin et al, 2003) ou par 

une exposition à de fortes concentrations d’oxyde nitrique (Inuzuka et al, 2004; Ishikawa et al, 

2002 ). Son inactivation se ferait par dégradation protéolytique car aucun événement de 

déphosphorylation n’a été observé avec cette kinase.  

2.2. Conséquences de l’activation des kinases d’eIF2α 

a)  Phosphorylation d’eIF2α et inhibition de la traduction 

La régulation de la traduction est un moyen efficace qui permet aux cellules de faire face 

aux changements de l'environnement et aux divers stress cellulaires. Comparé à la régulation 

transcriptionnelle, le contrôle de la synthèse protéique présente le principal avantage de 

permettre des changements rapides dans le protéome, qui revêt une importance particulière 

lorsque les cellules sont confrontées à des conditions de stress (Holcik & Sonenberg, 2005). La 

régulation de la traduction se déroule surtout au niveau de l'initiation, qui représente 

généralement une étape limitante dans la synthèse protéique. L’étape d’initiation dépend de la 

formation du complexe de préinitiation, qui est déterminée en grande partie par la 

phosphorylation d’eIF2. 



Figure 7: Etapes de l’initiation de la traduction chez les mammifères. Le complexe 43S est

formé par l'association de la petite sous-unité ribosomique 40S et des facteurs eIF1, eIF1A, eIF3

et eIF5 et du complexe ternaire eIF2-MetARNti-GTP. Ce pré-complexe 43S est ensuite recruté via

le complexe de coiffe (eIF4F) au niveau de l'extrémité 5’ des ARNm. Le complexe eIF4F

comprend la sous-unité eIF4E qui s'associe à la coiffe, la sous-unité eIF4G qui fait le lien entre

le complexe 43S et la protéine PABP, la sous-unité eIF4A, qui déroule les structures secondaires

présentes dans l'ARNm. Cet assemblage constitue le complexe 48S qui balaye la partie 5’ UTR

à la recherche du codon initiateur. Une fois le complexe correctement positionné sur le codon

initiateur, les facteurs eIFs sont éliminés permettant à la grande sous-unité ribosomique 60S

d'interagir avec la sous-unité 40S et de former le complexe d'initiation 80S.
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� Initiation de la traduction  

La première étape de l’initiation de la traduction, qui représente l’étape limitante, consiste 

en la liaison du facteur eIF4E à la coiffe des ARNm (m7GpppX) (Figure 7). Cette coiffe 

empêche la dégradation des ARNm et favorise leur transport dans le cytoplasme (Jacquel et al, 

2012; Nameki et al, 2004 ). La protéine d’échafaudage ou de soutien eIF4G se lie à eIF4E grâce 

à sa partie N-terminale. Du fait de sa taille importante (220 kDa), ce facteur permet à d’autres 

protéines de s’y lier et de former le complexe d’initiation de la traduction. En effet, 

lorsqu’eIF4A, qui sert d’hélicase pour défaire les structures secondaires de l’ARNm, est recruté 

par eIF4G, le complexe eIF4F est alors formé. Le facteur qui amène la sous unité ribosomale 

40S près de la partie 5’ des ARNm, eIF3, peut également se lier à eIF4G. D’un autre côté, le 

facteur eIF2 se lie à un Met-ARNti Met lorsqu’il est lié à un GTP. Les autres facteurs, eIF5, eIF1 et 

eIF1A, font également partie du complexe d’initiation de la traduction, et leurs liaisons viennent 

former et stabiliser la sous unité 43S. Ce complexe avance sur l’ARNm en hydrolysant de l’ATP 

à la recherche d’un premier codon AUG dans un contexte approprié à l’initiation (Kozak, 1999). 

eIF1 assure la fidélité de la reconnaissance du codon d’initiation tandis que eIF5 est nécessaire 

pour l’hydrolyse du GTP du facteur eIF2. Cette hydrolyse entraîne la dissociation de plusieurs 

facteurs de la sous unité 40S. Le Met-ARNti 
Met se retrouve ainsi sur le site Peptidyl (P) de la 

grande sous-unité ribosomale. Le facteur eIF5B vient se lier et catalyse la formation du ribosome 

80S par l’union des deux sous unités 40S et 60S en hydrolysant un GTP. Il est ensuite relâché et 

l’élongation peut débuter. 

� Régulation de la traduction par eIF2 

Le facteur d’initiation de la traduction eIF2 fait partie de la famille des protéines G et 

contient trois sous unités : α, β et γ. La sous unité β participe à l’échange du GDP pour un GTP 

en interagissant avec le facteur eIF5 tandis que la sous unité γ contient le site de liaison au GTP 

(Figure 8). Lorsque le facteur eIF2 contient un GTP, il peut initier l’élongation en amenant un 

Met-ARNti 
Met au premier AUG du transcrit. Par contre, en condition de stress, plusieurs kinases 

phosphorylent la sérine de la sous unité α du facteur en position 51 (Dever, 2002). Ceci a pour 

but d’inhiber la traduction car cette sérine phosphorylée empêche l’échange GDP-GTP du 

facteur et, par conséquent, sa liaison avec le Met-ARNti 
Met. eIF2α joue alors un rôle important 

dans la régulation traductionnelle en conditions de stress cellulaire (Jackson et al, 2010; Kazemi 

et al, 2004 ).  

Le facteur eIF2B est un GEF (guanine-nucleotide exchange factor) pour le facteur eIF2, 

c’est-à-dire qu’il catalyse l’échange du GDP pour un GTP. C’est un facteur important car 



Figure 8: Intégration des signaux de stress dépendants de GCN2 par eIF2α. (A) Schéma général

de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes. eIF2 fait partie du complexe ternaire (eIF2-GTP-

Met-ARNti
Met) et doit être rechargé en GTP pour pouvoir initier la traduction. Ce rechargement est

réalisé par le facteur eIF2B. (B) Voie de signalisation GCN2/eIF2α. La kinase GCN2 peut être activée

par autophosphorylation en réponse à une carence en acides aminés ou un traitement aux UV. Cette

activation aboutit à la phosphorylation de la sous-unité α d’eIF2, facteur indispensable au complexe

ternaire (eIF2, GTP et Met-ARNti
Met). Cette phosphorylation inhibe le rechargement d’eIF2-GDP en

eIF2-GTP et provoque une diminution de la traduction globale. Toutefois certains ARNm permettant

l’adaptation cellulaire aux stress peuvent continuer à être traduits (d’après Holcik et Sonenberg, 2005).
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l’affinité de eIF2 pour le GDP est 400 fois plus élevée que pour le GTP (Rafie-Kolpin et al, 

2003). Il comprend 5 polypeptides qui forment le complexe régulateur et le complexe 

catalytique. La phosphorylation d’eIF2α inhibe également l’activité de eIF2B en devenant un 

compétiteur (Krishnamoorthy et al, 2001). En effet, la concentration d’eIF2 est en excès par 

rapport à celle d’eIF2B. Ainsi, sa phosphorylation inhibe quantitativement eIF2B. Le 

déséquilibre du ratio eIF2/EIF2B détermine la sensibilité du système à la phosphorylation 

d’eIF2α et le niveau de traduction général (Donnelly et al, 2013). 

b) Phosphorylation d’eIF2α et traduction sélective de certains ARNm  

La phosphorylation  d’eIF2α induit l’inhibition de la traduction générale mais aussi la 

traduction sélective de certains ARNm. A ce jour, un petit nombre de ces ARNm ont été décrits 

dans la littérature. Parmi ces ARNm traduits on trouve ceux des facteurs de transcription ATF4 

(Vattem & Wek, 2004), ATF5 (Hatano et al, 2013), C/EBPβ (Wethmar et al, 2010), et de la 

protéine GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible protein) (Lee et al, 2009b). Le 

mécanisme impliqué dans l'augmentation de la traduction de ces ARNm suite à la  

phosphorylation d’eIF2α met en jeu de courtes phases de lecture ouvertes appelées UORFs 

(Upstream open reading frame) (Deng et al, 2004). Ces uORFs sont des séquences de petites 

tailles (~ 30 codons)  qui se situent en amont des régions traduites des ORFs principales. Les 

mécanismes qui régulent l'expression génique induite par le stress par la phosphorylation 

d’eIF2α ont d'abord été élucidés chez S. cerevisiae avec GCN4 qui est l'homologue d’ATF4 

(Hinnebusch, 1988 ; Hinnebusch, 2005).  

2.3. ATF4  

La phosphorylation d’eIF2α favorise sélectivement la régulation positive de traduction 

d'ARNm qui renferment dans leurs séquences de courtes phases ouvertes de lecture (uORFs) 

dans la région 5 'non traduite (5'-UTR) qui précède la séquence codante fonctionnelle. Chez les 

mammifères, la région 5'-UTR de l’ARNm d’ATF4 contient deux uORFs qui modulent 

l'expression de la protéine ATF4 quand eIF2α est phosphorylé (Kilberg et al, 2009). Il a été 

clairement établi que l'organisation de ces uORFs en 5'-UTR est essentielle pour la réponse au 

stress via ATF4 (Jackson et al, 2010). Lorsque les niveaux d’eIF2-GTP sont élevés, dans les 

cellules non stressées, les ribosomes traduisent l'uORF1 dans la région 5’UTR. Suite à la 

terminaison de la traduction de ce petit polypeptide de 3 acides aminés, la petite sous-unité 

ribosomale reprend le balayage de la séquence d’ARNm en aval de l’uORF1, recharge le 

complexe ternaire eIF2-GTP- Met-ARNti 
Met et initie la traduction du polypeptide de 60 acides 



B)

A)

C)

97-103 nt87-90 nt

3 aa 57-60 aa

Figure 9: Régulation de la traduction d’ATF4 en réponse à la carence en acides aminés.

(A) La structure de l’ARNm d’ATF4 chez l’homme contient deux uORFs. L’uORF2

chevauche la séquence codante d’ATF4. (B) En condition de concentration normale en

protéines et/ou en acides aminés, le scan de l’ARNm opéré par les ribosomes provoque

l’initiation de la traduction d’ATF4 au niveau de l’uORF1. Après avoir traduit cet uORF1, la

ré-initiation de la traduction, possible par un haut niveau de eIF2-GTP, va se faire au niveau de

l’uORF2. La synthèse d’ATF4 sera alors faible. (C) Lors d’une faible concentration en acides

aminés ou en protéine, la phosphorylation d’eIF2 va diminuer fortement la réinitiation de la

traduction après l’uORF1. La sous unité 40S du ribosome va alors continuer de balayer

l’ARNm. La probabilité de réinitier la traduction avant d’atteindre l’uORF2 sera faible. Dans

ce cas, la sous-unité 40S va passer cet uORF et parvenir à l’ORF codant pour ATF4. Ce

facteur sera traduit et son expression pourra augmenter (extrait de Kilberg M.S. et al, 2009).
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aminés sur l’uORF2 situé 90 nucléotides en aval du uORF1, qui chevauche l'ORF ATF4 (Figure 

9). Ainsi, la traduction de l’uORF2 empêche la traduction de l’ORF codant pour ATF4. Lorsque 

le niveau de eIF2-GTP est faible, lors de la phosphorylation d’eIF2α en réponse au stress, les 

petites sous-unités ribosomales qui reprennent le scan de la séquence d’ARNm d’ATF4 après 

avoir terminé la traduction de l’uORF1, ne sont pas rechargées avec eIF2-GTP- Met-ARNti 
Met 

quand elles atteignent l'AUG uORF2. De ce fait, la probabilité de la traduction de cet uORF 

chute. Les 100 autres bases qui séparent l’uORF2 de l’ORF codant pour ATF4, sont suffisantes 

pour permettre la liaison du complexe ternaire de la petite sous-unité ribosomales et la traduction 

de la séquence codant pour le facteur ATF4 (Vattem & Wek, 2004). Il a été observé que 

l'organisation des uORFs d’ATF4 en 5'UTR et les distances séparant uORF1, uORF2 et ORF 

principal codant pour ATF4 sont strictement conservée chez les mammifères (Ait Ghezala et al, 

2012).  

2.4.  Gènes cibles de la voie eIF2α/ ATF4  

La protéine ATF4 étant un facteur de transcription, l’activation de la voie eIF2α/ATF4 lors 

d’un stress cellulaire peut induire la transcription de gènes cibles spécifiques impliqués dans la 

biosynthèse et le transport des acides aminés, dans la réponse au stress oxydant et dans 

l’apoptose (Harding et al, 2003). 

a) Exemples de gènes cibles de la voie eIF2α/ ATF4 

Un certain nombre de gènes ont été décrits dans la littérature comme étant dépendants de 

cette voie et conservant tous la même séquence consensus sur leur séquence promotrice. Cette 

séquence qui permet la fixation du facteur de transcription ATF4 est appelée CARE pour 

C/EBP-ATF Response Element (Figure 10). Comme son nom l’indique, la séquence CARE est 

composée sur sa première moitié d’un site consensus de fixation d’ATF4, et sur la deuxième 

moitié de sa séquence d’un site consensus de la fixation de C/EBP. Parmi les nombreux gènes 

étudiés on trouve par exemple les gènes de l’ASNS (Aspargine Synthetase), TRB3 (Tribbles 3), 

ATF3 (Activating Transcription Factor 3), SNAT2 (System A Neutral Amino acid Transporter 

2), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 4E-BP1 (Eukaryotic Initiation Factor 4E 

Binding Protein 1), xCT (sodium-independent aspartate/glutamate/cystine transporter), HERP 

(Homocysteine-induced ER Protein), CHOP (C/EBP Homology Protein) et CAT-1 (cationic 

amino acid transporter-1) (Kilberg et al, 2009). D’autres gènes activés par cette voie ont été 

décrits dans la littérature. Parmi ces gènes dont la transcription est régulé par ATF4, on trouve le 

gène codant pour l’enzyme PEPCK (glucogenic enzyme phosphoenolpyruvate carboxykinase) 



Figure 10: Séquences CARE de différents gènes cibles de la voie eIF2α/ATF4. Gènes

renfermant dans leurs séquences promotrices des séquences CARE (C/EBP-ATF Response

Element) sur lesquelles se fixent les facteurs de transcription ATF4 et C/EBP (D’après Kilberg

M.S. et al 2009).
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(Vallejo et al, 1993), les facteurs de transcriptions ATF5 (Activating transcription factor 5) 

(Zhou et al, 2008) et ATF6 (Activating transcription factor 6) (Teske et al, 2011). 

La liste des gènes régulés par la voie eIF2α/ ATF4 n’est pas exhaustive. La régulation de 

tous ces gènes dépend de la phosphorylation d’eIF2α induite lors d’un stress cellulaire telle 

qu’une carence en acides aminés ou le stress du réticulum endoplasmique, ainsi que de la 

fixation d’ATF4 sur leur séquence promotrice afin de réguler leur transcription.  

b) CHOP: un gène cible de la voie eIF2α/ATF4 

� Le gène et la protéine CHOP 

Parmi les cibles de la voie de signalisation eIF2α/ATF4, le facteur de transcription CHOP 

connu aussi sous le nom de GADD153 ou DDIT3 est très étudié. Ce gène code pour une protéine 

de 19kDa appartenant à la famille des facteurs de transcription C/EBP. Son expression est 

induite en réponse à un stress du réticulum endoplasmique, une carence en acides aminés, une 

irradiation aux UV ou encore différents autres stress. Comme les autres membres de cette 

famille, CHOP est composé d'un domaine d'activation, d'une région leucine Zipper de 

dimérisation (b-zip) et d'un domaine basique de liaison à l'ADN. Tous les membres de cette 

famille ont un domaine de dimérisation relativement bien conservé, ce qui leur permet de former 

des homo- ou des hétérodimères avec les autres membres de la famille C/EBP (Wang et al, 

1998), mais aussi avec les protéines ATF comme ATF4. La dimérisation de ces facteurs, 

nécessaire pour qu'il y ait liaison à l'ADN, va conduire à la régulation transcriptionnelle de 

l'expression d'un certain nombre de gènes cibles appelés gènes DOCs (DOwnstream of CHOP) 

(Wang et al, 1998) dont celui de l’Anhydrase Carbonique VI (Sok et al, 1999). 

� Fonctions de CHOP 

• In vitro 

CHOP a été décrit comme étant impliqué dans la différenciation cellulaire, l'apoptose ou 

encore la cancérogenèse. Il a notamment été mis en évidence que CHOP pourrait jouer un rôle 

dans la différenciation adipocytaire (Tang & Lane, 2000). L'adipogenèse met en jeu l'expression 

de nombreux facteurs de transcription, dans un ordre bien précis et de manière coordonnée, dont 

les facteurs C/EBP qui jouent un rôle très important. Une surexpression précoce de CHOP 

entraîne un arrêt précoce de la prolifération des préadipocytes et une absence de différenciation. 

CHOP est également impliqué dans certains processus apoptotiques (Figure 11). Des 

travaux ont mis en évidence que la surexpression de CHOP rendait des cellules plus sensibles à 

l'apoptose lors d'un stress ER induit à la thapsygargine (Matsumoto et al, 1996). Cette 



Figure 11: Rôle important de CHOP dans le processus apoptotique lors d’un stress du

RE. CHOP peut induire l'expression de la proteine pro-apoptotique Bim, les récepteurs de

la mort de la surface cellulaire TRAIL 2, les gènes DOC (Downstream of CHOP), et

inhiber la transcription de la protéine Bcl-2. Le mal repliement des protéines oxydatives et

le dysfonctionnement mitochondrial sont associés à l'accumulation d'espèces réactives de

l'oxygène (ROS) avec des dommages cellulaires oxydatif plus en aval. JNK est activée par

l'intermédiaire de IRE1α via TRAF2. JNK peut phosphoryler et activer la protéine Bcl-2 de

la famille des protéines pro-apoptotiques et inactiver des protéines anti-apoptotiques

(extrait de Malhi & Kaufman et al., 2011).
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sensibilisation serait due à une diminution du niveau d'expression de BCL2, facteur anti-

apoptotique régulé de manière négative par CHOP, mais aussi à l’induction positive de 

l’expression de gènes codant pour des protéines pro-apoptotiques telles que Bim et PUMA 

(Altman et al, 2009; Ishihara et al, 2007). La protéine kinase p38 serait également impliquée 

dans cette régulation. Elle augmenterait l'effet apoptotique de CHOP, bien que cette 

phosphorylation ne semble pas indispensable. Ainsi la mutation de sites ciblés par p38 n'abolit 

pas totalement les effets de CHOP sur l'apoptose (Maytin et al, 2001). Récemment il a été mis en 

évidence le rôle clé de CHOP et ATF4 dans la régulation de la transcription d’ATF5. Les auteurs 

de ces travaux ont montré qu’un knock-down d’ATF5 augmentait la survie des cellules en 

réponse à l'inhibition du protéasome, soutenant l'idée que les deux facteurs ATF5 et CHOP ont 

des fonctions pro-apoptotiques (Koban et al, 2012). 

• In vivo 

Relativement peu d'études in vivo se sont intéressées à la fonction de CHOP dans 

l'organisme. Les souris CHOP-/- ne présentent pas de défauts de développement ou de fertilité. 

En revanche, un rôle de CHOP a été mis en évidence dans la lignée de souris "Akita". Ces souris 

ont une mutation du gène de l'insuline 2 entraînant la synthèse d'une protéine mal repliée. Au 

début de leur vie, ces souris présentent une glycémie normale grâce à une compensation par le 

gène de l'insuline 1. Mais rapidement un diabète s'installe, et on observe une apoptose des 

cellules β-pancréatiques due à un important stress ER, provoqué par l'insuline 2 défectueuse 

(Nozaki et al, 2004). L'invalidation du gène CHOP chez ces souris permet de retarder 

l'apparition du diabète et de diminuer l'apoptose des cellules β du pancréas (Oyadomari et al, 

2002). Récemment, Ariyama et al. ont étudié in vivo le rôle de CHOP dans le développement de 

l'obésité. Après un régime riche en lipides pendant 24 semaines, les souris femelle CHOP-/- ont 

ainsi développé un phénotype "obèse" (poids supérieur, taux plasmatique de leptine et 

d'adiponectine élevés) et étaient plus grosses que les souris sauvages. Ils ont par ailleurs observé 

une modification dans l'expression des facteurs C/EBPα et C/EBPβ. Ceci prouve in vivo l'effet 

capital de CHOP et des autres membres de la famille C/EBP dans les processus de 

différenciation adipocytaire (Ariyama et al, 2007). 

La plupart des études in vivo utilisent l'expression de CHOP comme "marqueur" du stress 

ER. En effet, de plus en plus d'études s'intéressent aux effets du stress ER dans diverses 

pathologies (neurodégénératives, virales,…) (Wang et al, 2007). Dans un autre domaine, il a été 

démontré que CHOP est surexprimé dans les hépatocytes de rats lors de la phase aigüe de la 



Figure 12: Aperçu schématique de la réponse intégrée au stress dépendante de la

GCN2
PERK
PKR
HRI

CReP

Figure 12: Aperçu schématique de la réponse intégrée au stress dépendante de la

phosphorylation d’eIF2α (ISR). Les quatre kinases GCN2, PERK, PKR et HRI qui

répondent à des stress distincts, vont phosphoryler eIF2α qui à son tour va induire

l’expression d’ATF4 activant ainsi des gènes en aval. Ces derniers comprennent le gène

codant pour le facteur de transcription CHOP qui active à son tour la transcription de

GADD34, qui code pour une sous-unité spécifique régulatrice d'une phosphatase d’eIF2α

et qui induit un rétrocontrôle négatif sur la voie ISR. CReP est une sous-unité régulatrice

constitutive d'une phosphatase qui déphosphoryle eIF2α.
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réponse inflammatoire. Cette régulation impliquerait les autres membres de la famille C/EBP 

(Sylvester et al, 1994). 

De par son effet apoptotique lors d'un stress ER, CHOP pourrait donc être impliqué dans des 

cas de diabète, d'ischémie centrale (Paschen et al, 1998), de mort des cellules rétiniennes (Das et 

al, 2012; Shimazawa et al, 2007 ) ou encore de maladies neurodégénératives (Sokka et al, 2007). 

3. Rétro-contrôle de la voie eIF2α/ ATF4 

La phosphorylation d’eIF2α est un événement moléculaire très dynamique et excessivement 

bien régulé qui permet de contrôler finement la réponse aux stress. En effet, il existe pour les 

quatre kinases précitées phosphorylant eIF2α, deux phosphatases connues qui déphosphorylent 

eIF2α freinant ainsi son activité (Figure 12). Dans les cellules de mammifères, il existe un 

complexe constitutif, constitué d'une sous-unité régulatrice spécifique d’eIF2α (CREP) et de la 

sous-unité catalytique de la protéine phosphatase I (PP1c), qui contribue à l'activité phosphatase 

basale élevée dirigée contre eIF2α (Jousse et al, 2003). Dans les cellules stressées, la 

phosphorylation d’eIF2α active la transcription et la traduction de GADD34 (Brush et al, 2003; 

Novoa et al, 2001 ). La protéine GADD34 traduite va former un complexe avec PP1c et 

augmenter de manière significative l'activité de la phosphatase dirigée contre eIF2α dans les 

cellules. Ce mécanisme de rétrocontrôle va permettre la reprise de la synthèse protéique pendant 

les phases ultérieures de la réponse au stress activateur des kinases d’eIF2α (Kojima et al, 2003; 

Novoa et al, 2003). Jusqu'à maintenant, GADD34 et CReP sont les seuls responsables connus de 

la déphosphorylation d’eIF2α. 

4. Implications de la voie eIF2α/ ATF4 dans l’adaptation au stress 

4.1. Adaptation à une carence nutritionnelle 

Chez les mammifères, lors d’une carence en un acide aminé indispensable tels que la 

leucine ou le tryptophane, la voie eIF2α/ ATF4 joue un rôle important dans l’adaptation à ce 

stress nutritionnel afin de permettre à l’organisme d’y faire face. Comme vu précédemment 

(paragraphe 2-1), la kinase qui répond à une carence en un acide aminé indispensable est la 

kinase GCN2. La kinase GCN2 est exprimée dans de très nombreux tissus, mais avec des 

niveaux d’expression très variables (Berlanga et al, 1999) et joue des rôles importants au niveau 

physiologique. Le gène gcn2 a été inactivé chez la souris et cette kinase ne semble pas être 

essentielle pour la croissance dans les conditions normales. Par contre lors d’une carence en 



Figure 13: Signalisation de la mort cellulaire par la réponse au stress du RE/UPR. En cas de

stress du RE sévère et durable, l’expression d’un certain nombre de gènes pro-apoptotiques est

augmentée ce qui conduit à l'apoptose. Les facteurs de transcription ATF4 et ATF6-p50

stimulent l'expression de CHOP. D'une part, CHOP induit l'expression de GADD34, qui

s’associe avec PP1, entraînant la déphosphorylation de eIF2 α, réactivant ainsi la synthèse

globale des protéines cellulaires. D'autre part, CHOP inhibe l’expression des protéines anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 et stimule celle de Bim qui est pro-apoptotique, l’ensemble

entraîne l’hétérodimérisation et l'activation des pro-apoptotique Bax et Bak. CHOP stimule

également l'expression de récepteur de mort de la surface cellulaire DR5, ce qui sensibilise les

cellules à des stimuli pro-apoptotiques, vraisemblablement via la voie apoptotique extrinsèque

impliquant la caspase 12. JNK activée induit une synergie de régulation des cibles de CHOP.

JNK est phosphorylée et activée par la protéine kinase ASK1 lors de l'association de TRAF2

avec IRE1 activé. L’association de TRAF2 avec IRE1 activé conduit également à l'activation de

la caspase 12. La libération du calcium du RE via les récepteurs IP3 peut activer les calpaines, ce

qui stimule davantage l’activation de la caspase 12 par clivage protéolytique de son précurseur

pro-caspase inactive (extrait de Schönthal A. H. et al. 2012).



 

19 
 

acides aminés durant la gestation, le taux de mortalité augmente significativement (Zhang et al, 

2002). 

La kinase GCN2 est impliquée dans plusieurs processus physiologiques tels que l’adaptation 

de la prise alimentaire (Gietzen, 1993) notamment via son rôle dans le développement de 

l’aversion alimentaire résultant de la consommation d’un régime carencé en acides aminés (Hao 

et al, 2005; Maurin et al, 2005 ). En effet, la consommation d’un régime déséquilibré en acides 

aminés induit l’activation de la protéine kinase GCN2 dans les neurones du cortex piriforme 

antérieur (APC) et de l’hypothalamus qui jouent un rôle clé dans le contrôle de l’appétit. 

GCN2 joue aussi un rôle clé dans l’adaptation du métabolisme lipidique (Guo & Cavener, 

2007). Ces dernières années, sont apparues quelques perspectives qui laissent suggérer un rôle 

très large de GCN2 dans la régulation du métabolisme lipidique notamment suite à une carence 

en leucine, qui induit une répression de l’expression et de l’activité de certaines enzymes de la 

lipogenèse au niveau hépatique de façon dépendante de GCN2 (Guo & Cavener, 2007). 

La kinase GCN2 est impliquée dans la régulation de l’immunité via son rôle inhibiteur dans 

la différentiation d’un type particulier de cellules T « helper » (Sundrud et al, 2009) ainsi que son 

implication dans la communication entre les cellules dendritiques et les cellules T (Brenk et al, 

2009 ; Munn et al, 2005). Enfin, des travaux ont montré son rôle indispensable dans des 

processus de plasticité synaptique et de mise en mémoire (Costa-Mattioli et al, 2005; Costa-

Mattioli et al, 2007).  

4.2. Adaptation au stress du Réticulum Endoplasmique (RE) 

Le stress du RE se définit comme étant une accumulation de protéines mal repliées au 

niveau du réticulum endoplasmique. En effet, c'est au sein du réticulum endoplasmique que les 

protéines sécrétées ou membranaires acquièrent leur conformation définitive. Dans certaines 

situations, la capacité du réticulum à replier les protéines peut être dépassée par la production de 

protéines. Certains traitements pharmacologiques aboutissent aussi à des défauts de son 

fonctionnement. Le stress du RE peut être induit notamment par la carence en glucose ou un 

certain nombre de drogues (agents alkylants, réducteur des ponts disulfures). Dans de tels cas, il 

se produit une accumulation de protéines mal formées qui peut être très délétère pour la cellule. 

Cette accumulation est détectée au sein du réticulum et une réponse de la cellule au stress du RE 

aussi appelée « Unfolded Protein Response » (UPR) est alors déclenchée (Figure 13). 



Figure 14: Exemple de l’implication de PKR dans la réponse antivirale. Cascade antivirale

(flèches roses) au sein d'une cellule stimulée par les interférons α et β en présence d'ARN viral

bicaténaire (ARNds). La protéine kinase PKR phosphoryle la sous-unité α du facteur d'initiation de

la traduction. La protéine virale ICP34.5 contrecarre cette cascade d'événements en déphosphorylant

la sous-unité α du facteur d'initiation de la traduction (flèches rouges) (extrait de Muylkens B. et al.

2003).
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Cette réponse UPR comprend l’activation de 3 voies de signalisation dont la voie 

eIF2α/ATF4 qui fait appel à la  kinase PERK, située au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique, et activée par autophosphorylation (Teske et al, 2011). La protéine kinase PERK 

s’oligodimérise ce qui induit une autophosphorylation de son domaine kinase. Elle va 

phosphoryler eIF2α ce qui déclenche une inhibition de la traduction, limitant ainsi l'afflux de 

protéines au niveau du réticulum endoplasmique dont les capacités de repliement sont saturées. 

Du fait de la phosphorylation d'eIF2α, la traduction du facteur ATF4 est induite. Ce facteur de 

transcription va réguler l'expression d'un certain nombre de gènes impliqués dans la réponse au 

stress (Harding et al, 2003). En effet, ATF4 va activer la transcription de gènes codant des 

protéines de la réponse UPR tels que BiP et GRP94 ainsi que des protéines du programme de 

mort cellulaire, comme CHOP (C/EBP HOmologous Protein) (Han et al, 2013) dont un des 

gènes cibles code GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage inducible protein 34). 

4.3. Adaptation aux infections 

La voie eIF2α/ATF4 est activée aussi en cas d’infections virales via l’activation de la kinase 

PKR par la fixation d’ARNs doubles brins (Lemaire et al, 2008) (Figure 14). Lorsque la 

réplication virale augmente, la multiplication de l’ARN viral entraîne alors une monomérisation 

de PKR entraînant l’inhibition de son activité kinase. Ainsi il a été montré lors de l’infection par 

le VIH-1 que PKR est activée par de faibles quantités de l'ARN du Trans-activation response 

element (TAR). En culture cellulaire, la surexpression de PKR permet d’inhiber efficacement la 

réplication du VIH-1 (Adelson et al, 1999). Dans le cadre de l’infection au Virus Respiratoire 

Syncitial (RSV), PKR est activée par autophosphorylation, cependant la traduction est 

maintenue. Ceci est dû à la séquestration de PKR par la protéine N du virus qui l’empêche 

d’aller phosphoryler eIF2α favorisant ainsi la déphosphorylation d’eIF2α par la phosphatase 

PP2A (Groskreutz et al, 2010). De nombreuses études ont décrit le rôle clé joué par PKR dans la 

défense contre certains virus via l’interféron (Balachandran et al, 2000). Néanmoins, le rôle de 

PKR demeure limité dans la réponse antivirale de l’organisme lors d’une infection par certains 

virus tels que le Sindbis virus, le virus de l'encéphalite ou le virus de la grippe qui impliquent des 

voies antivirales alternatives. D’autres études montrent que lors de certaines infections virales, la 

voie eIF2α/ATF4 est activée via l’activation de la kinase PERK permettant ainsi la modulation 

de la pathogénicité et de la réplication virale (Egan et al, 2011a). 



Figure 15: Implication de GCN2, ATF4 et ASNS dans la mise en place d’une protection

cellulaire au sein d’un microenvironnement de stress tumoral. Les flèches bleues indiquent

une signalisation principalement en réponse à une carence nutritionnelle et les flèches vertes

indiquent une signalisation principalement induite par le stress hypoxique. Les voies communes

sont indiquées par des flèches noires. ATF4 a probablement des fonctions supplémentaires en

réponse à l'hypoxie qui ne sont pas représentées ici (extrait de Ye J. et al. 2010).
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4.4. Adaptation à d’autres stress 

L’activation de la voie eIF2α/ATF4 par GCN2 est également impliquée dans la réponse 

cellulaire contre les dommages causés par les irradiations aux UV. En effet, lors d’une 

irradiation de cellules de souris avec des UV, la phosphorylation d’eIF2α  par GCN2 est détectée 

(Lu et al, 2009). La phosphorylation d’eIF2α entraîne l’activation de NF-κb (Nuclear Factor κ b) 

et déclenche la transcription de gènes anti-apoptotiques dans le noyau.  

D’autre part, il a été montré que dans des conditions hypoxiques (microenvironnement au 

sein des tumeurs solides), PERK et GCN2 sont activées et conduisent à la phosphorylation 

d’eIF2α (Liu et al, 2010). Non seulement GCN2 évite aux cellules mises en conditions de 

cultures hypoxiques d’entrer en apoptose, mais elle leur permet également de mieux récupérer du 

stress une fois les cellules remises en condition de culture normale L’hypoxie est un 

environnement retrouvé au sein des tumeurs solides, et GCN2 en collaboration avec PERK 

participent à la survie de ces cellules cancéreuses. Ces deux protéines pourraient donc constituer 

des cibles potentielles pour développer de nouveaux traitements anticancéreux. Néanmoins, in 

vivo, PERK a été aussi décrit activant la voie eIF2α/ATF4 et induire ainsi une mort cellulaire par 

apoptose suite à un stress hypoxique (Figure 15) (Zhao & Klionsky, 2011).  

5. Implication de la voie eIF2α/ATF4 en pathologie 

La voie eIF2α/ATF4 joue un rôle important dans l’homéostasie cellulaire. Par conséquent, 

la dérégulation de cette voie est impliquée dans un certain nombre de pathologies. La 

dérégulation de cette voie de signalisation peut être à l’origine de certaines pathologies, ou bien 

une conséquence à la mise en place du processus pathologique et dans ce dernier cas, elle peut 

servir de marqueur de la maladie. 

Étant donné que l’activation de cette voie via la kinase PERK est impliquée dans le 

développement des cellules β du pancréas, une altération de l’activité de PERK induit la mise en 

place du diabète (Laybutt et al, 2007). De récentes études ont aussi montré l’implication de la 

voie eIF2α/ATF4 dans la prolifération tumorale (lors d’une hypoxie et la diminution de la 

disponibilité en aliments) (Fels & Koumenis, 2006) et les maladies neurodégénératives (Sun et 

al, 2013). En effet, l’invalidation de la kinase PERK a été décrite comme étant impliquée dans 

certaines maladies neurodégéneratives telles que la maladie d’Alzheimer (Hoozemans et al, 

2009) et la maladie de Parkinson (Bouman et al, 2011). L’implication de cette voie s’étend à de 

nombreuse pathologies telles que la sclérose latérale amyotrophique (ALS) (Atkin et al, 2008), 
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les maladies à prion (Hetz & Glimcher, 2009), la stéatose hépatique (Malhi & Kaufman, 2011), 

et l’atrophie des muscles squelettiques (Ebert et al, 2010). 

Ces dernières années, le rôle de voie eIF2α/ATF4 activée via la kinase GCN2 a été bien 

caractérisé dans la survie, la prolifération cellulaire et la croissance tumorale (Ye et al, 2010). 

Néanmoins, son implication dans le processus autophagique reste peu décrite chez les 

mammifères. Des études ont montré récemment que l'inhibition de la kinase PERK réduit 

considérablement l'autophagie induite par le proto-oncogene c-Myc et la formation de tumeurs 

(Hart et al, 2012). D’autres études ont montré que l’activation de PERK amène celle du facteur 

Nrf2 qui à son tour contribue à la survie cellulaire face au stress oxydatif (Cullinan & Diehl, 

2004).  

Vu ses nombreuses implications dans diverses pathologies décrites ces dernières années, la 

voie eIF2α/ATF4 est devenue une cible thérapeutique putative très étudiée (Fullwood et al, 

2012). 

  



Figure 16: Les acides aminés naturels sont essentiellement des acides alpha

aminés. R représente une chaîne latérale spécifique à chaque acide aminé.

aliphatiques 

hydrophobes

aromatiques 

hydrophobes amidés

aromatique 

hydroxylés

hydrophiles 

hydroxylés soufrés dibasiques diacides

Glycine (Gly; G) Phénylalanine (Phe; Y) Asparagine (Asn; N) Tyrosine (Tyr; Y) Sérine (Ser; S) Cystéine (Cys; C) Lysine (Lys; K)

Asparate  (aussi appelé 

Acide Apartique Asp; D)

Alanine (Ala; A) Tryptophane (Trp; W) Glutamine (Gln; Q) Thréonine (Thr; T) Méthionine (Met; M) Arginine (Arg; R)

Glutamate (aissu appelé 

Acide Glutamique Glu; E)

Valine (Val; V) Histidine (His; H)

Leucine (Leu; L)

Isoleucine (Ile; I)

Proline (Pro; P)

COOH

H Cα R

NH2

Tableau 1: Classement des acides aminés par famille. Entre parenthèse sont indiqués les noms

abrégés des différents acides aminés.

Tableau 2: Classification des acides aminés chez l’Homme. Lors de certaines conditions

physiopathologiques, certains acides aminés non indispensables, synthétisés de novo par l’organisme,

deviennent indispensables et doivent être apportés par l ’alimentation : ce sont les acides aminés

conditionnels. (adapté de Young et al., 1994)

Acides aminés 

indispensables 
Acides aminés non indispensables                                                                                      

ff       

Isoleucine Arginine                                       (indispensable chez le jeune)

Leucine

Valine

Lysine

Méthionine

Thréonine

Alanine

Asparagine

Aspartate

Glutamate

Sérine

Phénylalanine

Tryptophane

Histidine

Glutamine

Glycine

Proline

Cystéine (à partir de méthionine)

Tyrosine (à partir de phénylalanine)

Acides aminés conditionnellement indispensables
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Chapitre II –Mécanismes d’adaptation à une carence en acides 

aminés et activation de la voie eIF2α/ATF4 

 
1. Généralités sur les acides aminés : 

1.1. Propriétés des acides aminés 

Les acides aminés sont des molécules organiques composées d'un squelette organique et de 

deux groupes fonctionnels : une amine (-NH2) et un acide carboxylique (-COOH) (Figure 16). Il 

existe dans la nature plusieurs centaines d'acides aminés, mais seulement 20 sont capables de se 

fixer sur les ARNs de transfert (ARNt) et de participer à la synthèse protéique : ce sont les acides 

α-aminés naturels. Ces acides aminés sont les maillons qui constituent les protéines. Ils 

possèdent également une fonction permettant de les classer selon huit "familles" (aliphatiques 

hydrophobes, aromatiques hydrophobes, amidés, aromatiques hydroxylés, hydrophiles 

hydroxylés, soufrés, dibasiques, diacides) (Tableau 1). Cependant plusieurs types de 

classements sont possibles puisque certains acides aminés peuvent entrer dans plusieurs 

catégories. Parmi ces acides aminés, tous ne peuvent pas être synthétisés par l’organisme. Ceux-

ci doivent alors être fournis par l'alimentation. Les recherches nutritionnelles basées sur des 

régimes qui permettent l’apport à l’organisme de ces substances sont dues à W.C.Rose (1937), 

qui a identifié en la thréonine le premier acide aminé essentiel (du latin essentia, être) c'est-à-dire 

indispensable. Depuis, neuf acides aminés indispensables  ont été caractérisés chez l'Homme 

(Young et al, 1994). Par ailleurs, chez l'Homme, dans certaines conditions physiologiques 

(grossesse, enfants en croissance) ou physiopathologiques (infections, post-opération, brûlures) 

certains acides aminés peuvent être synthétisés mais en quantité insuffisante pour couvrir 

l'ensemble des besoins (Barbul, 1986; Souba et al, 1985). On parle alors dans ce cas d'acides 

aminés conditionnellement indispensables (Tableau 2).  

1.2. Fonctions des acides aminés 

Les acides aminés sont principalement connus pour leur rôle majeur dans la synthèse 

protéique, ainsi que pour leur implication dans différentes voies métaboliques (Tableau 3). 

Ainsi, les acides aminés peuvent servir de substrat à la synthèse d'hormones, de 

neurotransmetteurs ou encore de molécules signales. Ainsi ils participent à la synthèse de 

neuromédiateurs (tryptophane � sérotonine) ou sont des neuromédiateurs naturels (glutamate). 



Tableau 3: Exemples de fonctions des acides aminés. (d’après Young et al., 1994)

FONCTIONS EXEMPLES

Régulateurs du turnover protéique Leucine, Arginine

Précurseurs de médiateurs Arginine (NO°)

Réactions de méthylation Méthionine

Neurotransmetteurs Tryptophane (sérotonine), Glutamate

Précurseurs de molécules biologiques Arginine (créatine), Glutamine (purines)

Transporteur d’azote Alanine, Glutamine

Pouvoir antioxydant Cystéine

Précurseurs d’acides aminés Méthionine (Cystéine)

Phénylalanine (Tyrosine)

Néoglucogénèse Alanine, Sérine, Glutamine

Figure 17: Principaux systèmes responsables du maintien de l’homéostasie des acides aminés et

des protéines chez l’homme. Le pool d’acides aminés libres dépend, (1) de l’apport de protéines

alimentaires et de la synthèse d’acides aminés de novo, (2) de la synthèse et dégradation des protéines,

et (3) de l’oxydation des acides aminés ou de leur utilisation pour la synthèse de molécules signal

(hormones, neuromédiateurs,…). Les taux de renouvellement et les flux d’acides aminés journaliers

pour un adulte sain d’environ 80 Kg sont indiqués entre parenthèse (d’après Cano N. et al, 2007).
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Certains sont des précurseurs d'hormones (tyrosine � catécholamines) ou de molécules signales 

(arginine � monoxyde d'azote radicalaire NO°) allant stimuler les défenses immunitaires ou 

encore aboutissant à une vasodilatation de l'endothélium vasculaire. Les besoins nutritionnels en 

acides aminés ont été bien étudiés dans différentes espèces et en particulier chez l’homme 

(Millward, 1994 ; Young, 1998).  

1.3. Homéostasie des acides aminés 

Contrairement aux autres nutriments comme les lipides ou les glucides, il n'existe pas 

d'organe de stockage pour les acides aminés. Au sein de l'organisme, le pool d'acides aminés 

libres est en équilibre dynamique entre les flux "entrants", augmentant ce pool, et les flux 

"sortant", le diminuant (Figure 17). Les entrées proviennent des apports alimentaires, de la 

dégradation des protéines et de la synthèse de novo. A l'inverse, les sorties sont le fait de la 

protéosynthèse, du catabolisme des acides aminés et de leur utilisation en tant que précurseurs. 

Lorsque l'un de ces mécanismes varie, l'organisme régule les autres flux afin de maintenir cet 

équilibre. La description de ce système illustre bien la notion d'acide aminé indispensable: si l'un 

de ces acides aminés vient à manquer dans l'alimentation, il sera fourni par la dégradation des 

protéines. Cette régulation se fait donc au détriment de certains organes, essentiellement 

l'intestin, le muscle et le foie, mais ne peut être permanente. 

1.4. Métabolisme des acides aminés 

Après un repas, en situation post-prandiale, une partie importante des acides aminés issus de 

la digestion des protéines alimentaires est captée par le foie, en particulier les acides aminés di-

carboxyliques et glucoformateurs. Une partie d'entre eux est alors utilisée pour la synthèse 

protéique hépatique tandis que le reste sera utilisé pour la néoglucogenèse et l'uréogenèse. La 

position centrale du foie dans l'organisme lui confère un rôle majeur dans l'utilisation de l'azote 

ingéré, en modulant quantitativement et qualitativement la redistribution post-prandiale des 

acides aminés vers les tissus périphériques.  

En revanche, les acides aminés à chaine ramifiée (leucine, isoleucine, valine) ainsi que la 

méthionine ne sont pas métabolisés par le foie. Ils vont donc passer dans la circulation 

périphérique où leur concentration peut être fortement augmentée en situation post-prandiale. 

C'est d'ailleurs pendant cette période que les acides aminés à chaine ramifiée et le glutamate sont 

captés par les muscles squelettiques et utilisés pour la synthèse protéique et la synthèse de 

glutamine.  
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1.5. Catabolisme des acides aminés 

Les acides aminés sont utilisés dans de très nombreuses voies métaboliques, aboutissant à 

l'accumulation de multiples produits de dégradation tels l'ammoniac. Celui-ci, toxique pour les 

cellules, est alors transporté jusqu'au foie par la glutamine (synthétisée à partir du glutamate) ou 

d'autres acides aminés tels l'alanine qui peuvent également participer à ce transfert. Arrivée dans 

le foie, la glutamine est à nouveau catabolisée en glutamate, libérant ainsi son ammoniac qui 

pourra alors être pris en charge par la machinerie enzymatique du cycle de l'urée. Le muscle peut 

également être catabolisé afin de libérer des acides aminés, et en particulier ceux à chaine 

ramifiée et le glutamate. Ainsi, au cours d'un jeûne prolongé ou d'un état cachectique, on observe 

un catabolisme important des protéines musculaires et une forte libération d'acides aminés 

comme l'alanine ou la glutamine qui sont les principaux substrats de la néoglucogenèse. 

Les acides aminés non indispensables peuvent être synthétisés dans les cellules à partir du 

glucose, du pyruvate, de l'oxaloacétate ou encore de l'α-cétoglutarate par des réactions de 

transamination. Chez l'Homme, deux acides aminés indispensables, la cystéine et la tyrosine, 

peuvent être synthétisés dans certaines circonstances en faible quantité à partir de la méthionine 

et de la phénylalanine, qui sont eux aussi des acides aminés indispensables. 

2. Acides aminés et régulation de l’expression des gènes  

2.1.  Régulation des gènes par les acides aminés 

Chez les mammifères, un certain nombre de travaux ont montré que les acides aminés sont 

capables de moduler de l'expression de certains gènes. Des résultats de puces à ADN ont montré 

que de nombreux gènes pouvaient répondre (positivement ou négativement) à une variation de la 

concentration en acides aminés. Ainsi, une puce Affymetrix de 11.000 gènes a été hybridée avec 

des ARNm de lymphomes humain (Peng et al, 2002). La grande majorité des gènes réprimés par 

la carence en leucine (80%) le sont également par la carence en glutamine. En revanche, 

seulement 40% des gènes réprimés par la glutamine le sont également par la leucine. Ce résultat 

illustre qu'il existe différents types de régulation qui ne sont pas partagés par tous les acides 

aminés. 

Différentes études ont aussi montré qu'une carence en un ou plusieurs acides aminés était 

capable d'augmenter la quantité de certains ARNm. Cette observation, décrite pour la première 

fois en 1981, concernait l'augmentation du nombre de transporteurs d'acides aminés SNAT2 
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(système A), conséquence selon l'hypothèse des auteurs d'une augmentation des transcrits suite à 

la carence. La première confirmation d'un tel mécanisme a été apportée dix ans plus tard par 

(Gazzola et al, 1981) qui ont pu démontrer que la transcription du gène Asparagine Synthase 

(ASNS) et la stabilité de son transcrit étaient augmentés lors d'une carence en acides aminés 

(Gong et al, 1991). En 1993, des études ont mis en évidence une régulation similaire pour le 

gène Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1 (IGFBP-1) (Straus et al, 1993), puis l'année 

suivante cette même équipe a identifié six nouveaux gènes surexprimés par la carence en acides 

aminés, dont le gène C/EBP HOmologous Protein (CHOP ou GADD153) (Marten et al, 1994). 

Depuis, CHOP et ASNS sont les gènes dont la régulation transcriptionnelle par la carence en 

acides aminés a été la plus étudiée. Récemment, une étude transcriptomique a mis en évidence 

les différents gènes dépendants de GCN2 ou non, régulés lors d’une carence en acides aminés 

(Deval et al, 2009). Cependant, la connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la 

régulation de l'expression des gènes reste limitée et révèle des spécificités en fonction de la 

nature des gènes, de leurs implications dans les processus physiologiques et du type de carence 

en acides aminés (carence totale ou en un seul acide aminé indispensable) (Palii et al, 2009). 

Cette régulation de l’expression peut s’effectuer à trois niveaux: (1) traductionnel, (2) 

stabilisation du messager et (3) transcriptionnel. La régulation de la traduction par les acides 

aminés est un phénomène relativement bien décrit. Par contre peu de données existent sur la 

régulation de la stabilité des ARNm par les acides aminés. Enfin, concernant la régulation de la 

transcription, de nombreuses études ont permis de caractériser les mécanismes impliqués. 

2.2. Voies de signalisation régulées par la carence en acides aminés 

En plus de leur rôle de substrats pour la synthèse protéique, les acides aminés sont des 

médiateurs ou « molécules signal » agissant sur des kinases intracellulaires impliquées dans les 

régulations de voies métaboliques dont la phase d’initiation de la traduction des ARNm 

(Jefferson & Kimball, 2003). Le rôle signal des acides aminés a été principalement étudié avec la 

leucine (acide aminé à chaîne ramifiée). La signalisation induite par les acides aminés fait 

intervenir 2 voies principales impliquant respectivement les kinases mTOR et GCN2. 

a) La voie m-TORC1 

� Présentation de la voie  

Chez les mammifères, mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), une enzyme de la 

famille des sérine/thréonine kinase a été bien décrite, et comme son nom l’indique est inhibée 

par la rapamycine. mTOR est capable de former des complexes avec d'autres protéines, 



Figure 18: Rôles physiologiques et organisation des complexes mTORC1 et mTORC2 chez les

mammifères. mTORC1 est impliqué dans la biogénèse des ribosomes, la transcription, l’activation

de la S6K, et inhibe 4EBP et l’autophagie. mTORC1 peut être inhibé par la rapamycine. mTORC2

intervient dans l’organisation de l’actine et l’activation de la voie Akt/PKB (d’après Wullschleger

et al., 2006).
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possédant des caractéristiques bien différentes: on parle du complexe mTORC1 quand mTOR 

s’associe avec raptor et du complexe mTORC2 quand elle s’associe à rictor (Figure 18). mTOR 

joue un rôle prédominant dans le contrôle de la croissance cellulaire en réponse à de multiples 

voies de signalisation, incluant l'insuline, les facteurs de croissance (comme l'IGF-1 et l'IGF-2), 

le statut énergétique et oxydoréducteur, ou encore la disponibilité des nutriments (Hung et al, 

2012).  

mTORC1 fonctionne comme l'intégrateur des signaux de disponibilité des nutriments, de 

l'énergie ou du potentiel redox et contrôle la synthèse protéique (Jewell & Guan, 2013). 

L'activité de ce complexe est stimulée par l'insuline, les facteurs de croissance, les acides aminés 

(en particulier la leucine) et le stress oxydatif (Kim et al, 2002 ; Roux et al, 2004; Sarbassov & 

Sabatini, 2005). L’activation de mTORC1 conduit à la phosphorylation de ses cibles S6K1 et 

4EBP-1, ce qui va induire la régulation de la synthèse protéique, de la transcription, de la 

biosynthèse des ribosomes et à une inhibition de l'autophagie (mécanisme détaillé dans le 

chapitre III) et de régulations transcriptionnelles spécifiques. Récemment, un modèle 

d’activation de mTORC1 au niveau lysosomal via une cascade de détection d'acides aminés 

comportant les RAG GTPases et les V-ATPases (Ragulator and vacuolar H(+)-ATPases) a été 

décrit (Jewell et al, 2013). D’autres études récentes ont mis en évidence le rôle de mTORC1 dans 

de divers processus cellulaires physiologiques et pathologiques via la régulation de l’expression 

de facteurs de transcription spécifiques, notamment STAT3, SREBPs, PPAR, HIF1α, YY1-

PGC1α et TFEB (Laplante & Sabatini, 2013). De par toutes ces caractéristiques, certains 

inhibiteurs de mTOR sont actuellement utilisés dans la prévention du rejet de greffe après 

transplantation. Des essais thérapeutiques sont également en cours pour évaluer leur efficacité 

dans le traitement de certains cancers (Sun, 2013). La plus part de ces études se reposent sur 

l’utilisation des inhibiteurs de mTORC1, plus spécifiquement l’administration de la rapamycine. 

De son côté, mTORC2 (mTOR Complex 2) est constitué de la protéine mTOR, de mLST8 

et de rictor. Ce complexe est insensible à l'insuline, et intervient dans la régulation de la 

polymérisation de l'actine, ce qui joue un rôle clé dans la mobilité cellulaire (Cybulski & Hall, 

2009). Ces dernières années, mTORC2 est devenue une cible d’étude suite à la découverte de 

son rôle clé dans la stabilité des protéines Akt et du coup son implication dans l’immunité 

(développement des lymphocytes B) et le développement tumoral (Lazorchak & Su, 2011; Wu et 

al, 2011). 



Figure 19: Régulation de la phosphorylation de 4EBP1 par mTORC1. L’activation de mTORC1 par les

facteurs de croissance ou la supplémentation en acides aminés, induit la phosphorylation du facteur 4EBP1.

Ceci provoque la levée de la séquestration de 4EBP1 par eIF4E et donc une stimulation de l’initiation de la

traduction (d’après Proud C.G., 2004).

A)

Figure 20: Régulation de la phosphorylation d’eIF4B et de la protéine ribosomale S6 par la voie

mTORC1/S6K1. (A) L’activation de mTORC1 par les facteurs de croissance ou la supplémentation en acides

aminés, induit son recrutement au niveau du complexe eIF3/S6K1. Cette activation provoque la

phosphorylation par mTOR de 4EBP1 mais également de S6K1 et sa libération de eIF3. (B) Elle va alors être

activée par la kinase PDK1. S6K1 va à son tour phosphoryler la protéine ribosomale S6 (au sein du 40S) mais

également eIF4B afin de stimuler l’activité hélicase de eIF4A (extrait de Holz M.K. et al., 2005).

B)
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� Rôle de 4EBP1 dans la régulation de la fixation du complexe 43S 

Au cours de la régulation de la traduction, la disponibilité d’eIF4E pour son partenaire 

eIF4G est un point essentiel. Les protéines 4EBP1, -2 et -3 (eIF4E Binding Protein 1, -2 et -3) 

peuvent se lier à eIF4E et sont capables d’inhiber la traduction en inhibant de manière 

compétitive l’association entre eIF4E et eIF4G (Gingras et al, 1999). C'est le niveau de 

phosphorylation des 4EBP qui contrôle leur association à eIF4E: le facteur 4EBP1 

hypophosphorylé interagit avec eIF4E, tandis que son hyperphosphorylation provoque sa 

dissociation d’eIF4E. Il a été montré que les acides aminés, et en particulier la leucine, étaient 

capables d'induire la phosphorylation de 4EBP1, et donc une stimulation de la synthèse protéique 

(Hara et al, 1998). L'utilisation de rapamycine provoque une diminution de la phosphorylation de 

4EBP1, ce qui démontre l'implication de mTOR dans ces modifications (Figure 19). 

� Régulation de l'expression de protéines ribosomales et de facteurs 

d'élongation 

L’initiation de la traduction de certains ARNm codant pour des protéines ribosomales et de 

certains facteurs d’élongation est sous le contrôle de la protéine S6, elle-même régulée par la 

protéine kinase p70 S6K (et tout particulièrement l'isoforme S6K1) (Figure 20). L’activité 

enzymatique de S6K1 est régulée principalement par son degré de phosphorylation. On ne 

compte pas moins de douze sites de phosphorylation sur la protéine. Parmi ces sites, la 

phosphorylation des sites Thr229, Ser371 et Thr389 serait primordiale pour conférer à S6K1 une 

activation maximale (Shah et al, 2000). Lorsque S6K1 est activée, la protéine ribosomale S6 est 

phosphorylée, ce qui induit son activation. La protéine S6 est impliquée dans la traduction des 

TOP mRNA (Tract Of Pyrimidine), ARNm codant entre autre pour des protéines ribosomales et 

des facteurs d'élongation (Jefferies et al, 1997). Différentes études ont montré que mTOR était 

responsable de la phosphorylation des thréonines 229 et 389 de S6K1 (Burnett et al, 1998; 

Dennis et al, 1996 ). Ainsi, via mTOR, la disponibilité en acides aminés peut réguler le niveau de 

traduction des TOP mRNA, capitaux pour la régulation globale de la synthèse protéique 

(Meyuhas, 2000). 

� Rôle de S6K1 dans la régulation du facteur d'élongation 2 

Il a récemment été mis en évidence que la kinase eEF2K régulant le facteur d'élongation de 

la traduction eEF2 est aussi une cible de S6K1 (Figure 21). eEF2 est le facteur chargé de 

déplacer le ribosome de trois nucléotides sur l'ARNm après l'ajout de chaque acide aminé dans la 

séquence protéique néo-synthétisée. L'activation de mTOR (par exemple par une 

supplémentation en acides aminés) provoque la phosphorylation d'eEF2K (Browne & Proud, 



Figure 21: Régulation du facteur d’élongation eEF2 par mTORC1. L’activation de mTORC1 par les

facteurs de croissance ou la supplémentation en acides aminés, induit la phosphorylation d’eEF2K. Cette

phosphorylation inhibe l’activité kinase de cette dernière et provoque une hypo-phosphorylation de son

substrat eEF2 et donc une stimulation de l’élongation (d’après Proud C.G., 2004).

Figure 22: Modèle des voies de détection de la disponibilité en acides aminés impliquant les voies de

signalisation mettant en jeux les kinases GCN2 et mTORC1 notamment lors d'une restriction

alimentaire (d’après Gallinetti J. et al, 2013).
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2004), ce qui entraîne son inhibition. eEF2 est alors activée et l'élongation est accélérée. A 

l'inverse, une carence en acides aminés inhibe mTOR et donc également S6K1. La kinase eEF2K 

n'étant pas phosphorylée, elle sera active et pourra phosphoryler le facteur d'élongation eEF2. 

eEF2 phosphorylé ne pouvant se fixer au ribosome (Carlberg et al, 1990), son activité est donc 

inhibée, réduisant la vitesse d'élongation ce qui permet à la cellule d'économiser les stocks 

d'acides aminés libres. 

b) La voie GCN2/ eIF2α/ ATF4 

Comme décrit précédemment chez les eucaryotes (voir chapitre I), la voie de signalisation 

impliquant la protéine kinase GCN2 (General Control Nonrepressed 2) a été bien décrite comme 

un système de détection des déficits en acides aminés (Deval et al, 2008; Kimball, 2001). Chez 

les mammifères comme chez la levure, la protéine kinase GCN2 est activée par l’accumulation 

d’ARN de transfert (ARNt) non chargés induite par une carence en acides aminés. Ainsi, lorsque 

GCN2 est lié à l’ARNt non chargés, le domaine kinase adjacent est activé par 

autophosphorylation et eIF2α est phosphorylé. GCN2 est impliquée à la fois dans la régulation 

de la traduction et de la transcription en réponse à une carence en acides aminés.  

Chez la levure, des études ont décrit une interaction croisée avec la cascade signalétique 

TOR et l’activation de GCN2. En effet, chez S. cerevisiae, la rapamycine active GCN2 même en 

l’absence d’ARNt non chargés. Contrairement à une carence en acides aminés, la rapamycine 

n’induit pas l’accumulation des ARNt non chargés pour activer GCN2. Cette activation passe par 

l’augmentation de l’affinité de GCN2 en déphosphorylant sa sérine 577 (Cherkasova & 

Hinnebusch, 2003). Cependant chez les mammifères, l’interaction entre les voies de signalisation 

impliquant la kinase GCN2 et celle impliquant mTOR reste encore à démontrer (Gallinetti et al, 

2013; Watanabe et al, 2007) (Figure 22).  

c) La voie Gα12/ JNK/ATF2 

Récemment, une autre voie de signalisation répondant à la carence en acides aminés a été 

décrite chez les mammifères (Chaveroux et al, 2009). Cette voie met en jeu un module MAPK 

(Mitogen Activated Protein Kinases) indépendant de GCN2 et de mTORC1, composé d’une 

cascade de kinases, MEKK1>MKK7>JNK2 (c-Jun NH2-terminal Kinase 2) contrôlant la 

phosphorylation d’ATF2 sur les résidus thréonine 69 et 71. Cette cascade de signalisation est 

régulée en amont par deux GTPases Cdc42 (Cell Division Cycle 42) et Rac1 (Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1) et par la protéine G membranaire Gα12. Cette voie de signalisation 
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Figure 23: Modèle de régulation de la transcription dépendante de l’AARE par la carence en acides

aminés chez les mammifères. La carence en acides aminés provoque une inhibition de la synthèse

protéique et l’accumulation d’ARNt libres au sein de la cellules. Cette dernière va induire la voie

mGCN2/ATF4 et entrainer la fixation d’ATF4 à l’AARE ce certains gènes spécifiques. En parallèle, cette

même carence va induire la voie de signalisation G12>Rac1+Cdc42>MEKK1>MKK7>JNK2 et induire la

double phosphorylation d’ATF2. Ces deux voies de signalisation vont permettre l’induction du gène ATF3

en réponse à la carence en acides aminés (d’après Chaveroux C. et al. 2009).
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pourrait participer à l’ouverture de la chromatine via le recrutement par P-ATF2 d’une histone 

acétyle transférase HAT et ainsi précocement participer avec ATF4 à l’induction des gènes 

comme celui de CHOP en réponse à une carence en acides aminés (Figure 23). 

3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de l’expression 

des gènes par la voie eIF2α/ ATF4 

L'augmentation du niveau d'expression d'un ARNm en réponse à une carence en acides 

aminés peut s'expliquer soit par l'augmentation de sa transcription, soit par l'augmentation de sa 

stabilité (demi-vie de l’ARNm). 

3.1. Mécanismes de stabilisation des ARNm 

Chez les mammifères, la régulation de la stabilité d’un ARNm nécessite la présence de 

séquences régulatrices et le recrutement de facteurs protéiques principalement au niveau des 

régions 3’ non-traduites (3’UTR : 3’ UnTranslated Region) de l’ARNm. En réponse à une 

carence en acides aminés, il a été mis en évidence que l'augmentation de la quantité d'ARNm des 

gènes p21 et p27 (cyclin-dependent kinase inhibitors, CdkIs) (Leung-Pineda et al, 2004), CAT-1 

(calcium transport protein 1), CHOP et ASNS impliquait la stabilité de leurs ARNm (Bruhat et al, 

1997b ; Gong et al, 1991 ; Yaman et al, 2002). 

� Exemple de la régulation de la stabilité du messager : CAT-1    

• Présentation de la protéine CAT-1 

CAT-1 est un transporteur d'acides aminés Na+-indépendant. Il transporte de manière pH-

indépendante la lysine, l'arginine et l'ornithine. En 1997, il a été montré que le niveau 

d'expression de la protéine CAT-1 ainsi que le transport de l'arginine sont induits par une carence 

en acides aminés (Hyatt et al, 1997). L'augmentation de l'expression de CAT-1 fait intervenir à la 

fois la régulation de sa traduction, de sa transcription et de la stabilité de son messager. 

• Régulation de la stabilité de son messager 

La stabilité de l'ARNm de CAT-1 est le premier mécanisme à avoir été mis en évidence 

dans la régulation son expression par la carence en un acide aminé (Aulak et al, 1999). La 

stabilité d'un ARNm dépend principalement de sa queue polyA et de sa région 3'UTR. Dans le 

cas de CAT-1, une séquence AU-Rich Element (ARE) particulière de 11 nucléotides a été 

identifiée dans la partie 3'UTR de son ARNm (Aulak et al, 1996). Cet ARE a été identifié 

comme responsable de la stabilisation de l'ARNm au cours d'une carence en acides aminés 

(Yaman et al, 2002), d'où son appellation de "Nutrient Sensor ARE" (NS-ARE). Yaman et al. 



Figure 24: Schéma général de l’initiation de la transcription chez les mammifères. L’initiation de la

transcription nécessite le recrutement séquentiel des facteurs généraux au niveau d’un motif particulier : la

TATA box. Les protéines impliquées dans ce processus sont TFIIA, B, D, E, F H et l’ARN polymérase II.

TBP : TATA box-Binding Protein.
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Figure 25: La séquence CARE est un élément de réponse aux acides aminés (AARE). La séquence

CARE (site C/EBP/ATF) a été cloné en une ou deux copies en amont d’un promoteur minimum TK et du

gène rapporteur luciférase. Ces constructions ont été transfectées transitoirement dans des cellules Hela qui

ont été cultivées dans un milieu contrôle (+LEU) ou carencé en leucine (-LEU) pendant 16H. La

cotransfection d’un plasmide pCMV β-gal a permis de normaliser les résultats (d’après Bruhat et al., 2000).
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ont aussi démontré que la protéine HuR avait la capacité de se fixer au NS-ARE durant des 

conditions de stress tels une irradiation aux UV ou une carence en acides aminés. Il a également 

été montré qu'au cours de la diminution de la concentration en acides aminés, la protéine HuR 

était transloquée dans le cytoplasme et qu’elle pourrait être responsable de l'augmentation de la 

stabilité de l'ARNm de CAT-1 au cours de ce stress. 

3.2. Mécanismes de régulation de la transcription  

Schématiquement, la transcription des gènes codant pour des protéines est catalysée par 

l'ARN polymérase II (pol II) et une série de facteurs généraux de transcription (TFIIA, B, D, E, F 

et H) (Figure 24). A la transcription basale, s’ajoute une régulation positive ou négative de la 

transcription, contrôlée par des activateurs et des répresseurs transcriptionnels. Ces derniers 

répondent à des stimuli externes, interagissent avec les acteurs de la machinerie 

transcriptionnelle, ainsi qu’avec des séquences spécifiques de la séquence promotrice des gènes. 

Les mécanismes mis en jeu permettent ainsi de réguler de manière très précise et spécifique la 

transcription de chaque gène, en fonction du tissu considéré et de son environnement. 

a) Une séquence d’ADN cis indispensable à la régulation transcriptionnelle lors 

d’une carence en acides aminés : l’AARE 

A la fin des années 1990, les mécanismes par lesquels une carence nutritionnelle en acide 

aminé conduit à la surexpression d’un gène (alors que le niveau général de la transcription est 

réduit) n’étaient que très peu connus et très peu étudiés. Des études menés sur les promoteurs des 

gènes CHOP et ASNS ont permis de mettre en évidence un élément de régulation indispensable à 

l’induction de ces gènes par la carence en acides aminés et qui a été appelée AARE (Amino Acid 

Response Element).  

� AARE de CHOP  

CHOP est le gène le plus inductible en réponse à une carence en acides aminés identifié 

(Marten et al, 1994). En utilisant la régulation de ce gène par une carence en leucine comme 

modèle, notre équipe avait identifié dans le promoteur de ce gène, un élément de réponse aux 

acides aminés (Bruhat et al, 2000; Bruhat et al, 1997a). 

Le clonage de la région promotrice de ce gène (900pb en amont du site d’initiation de la 

transcription) confère une inductibilité à un gène rapporteur comme la luciférase en réponse à 

une carence en n’importe quel acide aminé indispensable (Figure 25). Des expériences de 

délétion du promoteur de CHOP ont permis d’identifier une séquence de 33 nucléotides dont 



Figure 26: Identification de la séquence AARE de CHOP. La séquence AARE de CHOP présente des

similitudes avec la moitié de celle du palindrome C/EBPβ et l’autre moitié de la séquence variante du

consensus d’ATF4/CRE.
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L'ensemble de ces facteurs participe à l’induction des gènes cible de la carence en AA. (4) Enfin, les protéines
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l’absence inhibe la réponse à la carence en leucine. L’analyse de cette séquence à permis 

d’identifier un site mixte C/EBP-ATF ou CARE (5’-ATTGCATCA-3’) localisé entre -313 et -

295 du site d’initiation de la transcription. En effet, la moitié de cette séquence s’aligne 

parfaitement avec la moitié de celle du palindrome C/EBPβ  (3’-ATTGC-5’) et l’autre moitié 

correspond à une séquence variante de celle d’ATF/CRE (3’-ATCATC-5’) (Figure 26). Cette 

séquence CARE qui a été appelée aussi AARE est nécessaire et suffisante à la régulation de 

CHOP par une carence en un acide aminé indispensable et peut agir indépendamment de son 

orientation. Une mutation dans cette séquence suffit pour perdre l’induction d’un gène rapporteur 

en réponse à la carence en leucine (Bruhat et al, 2000) (Figure 27). 

� AARE d’ASNS 

Le laboratoire de M.S. Kilberg a aussi identifié une séquence similaire dans le promoteur 

d’ASNS (entre -68 et -60). Cette séquence fut alors désignée par l’acronyme NSRE-1 (Nutrient 

Sensing Response Element-1) (5’-GTTTCATCA-3’). Cet élément est impliqué dans l’induction 

d’ASNS par une carence en acides aminés indispensables mais aussi en glucose ou lors de stress 

du réticulum endoplasmique (Barbosa-Tessmann et al, 2000). Un second NSRE a été localisé 

dans ce même promoteur sous le nom de NSRE-2 (entre -48 et -43 : 5’-GTTACA-3’). La 

combinaison de ces deux éléments de réponse (NSRE-1+NSRE-2) fut nommée NSRU (Nutrient 

Sensing Response Unit) (Zhong et al, 2003). De la même manière que l’AARE de CHOP, le 

NSRU est capable de conférer à un gène rapporteur une inductibilité par la carence en leucine 

(Figure 28). De plus, outre la séquence du NSRU, la distance entre les deux NSRE joue 

également un rôle crucial dans la réponse à la carence en acides aminés. Cette distance 

correspond à 12 paires de base, soit un tour d’hélice d’ADN. Ce résultat suggère que 

l’agencement de ces deux éléments de réponse facilite l’interaction entre les facteurs de 

transcription et ces NSRE. 

� Séquence consensus 

Par la suite, des séquences fonctionnelles identiques ont été identifiées dans les promoteurs 

d’autres gènes régulés par les acides aminés : le transporteur d’acides aminés « Système A » 

(SNAT2) (Bain et al, 2002), la pseudokinase TRB3 (Tribble 3) (Carraro et al, 2010), ou encore 

le facteur de transcription ATF3 (Pan et al, 2007). Par ailleurs, une étude par mutagénèse dirigée 

contre les 9 bases de la séquence AARE de CHOP a permis de définir la séquence minimale 

(séquence core) nécessaire à sa régulation par les acides aminés (5’-R/CTTR/T-CRTCA-3’ avec R= 

G or A) (Bruhat et al, 2002). 
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Figure 28: Représentation schématique de la régulation du gène ASNS par les acides aminés. La

transcription d’ASNS croît entre 1 à 4H après la carence (phase 1). Puis la transcription diminue entre 4 et

24H suivant la carence, tout en restant forte par rapport aux conditions contrôles (phase 2). Les composants

non identifiés sont représentés en gris. (d’après Richards & Kilberg, 2006)
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Figure 30: Structure générale des facteurs de transcription de la famille b-ZIP.

Figure 29: Comparaison des séquences cis AARE impliquées dans la régulation de la transcription des

gènes TRB3, CHOP, SNAT2, ASNS et ATF3 par la carence en acides aminés. (avec R= G or A)
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L’ensemble de ces données ont permis d’établir un consensus de la séquence AARE bien 

conservé entre les différents gènes régulés par la carence en acides aminés (5’-R/TTTG/T-CATCA-

3’ avec R= G or A) (Figure 29). 

b) Facteurs de transcription interagissant avec la séquence AARE 

L’identification des éléments cis indispensable à la régulation transcriptionnelle lors d’une 

carence en acides aminés (AARE) décrits précédemment, suggère que les facteurs de 

transcription des deux familles ATF/CREB et C/EBP peuvent se fixer au niveau de cette 

séquence. Cependant, leur fixation à l’AARE de la séquence promotrice n’est pas toujours 

corrélée avec leurs implications dans la régulation de ces gènes lors de la carence en acides 

aminés. Ces deux familles de facteurs de transcription appartiennent à la superfamille b-ZIP qui 

possèdent un motif de type "basic-leucine zipper" dans leur région COOH-terminale. Ces facteurs 

sont actifs sous forme d'homo- ou d'hétéro-dimères avec d'autres facteurs de la même famille. 

Les dimères protéiques ainsi formés possèdent deux régions importantes. La première, située à la 

base du dimère, est constituée de deux hélices alpha se trouvant face à face et qui sont riches en 

leucine. C'est le domaine « Leucine-zipper », interagissant par des liaisons hydrophobes, qui est 

responsable de la dimérisation des protéines. La seconde région est riche en charges positives 

(domaine basique) et permet au dimère de se fixer sur les groupes phosphates de l'ADN. (Figure 

30). 

� Les facteurs de transcription ATF/CREB qui se fixent à l’AARE 

La famille ATF/CREB (Activating Transcription Factor/cAMP Responsive Element 

Binding protein) a été caractérisée dans la fin des années 1980 (Montminy & Bilezikjian, 1987). 

Les facteurs de transcription de cette famille se fixent à l'ADN sur un site consensus dont la 

séquence est 5'-TGACGT(C/A)(G/A)-3' (Deutsch et al, 1988; Lin & Green, 1988 ). On compte 

aujourd'hui environ une vingtaine de protéines identifiées faisant partie de cette famille de 

facteurs de transcription (Tableau 4). La forte hétérogénéité des protéines formant cette famille 

fait que les facteurs de transcription ATF/CREB interviennent dans de très nombreux processus, 

incluant la morphogenèse, la survie cellulaire, l'apoptose ou encore la réponse à de multiples 

stress (Persengiev & Green, 2003). Au sein de cette famille de facteurs de transcription, seuls 

ATF4 et ATF2 sont indispensables à la régulation dépendante de l’AARE de l’expression de 

CHOP en réponse à une carence en acides aminés (Averous et al, 2004). 



Sous-groupe Membres Variants d'épissage Noms alternatifs

CREB CREB ATF-47

CREM

ATF1 TREB36, TCRATF1, ATF43

CRE-BP1 CRE-BP1 CRE-BP1 ATF2, HB16, TREB7, TCR-ATF2

CRE-BP2 mXBP

CRE-BP3

ATFa ATFa ATF7

ATFa∆

ATFa3

ATFa0

CRE-BPa CRE-BPaα

CRE-BPaβ

CRE-BPaγ

CRE-BPaδ

ATF3 ATF3 ATF3 LRF-1, LRG-21, CRG-5, TI-241

ATF3∆Zip

JDP-2

Tableau 4: Tableau récapitulatif des facteurs de transcription appartenant à la famille

ATF/CREB. (d’après Hai et al., 1999)

JDP-2

ATF4 ATF4 ATF4 CREB2, TAXREB67, mATF4, C/ATF, mTR67

ATFx ATFx

ATF6 ATF6 ATF6

CREB-RP CREB-RP G13

B-ATP B-ATF

JDP1 JDP1
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ATF4: le « master » régulateur 

ATF4 est un facteur de transcription membre de la famille b-Zip, préférentiellement 

traduit lors de la phosphorylation d’eIF2α (mécanisme décrit dans le chapitre I). Son expression 

est contrôlée à la fois au niveau transcriptionnel et traductionnel et son activité fonctionnelle met 

en jeu des modifications post-traductionelles telles que la phosphorylation  (Ampofo et al, 2013).  

• Interaction avec d’autres facteurs:  

ATF4 est actif uniquement sous forme d’hétérodimère avec plusieurs partenaires comme les 

facteurs appartenant aux familles Jun, Fos et C/EBP (C/EBPβ et CHOP), les facteurs bZIP, 

NRF2, ATF3,et des protéines de la machinerie transcriptionnelle comme la sous-unité RPB3 de 

la RNA Polymérase II ou encore avec des kinases telles que la Zip-Kinase (Ameri & Harris, 

2008; De Angelis et al, 2003 ; Kawai et al, 1998 ). Cherasse et al. ont identifié une nouvelle 

protéine partenaire d'ATF4 impliquée dans la régulation de CHOP: la protéine PCAF qui est une 

protéine ubiquitaire de 90kDa, très fortement homologue à la protéine de levure GCN5. Elle 

possède par ailleurs un domaine histone acétyltransférase (HAT), capable de moduler la structure 

chromatinienne et de réguler l'expression de plusieurs gènes. Cette protéine est également 

connue pour interagir avec les facteurs P300 et CBP, eux-mêmes capables de former des 

complexes, respectivement avec ATF4 et ATF2. L’interaction de PCAF avec ATF4 pourrait 

ainsi participer à l’ouverture de la chromatine permettant l’activation de la transcription de 

CHOP lors d’une carence en acides aminés. 

• Rôle fonctionnel:  

Le facteur de transcription ATF4 a été décrit comme étant impliqué dans l’activation et la 

répression d’un grand nombre des gènes impliqués dans le métabolisme, le transport et 

l’hémostasie des acides aminés, l’homéostasie redox, la signalisation et la mort cellulaire (Ameri 

& Harris, 2007; Han et al, 2013). Ce facteur a un rôle majeur dans la réponse à une carence en 

acides aminés. En effet, les analyses de puces à ADN réalisées sur des cellules ATF4+/+ et -/- 

ont révélé que plus de 80% de gènes induits par ce stimulus sont dépendants de la présence de ce 

facteur (Jousse et al, 2007). L’activité transactivatrice d’ATF4 en réponse à la carence en acides 

aminés est associée à une forte hausse de sa traduction (mécanisme décrit en chapitre I) (Siu et 

al, 2002). Compte tenu de cette diversité de fonction, les cellules dépourvues d’ATF4 ont besoin 

d'un supplément d'acides aminés et sont également hypersensibles au stress oxydatif. Des 

travaux menés dans notre laboratoire dans des cellules invalidées pour l’expression d’ATF4 

(ATF4-/-) ont montré qu'environ 60% des gènes répondant à la carence en acides aminés sont 

dépendants de ce facteur de transcription, démontrant définitivement son importance dans ce 





 

35 
 

contexte (résultats non publiés). Récemment, la fixation du facteur de transcription ATF4 sur 

l’AARE de TRB3 dans le foie de souris nourries avec un régime carencé en leucine a été mise en 

évidence (Carraro et al, 2010). Néanmoins, les cofacteurs d’ATF4 ou les autres facteurs pouvant 

réguler l’expression de TRB3 dans le foie de souris, restent à déterminer. 

Le KO d’ATF4 a été réalisé chez la souris. Les souris ATF4 -/- présentent de sévères 

problèmes de viabilité, de développement, de formation de la masse osseuse, et de métabolisme 

(Sowa & Karsenty, 2007).D’autre part, en absence d’ATF4 les souris ont un métabolisme 

énergétique augmenté, elles sont maigres et hypoglycémiques indiquant que ATF4 joue un rôle 

important dans le métabolisme des lipides chez les mammifères. En outre, l’absence d’ATF4 

augmente la mise en place du diabète, de l'hyperlipidémie et de la stéatose hépatique (Chen et al, 

2012; Wang et al, 2013).  

ATF2 

• Structure et phosphorylation: 

ATF2 (ou CRE-BP1) est également un facteur de transcription appartenant à la superfamille 

des ATF/CREB. Il a été cloné à partir d’une banque d’ADNc de cerveau humain pour sa capacité 

à lier des éléments CRE, des séquences palindromiques de 8 paires de bases « TGACGTCA », 

éléments de réponse crucial dans les cascades moléculaires impliquant l’AMPc (Maekawa et al, 

1989; Nomura et al, 1993). Le gène codant pour ATF2 est localisé sur le chromosome humain 

2q32, et produit une protéine de 505 acides aminés (54KDa) (Bhoumik et al, 2005; Vlahopoulos 

et al, 2008). Son expression est ubiquiste avec une forte expression au niveau cérébral (Takeda et 

al, 1991). Il existe de nombreuses isoformes d’ATF2 issues d’épissages alternatifs ou de 

l’expression de promoteurs alternatifs. Plusieurs de ces isoformes partagent les mêmes domaines 

DNA binding ou de dimérisation, coté C-terminal, mais différent par le coté N-terminal 

(Georgopoulos et al, 1992; Kara et al, 1990). La forme issue d’un épissage alternatif d’ATF2 la 

plus décrite est ATF2-small (ATF2-sm). Ceci produit une protéine de 28 KDa, possédant une 

activité transactivatrice et régulant de nombreux gènes notamment au niveau des cellules du 

myomètre. En revanche, la fonction de ce variant d’ATF2 reste pas très bien connue (Bailey & 

Europe-Finner, 2005; Bailey et al, 2002). ATF2 est essentiellement régulée par des modifications 

post-traductionnelles. Ainsi en condition non stimulé, une interaction moléculaire entre le 

domaine bZIP et le domaine d’activation (acides aminés 1 à 112) inhibe l’activité 

transcriptionnelle d’ATF2. En revanche, lors de divers stress cellulaires, la phosphorylation des 

thréonines 69 et 71 (ATF2 humain) vont rompre cette interaction conférant à ATF2 une activité 

transcriptionnelle (Chaveroux et al, 2009; Li & Green, 1996).  
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• Interaction avec d’autres facteurs: 

Pour acquérir une activité maximale, ce facteur doit s’associer avec d’autres facteurs de la 

famille des ATF/CREB (comme ATF1, JDP2 ou CREB) ou de la famille des AP-1(c-Jun, Fos, 

Fra2). Le choix du partenaire liant ATF2 va conditionner son activité transcriptionnelle 

(Bhoumik et al, 2005). Dans le cadre de la régulation de la transcription de CHOP lors d’une 

carence en acides aminés, le rôle d’ATF2 et sa fixation ainsi que celle d’ATF4 sur la séquence 

promotrice de CHOP ont été étudiés (Averous et al, 2004 ; Bruhat et al, 2000 ; Chaveroux et al, 

2009). Il a été montré que (i) dans des cellules invalidées pour l’expression d’ATF2, l'induction 

de la transcription de CHOP par la carence en acides aminés est complètement perdue, (ii) ATF2 

se lie à l'AARE de CHOP dans les deux conditions basale et carencée en acides aminés, (iii) la 

phosphorylation d’ATF2 est nécessaire pour l'activation de la transcription AARE dépendante de 

CHOP. ATF2 peut aussi intéragir avec JDP2 (dimérisation des protéines jun 2) qui est une 

protéine bZIP et qui est décrite comme réprimant la transcription d’ATF2 via le recrutement 

d’une activité histone déacétylase (HDAC3) sur le promoteur des gènes cibles (Jin et al, 2002). 

Notre laboratoire a montré que JDP2 peut lier l’AARE de CHOP en condition basale, 

contribuant à une inhibition constitutive de ce gène. Lors d’une carence en acides aminés, cette 

liaison est rompue et JDP2 est libéré, levant ainsi la répression (Cherasse et al, 2008). Jin et al. 

ont démontré que JDP2 régule l’expression des gènes via le contrôle direct de la modification 

des histones et l'assemblage de la chromatine (Jin et al, 2006).  

• Rôle fonctionnel: 

Les souris Knock In (mutations ponctuelles sur un gène) pour les sites de phosphorylation 

d’ATF2 (Breitwieser et al, 2007) présentent une létalité embryonnaire causée par des défauts de 

développement cardiaque et hépatique. Ces phénotypes sont concordants avec ceux observés 

chez les animaux présentant une délétion du DBD d’ATF2, montrant l’importance cruciale de la 

phosphorylation de ces sites pour l’activité biologique d’ATF2 (Maekawa et al, 1999 ; Reimold 

et al, 1996).  

ATF2 est un facteur capable de recruter une activité HAT après stimulation. Le groupe de 

KK.Yokoyama a démontré une activité intrinsèque HAT d’ATF2. Cette activité est localisée au 

niveau du domaine riche en proline et nécessite la phosphorylation des résidus 69 et 71 en 

réponse aux UV (Kawasaki et al, 2000). D’autres groupes ont montré le recrutement de 

complexe HAT de type p300 HAT et TIP60 après stimulation. Ainsi, ATF2, via son domaine b-

ZIP, peut interagir directement avec p300 HAT. Cette interaction conduit à une acétylation 

d’ATF2 sur les lysines 357 et 374. Egalement, ATF2 interagit avec TIP60, une histone 

acétyltransférase. Après irradiation, l’association ATF2-TIP60 est moins forte. Il en résulte une 
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stabilisation de l’HAT ainsi qu’une hausse de son activité (Bhoumik et al, 2008 ; Karanam et al, 

2007). Le rôle d’ATF2 dans l'acétylation des histones H4 a été étendu à ATF3, un autre gène 

régulé par la disponibilité en acides aminés (Lee et al, 2010). Ainsi, ATF2 semble être impliqué 

dans le processus de modification de la structure de la chromatine pour améliorer la transcription 

de CHOP et d’ATF3 en réponse à une carence en acides aminés. 

� Facteur de transcription de la famille des C/EBP qui se fixe à l’AARE  

En plus des facteurs ATF/CREB, les facteurs de transcription de la famille C/EBP peuvent 

se fixer sur la séquence AARE au niveau des promoteurs des gènes régulés par la carence en 

acides aminés. Cependant, dans certains cas la fixation de ces facteurs au niveau de l’AARE 

n’implique pas un rôle régulateur de l’expression tel que c’est le cas pour la fixation du facteur 

C/EBPβ sur l’AARE de CHOP.  

Le facteur de transcription CHOP 

Le gène CHOP a été utilisé dans notre laboratoire comme modèle d’étude des gènes régulés 

par la carence en acides aminés. Néanmoins, il s’avère que CHOP est aussi un facteur de 

transcription, membre de la famille C/EBP (CCAAT / enhancer-binding protein) et qui peut 

potentiellement se fixer au niveau de la séquence AARE promotrice (Guerrini et al, 1993). 

L'expression du gène CHOP est fortement induite par divers stress cellulaire tels que le stress 

ER, les dommages de l'ADN (Cudna & Dickson, 2006), mais également par la carence en acides 

aminés (Averous et al, 2004). 

Interaction avec d’autres facteurs: 

Il est maintenant établi que dans les cellules carencées en acides aminés, un complexe 

ADN-protéines comprenant les séquences AARE, CHOP et un nombre de protéines régulatrices 

telles que ATF4, ATF2, et JDP2 est mis en place. Ces facteurs sont impliqués soit dans 

l'induction ou réprimer la transcription de gènes cibles en réponse à une carence en acides 

aminés (Figure 31). Il a été montré que la protéine CHOP est capable d'hétérodimériser avec les 

autres membres de sa famille (b-zip) (Bromati et al, 2011; Su & Kilberg, 2008 ). Toutefois, deux 

prolines étant substituées à deux résidus de la région basique impliquée dans la liaison à l'ADN, 

les homodimères CHOP/CHOP sont incapables de se fixer à l'ADN. De plus, les hétérodimères 

CHOP / C/EBP ne peuvent pas se fixer aux cibles classiques des facteurs de transcription C/EBP 

(Ron & Habener, 1992). CHOP a été ainsi souvent présenté comme un dominant négatif des 

C/EBP vis-à-vis de leurs cibles classiques. Néanmoins, les hétérodimères CHOP/C/EBP ont 
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aussi la capacité de se fixer sur des séquences spécifiques CHOP-RE et de réguler l'expression de 

certains gènes, alors que les hétérodimères CHOP/ATF4 régulent les gènes ayants dans leurs 

séquences promotrices des séquences AARE. CHOP peut former des hétérodimères avec les 

facteurs de transcription jun-d, c-jun ou encore c-fos, et peut réguler l'expression de gènes tels la 

Somatostatine, la Collagénase, Jun-d ou encore Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-

Inducing Ligand-receptor 2 (TRAIL2/DR5) (Ubeda et al, 1999; Yamaguchi & Wang, 2004). 

� Autres facteurs capables de se lier directement ou indirectement à l’AARE 

TRB3 (Tribble 3)  

TRB3 est une pseudokinase dont l’expression est fortement augmentée au cours d’une 

carence en acides amines. Cette régulation est strictement dépendante d’ATF4. Jousse et al. ont 

montré que la surexpression de TRB3 induisait un rétrocontrôle négatif sur l’expression des 

gènes dépendants de la voie eIF2α/ATF4 dont CHOP et ASNS lors d’une carence en acides 

aminés. Cette inhibition la transcription dépendante de l’AARE des gènes cibles, passe par 

l’interaction indirecte de TRB3 avec l’AARE via sa fixation sur la protéine ATF4 (Jousse et al, 

2007). 

ATF3  

ATF3 (Activating Factor 3) est un gène cible de la carence en acides aminés. Il peut 

également réguler la transcription dépendante de l’AARE d’autres gènes cibles. Ainsi, Pan et al. 

ont montré qu’une carence en acides aminés de 8 heures induisait la fixation d’ATF3 sur 

l’AARE de son propre gène (Pan et al, 2007). Ce facteur peut également lier l’AARE de SNAT2, 

ASNS ou CHOP. La fixation d’ATF3 sur les promoteurs de ces gènes réprime leurs expressions. 

Il apparaît clairement qu’ATF3, comme TRB3, participe à la mise en place d’une boucle de 

régulation négative de la transcription dépendante d’ATF4. 

  



Figure 32: Le rôle important de l’autophagie dans le maintien de l’homéostasie cellulaire.
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Figure 33: Les 3 formes majeures d’autophagie. (1) La macro-autophagie correspond à la séquestration

d’une portion de cytoplasme dans une vacuole à double membrane appelée autophagosome, qui va

fusionner avec les lysosomes pour donner un compartiment de dégradation, l’autophagolysosome. (2) La

micro-autophagie correspond à l’internalisation d’une portion de cytoplasme par invagination directe de la

membrane des lysosomes. (3) L’autophagie assurée par des protéines chaperonnes se caractérise par le

transport actif de protéines cytosoliques dans les lysosomes (d’après Bandhyopadhyay U. et al, 2007).

Figure 34: Schéma du processus autophagique. En réponse a différents stress cellulaires, les complexes

protéiques mTOR et Beclin1 induisent la formation d’une structure membranaire pré-autophagique (A). Les 2

systèmes de conjugaison Atg16L1/Atg5/Atg12 et LC3 permettent la formation du phagophore par élongation

de la membrane et séquestration d’éléments cytoplasmiques (B). La fermeture de la double membrane conduit

a un autophagosome (C) qui fusionne avec des lysosomes (D) et conduit a la dégradation de la membrane

interne et du contenu intra-vacuolaire (E) (d’après Glasser A.L. et al, 2009).
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Chapitre III – L’autophagie, un processus d’adaptation aux 

stress cellulaires 

 

1. Le processus autophagique 

Dans la biologie de la cellule, l’autophagie, ou autophagocytose, est un processus 

catabolique impliquant la dégradation des propres composants d'une cellule par la  machinerie 

lysosomale. C'est un processus finement régulé qui joue un rôle clé dans la croissance, le 

développement et l’homéostasie cellulaire via le  maintien  de la balance entre la synthèse, la 

dégradation et le recyclage des composants cellulaires (Figure 32). Ainsi, lors d’un stress tels 

qu’une carence nutritionnelle, la cellule met en place le processus autophagique, permettant aux 

fonctions essentielles d’être alimentées et à l’organisme de survivre. 

L’autophagie est un processus ubiquitaire dans les cellules eucaryotes qui correspond à la 

dégradation d’éléments cytoplasmiques tels que des organites (mitochondrie, peroxysome) ou 

des agrégats protéiques par les lysosomes. On distingue deux types d’autophagie : l’autophagie 

basale appelée aussi autophagie « de ménage » et l’autophagie induite pas un stress cellulaire. En 

effet, à un niveau basal, l’autophagie se produit dans toutes les cellules eucaryotes et permet un 

« contrôle qualité » du cytoplasme en permettant le renouvellement des protéines à longue durée 

de vie et de certains organites  d’où son rôle protecteur contre le vieillissement. En cas de stress 

cellulaire, ce processus est activé permettant ainsi l’adaptation de la cellule à des changements 

environnementaux ou développementaux. Trois formes majeures d’autophagie sont distinguées 

(Figure 33): (i) la macro-autophagie qui correspond à la dégradation d’une portion de 

cytoplasme contenue dans une vacuole à double membrane fusionnant avec les lysosomes, (ii) la 

micro-autophagie qui est l’incorporation directe de cytoplasme au sein des lysosomes par 

invagination de leur membrane, et enfin (iii) l’autophagie assurée par des protéines chaperonnes 

qui correspond à un transport actif de protéines anormales au travers de la membrane des 

lysosomes. Par la suite, le terme autophagie sera utilisé pour se référer uniquement à la macro-

autophagie. 

Le processus autophagique se décompose en trois étapes : (1) l’initiation et la formation de 

la membrane d’isolation, (2) l’élongation et enfin (3) la maturation ou terminaison de 

l’autophagosome par fusion avec le lysosome (Figure 34). Il est souvent classé comme un 



Figure 35: Différentes autophagies sélectives. (d’après Shpilka T . et al, 2012).

Tableau 5: Les différents Atg et protéines impliqués dans la formation de l’autophagosome

(d’après Mizushima U. et al, 2011).
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mécanisme cytoprotecteur favorisant la survie de la cellule en réponse aux stress du 

microenvironnement (Cecconi & Levine, 2008). Cependant, dans certains cas (développement 

embryonnaire, Cancer…), l’autophagie peut aussi conduire à la mort cellulaire par une 

dégradation excessive du contenu intra-cytoplasmique qui se distingue de l'apoptose par ses 

critères morphologiques et moléculaires (mort cellulaire programmée de type II, présentée 

ultérieurement). De nombreuses études décrivent un effet bénéfique et protecteur de l’autophagie 

vis-à-vis de la survenue ou de la progression de certaines pathologies telles que des maladies 

neurodégénératives, les infections par les agents pathogènes intracellulaires, le cancer 

(Mizushima & Klionsky, 2007). Cependant le processus autophagique peut, dans certaines 

situations, contribuer au développement d'une maladie (White, 2012). 

Jusqu’à récemment, la macro-autophagie était décrite comme un processus non spécifique 

de son substrat, dégradant différents constituants cytoplasmiques de façon aléatoire. Ceci a été 

appuyé par des observations en microscopie électronique montrant des autophagosomes 

renfermant des mitochondries, diverses petites vésicules, des ribosomes et autres constituants 

cellulaires. La macro-autophagie est maintenant davantage considérée comme un mécanisme de 

dégradation pouvant cibler les constituants à dégrader. On parle par exemple de mitophagie 

(ciblant les mitochondries), de peroxyphagie (ciblant les peroxysomes), de réticulophagie (pour 

le réticulum endoplasmique) (Beau et al, 2008 ; Gottlieb & Carreira, 2010) (Figure 35). 

2. Mécanismes moléculaires et gènes de l’autophagie 

Au niveau moléculaire, les processus d’autophagie impliquent des protéines et leurs gènes 

appelés ATG (autophagy related gene). A l’heure actuelle, 31 gènes de la famille des ATG ont 

été identifiés chez la levure. Tous ces gènes se sont révélés être très conservés au cours de 

l’évolution dans leur séquence au sein des différentes espèces capables de mettre en place le 

processus autophagique (Tableau 5). Ces gènes sont a priori tous impliqués soit dans la 

régulation de l’autophagie, soit dans la formation des autophagosomes ou dans leur maturation 

(allongement, fermeture, fusion lysosomiale...) (Figure 36) (Shpilka et al, 2012). 

2.1. Initiation et formation de la membrane d’isolation 

La phase d’initiation du processus autophagique se caractérise par la formation dans le 

cytoplasme de la cellule d’une membrane d’isolation, également appelée phagophore, qui par la 

suite va entourer et enfermer les composants destinés à la dégradation. Cette étape est sous la 

dépendance du complexe hétéro-trimérique ULK1-Atg13-FIP200 en coopération avec la PI3 



Figure 36: Mécanisme général du processus autophagique. (1) L’initiation : en intégrant différents stimuli,

les complexes protéiques de régulation de l’autophagie, mTOR et Beclin-1 induisent la formation d’un

phagophore. (2) L’élongation : les 2 systèmes de conjugaison Atg16L1/Atg5/Atg12 et LC3 permettent

l’élongation du phagophore et la séquestration d’éléments cytoplasmiques (3) La maturation : la fermeture del’élongation du phagophore et la séquestration d’éléments cytoplasmiques (3) La maturation : la fermeture de

la double membrane conduit à la formation d’un autophagosome qui fusionne avec les lysosomes et ceci

conduit à la dégradation du contenu intravacuolaire. (d’après Wirawan E. et al, 2011).

Figure 37: Origines de la membrane des autophagosomes. Les autophagosomes se formeraient à partir de

différents compartiments membranaires de la cellule, soit par un transfert direct de matériel membranaire ou

soit par une synthèse de novo ou un transport de lipides. Les origines les mieux documentées à ce jour sont :

les omegasomes à la surface du RE, la mitochondrie et la membrane plasmique (d’après Cuervo M . et al,

2010).



 

41 
 

kinase de classe III Vps34 et la protéine adaptatrice Beclin-1. L’induction va débuter lorsque 

ULK1 et ULK2 (Unc-51-like kinase) (équivalents d’Atg1 chez la levure) vont phosphoryler 

Atg13 et FIP200 dans le complexe ULK-Atg13-FIP200. Une nouvelle protéine nommée Atg101 

pourrait également être nécessaire à l’initiation de l’autophagie chez les mammifères (Mercer et 

al, 2009). 

Deux hypothèses majeures non exclusives sont avancées concernant l’origine de la 

membrane d’isolation (Kraft & Martens, 2012). La première est une synthèse de novo ou un 

transport de lipides au sein de la cellule afin de former la membrane d’isolation (Ravikumar et al, 

2010). La seconde hypothèse avancée pour expliquer l’origine de la membrane d’isolation est un 

transfert direct de matériel membranaire pouvant provenir de différents éléments de la cellule 

tels que le RE, le trans-Golgi, les endosomes et les mitochondries (Axe et al, 2008 ; Simonsen & 

Tooze, 2009) (Figure 37). Cependant, la part de chacun de ces organites dans l’apport de lipides 

pour la formation du phagophore reste controversée, et il y a vraisemblablement des variations 

selon les types cellulaires considérés ou les stimuli à l’origine de la formation de 

l’autophagosome (Luo et al, 2009 ; Rubinsztein et al, 2012). Deux études récentes basées sur 

l’analyse de l’ultrastructure par tomographie électronique ont montré une association étroite 

entre les membranes d’isolation en formation et le RE (Hayashi-Nishino et al, 2009 ; Yla-Anttila 

et al, 2009). En 2013, Hamasaki et al. ont montré que lors de conditions de carence, la protéine 

SNARE  associée au RE appelée syntaxine 17 (STX17) se lie à l’ATG14 qui est ainsi recrutée au 

niveau du site de contact ER-mitochondries (Hamasaki et al, 2013). Ces résultats apportent un 

nouvel éclairage sur la biogenèse des organites en démontrant que le site de contact ER-

mitochondries est important dans la formation de l’autophagosome (Bernard & Klionsky, 2013). 

2.2. Elongation 

L’expansion de la membrane d’isolation autour de la portion cytoplasmique renfermant les 

protéines et les organites à dégrader est contrôlée par deux systèmes ubiquitin-like. Le premier 

implique un hétéro-trimère Atg5-Atg12-Atg16L1 et le second implique la protéine LC3 

(Ohsumi, 2001) (Figure 38). 

a) Le système de conjugaison Atg5-Atg12-Atg16L1  

Ce premier complexe conduit à la conjugaison d’Atg5 avec Atg12 (Figure 39). Pour cela, 

Atg7 (enzyme E1-like) active le résidu glycine de la partie carboxy-terminale d’Atg12 en 

utilisant de l’ATP. La protéine est ensuite prise en charge par Atg10 (Enzyme E2-like) qui 



Figure 38: La machinerie autophagique et ses principaux acteurs. De nombreux acteurs participent aux

étapes de l’autophagie : initiation, élongation, maturation et fusion. (A) Les inducteurs de l’autophagie, tels

que la carence en nutriments, entrainent la dissociation de TORC1 et du complexe ULK1/2. (B) Ce dernier,

une fois activé, entraîne la phosphorylation de Ambra1 et stimule l’activité de Beclin-1, deux constituants du

complexe PI3K de classe III. Beclin-1 interagit avec des facteurs activateurs (bleu) et inhibiteurs (gris) qui

régulent la liaison de Beclin-1 à Vps34, l’unité catalytique du complexe PI3K. (C) En plus de ces deuxrégulent la liaison de Beclin-1 à Vps34, l’unité catalytique du complexe PI3K. (C) En plus de ces deux

complexes, la formation des autophagosomes à partir du phagophore requiert l’intervention de deux systèmes

de conjugaison « ubiquitine-like » impliquant les protéines Atg12 et LC3. La protéine LC3 est nécessaire au

transport et à la maturation des autophagosomes ainsi qu’à la sélection des substrats destinés à être dégradés

par l’autophagie. (D) Les autophagosomes complètement matures fusionnent avec les endosomes tardifs pour

former des amphisomes. Enfin, les autophagosomes ou les amphisomes fusionnent avec les lysosomes ce qui

aboutit à la formation d’autolysosomes. Ces derniers, grâce à leur activité d’hydrolyse, dégradent le matériel

séquestré qui est ensuite recyclé pour synthétiser de nouvelles molécules au sein de la cellule (d’après Levine

B. et al, 2010).

Figure 39: Formation du complexe ATG5-ATG12-ATG16L. Contrairement à d'autres protéines analogues

à l'ubiquitine, la protéine Atg12 possède une glycine en C-terminal, qui la protège de toute altération. Atg12

est conjugué au substrat Atg5 via l’action d’Atg7 (une protéine E1-like, et qui agit au niveau de la

conjugaison de LC3I au PE) et Atg10 (une protéine E2-like). Le conjugué Atg12-Atg5 forme un complexe

avec Atg16. L’auto-oligomérisation de Atg16 aboutit à un multimère du complexe Atg12-Atg5-Atg16.



 

42 
 

catalysera la création d’une liaison covalente entre Atg12 et Atg5 au niveau de sa lysine 130. La 

protéine de fusion ainsi générée recrute ensuite Atg16L pour former le complexe multimérique 

Atg12-Atg5-Atg16L qui intègre la membrane de la vésicule autophagique en formation 

(Mizushima et al, 2003).  

b) Le système de conjugaison LC3B 

 Parallèlement à la formation du premier complexe, la protéine Atg8/LC3B appelée aussi 

MAP1-LC3 (Microtibule Associated Light Chain 3) est modifiée par un second système 

ubiquitin-like (Kabeya et al, 2000). Initialement, LC3B est exprimée dans la cellule sous forme 

inactive de 18KDa. Une fois l’autophagie induite, LC3B est clivée par la cystéine protéase Atg4, 

conduisant à la formation d’une protéine LC3B-I de 16KDa. Ce processus de clivage met en jeu 

la protéine ATG7 qui va activer un résidu glycine en C-terminal de LC3B (Figure 40). Par la 

suite, LC3B-I est transférée à Atg3, une enzyme E2-like qui conjugue la protéine à un 

phosphatidyléthanolamine (Ichimura et al, 2000). La protéine ainsi lipidée, appelée LC3B-II est 

ensuite prise en charge par le complexe Atg12-Atg5-Atg16L et intégrée à l’autophagosome en 

formation ce qui va permettre son élongation et l’expansion de sa courbure. Deux autres 

protéines GABARAP (gamma-aminobutyric acid type A receptor associated-protein) et 

GATE16 (Golgi-Associated ATPase Enhancer of 16KDa) connue aussi sous le nom de 

GABARAPL2, sont prises en charge par la même voie que LC3B et sont aussi intégrées dans la 

membrane de l’autophagosome, mais le rôle précis qu’elles y jouent reste encore peu décrit 

(Shpilka et al, 2011; Sou et al, 2006 ). 

c) Les protéines cargo p62 et NBR1 

La protéine p62/sequestosome1 va permettre la reconnaissance et le transport de protéines et 

organites destinés à être dégrader. p62 se lie aux protéines ubiquitinylées via le domaine UBA 

d’une part (ubiquitin-associated) et à la protéine LC3B grâce à son domaine LIR (LC3-

interacting region) d’autre part, permettant ainsi l’internalisation du complexe p62-

agrégat/protéine ubiquitinylée et la dégradation de ce dernier (Pankiv et al, 2007). Son 

homologue NBR1 (neighbour of BRCA1 gene 1), se lie aussi à LC3B via un domaine LIR, 

néanmoins le rôle et la régulation de NBR1 demeurent moins étudiés que ceux de p62 (Johansen 

& Lamark, 2011). 

Toutes ces découvertes ont permis de remettre en cause l’aspécificité de la 

macroautophagie. En effet, pendant longtemps LC3B a été considérée comme une protéine 



Figure 40: Formation du système de conjugaison LC3. Suite au clivage du résidu d'arginine en C-terminal

de la protéine LC3I par la protéase à cystéine Atg4, LC3 est transmis à E1 (Atg7) et E2 (Atg3) et couplé à un

groupement PE donnant la forme LC3II lipidée. LC3II fonctionne comme une partie du composant de la

membrane de l’autophagosome. LC3II peut être recyclée suite au découplage du PE par ATG4.

Figure 41: p62, un récepteur des protéines ubiquitinylées. Les protéines poly-ubiquitinylées qui seront

dégradées interagissent avec le domaine UBA de la protéine p62. Le complexe ainsi formé sera séquestré

dans l’autophagosome grâce à la liaison entre le domaine LIR/LRS de p62 et LC3 (d’après Ichimura anddans l’autophagosome grâce à la liaison entre le domaine LIR/LRS de p62 et LC3 (d’après Ichimura and

Komatsu, 2010).

Figure 42: Différentes voies et acteurs impliqués dans la régulation du processus autophagique en

réponse aux stress cellulaires. (d’après Lorin S. et al, 2008).
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structurant l’autophagosome et permettant sa maturation. Par la suite, l’interaction entre LC3B et 

la protéine p62/SQSTM1 qui fixe les protéines et les agrégats ubiquitinylés a été mis en 

évidence, montrant que cette interaction permet le ciblage spécifique de ces substrats à dégrader 

(Pankiv et al, 2007) (Figure 41). 

2.3. Terminaison de l’autophagosome 

La dernière étape de l’autophagie conduit à la fermeture de la membrane pour donner un 

autophagosome, dont la taille est en général de 0,5 à 1,5 µm de diamètre (Mizushima et al, 

2002), qui fusionne alors séquentiellement avec les endosomes précoces, puis tardifs, pour 

donner une vacuole intermédiaire appelée amphisome, qui lui-même fusionne avec le lysosome 

pour former un autophagolysosome (Mizushima, 2007). Ces événements de fusion et de 

maturation font intervenir plusieurs acteurs. Des études ont montré que la bafilomycine A1, un 

inhibiteur des pompes H+ lysosomales, est un inhibiteur de fusion autophagosome/lysosome ce 

qui suggère qu’un pH acide puisse être nécessaire à la fusion (Mousavi et al, 2001). Des 

protéines endosomales et lysosomales sont aussi nécessaires à la maturation de 

l’autophagosome ; c’est notamment le cas de LAMP1, LAMP2 (Lysosomal Associated 

Membrane Protein 1 et 2) ainsi que des GTPases Rab24 et Rab7 dont l’inhibition d’expression 

bloque la fusion autophagosome/lysosome (Munafo & Colombo, 2002 ; Zhang et al, 2009). Le 

complexe At6/Beclin1-hVps34 régule également cette dernière étape : associé à UVRAG, il 

favorise la maturation de l’autophagosome, alors qu’associé à UVRAG et Rubicon il l’inhibe 

(Zhong et al, 2009). 

3. Régulation du processus autophagique  

L’autophagie fait partie des processus physiologiques qui participent à l’homéostasie 

cellulaire (Ryter et al, 2013). De ce fait,  les voies de signalisation régulant l’autophagie sont 

intimement liées à celles contrôlant la croissance, la prolifération, la survie et la mort cellulaire. 

Afin d’assurer la survie de la cellule dans des conditions de stress environnementaux (une 

carence en acides aminés, des conditions d’hypoxie ou bien encore des dommages à l’ADN), 

l’autophagie va être activée. Afin d’intégrer cette grande variété de stress et ajuster finement 

l’intensité de la réponse autophagique, de nombreux détecteurs et intermédiaires moléculaires 

vont participer à la régulation de cette réponse (Boya et al, 2013) (Figure 42). 



Figure 43: Régulation de l’autophagie par la protéine kinase mTOR. (1) En présence de

nutriments, le complexe mTORC1 contenant la protéine kinase mTOR est associé au complexe

hétéro-trimérique ULK1, Atg13 et FIP200. mTOR phosphoryle ULK1 et Atg13, rendant ces

protéines inactives et le processus autophagique est réprimé. (2) Lors d’une carence en nutriments,

la protéine mTOR devient inactive et elle se dissocie de ULK1. La protéine kinase ULK1 peut

alors s’autophosphoryler et phosphoryler Atg13 et FIP200, ce qui permet une activation du

processus autophagique. (d’après Pescarmona G. et al, 2007).
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3.1. Régulation cytoplasmique : 

L'activation rapide de l'autophagie basale et est essentiellement médiée par des 

modifications post-traductionnelles des protéines par phosphorylation globale, acétylation, 

ubiquitinylation, oxydation, lipidation, clivage protéolytique et interactions protéine-protéine, 

(Pietrocola et al, 2013).  

a) Les complexes mTOR 

� Rôle de mTORC1: 

De nombreuses études ont montré l’implication de la voie mTOR (détaillée dans le Chapitre 

II) dans la régulation de l’autophagie. D’une part l’inhibition du complexe mTORC1 par la 

rapamycine augmente l’autophagie, d’autre part la stimulation du complexe mTORC1 diminue 

ce processus. Le complexe mTORC1 phosphoryle et inhibe des protéines qui sont essentielles  

au processus autophagique. mTORC1 inhibe directement des protéines comme ULK1 (unc-51-

like kinase 1), ATG13 (autophagy-related gene 13) en les phosphorylant, et indirectement la 

protéine FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa) qui n’est plus 

phosphorylée par ULK1 (Jung et al, 2010).  

Au niveau cellulaire, l’activité de mTORC1 est notamment régulée par la quantité de 

nutriments présents. Lorsque l’environnement est riche en nutriments, en particulier en acides 

aminés et en facteurs de croissance, mTORC1 est activé et empêche la formation du complexe 

ULK1/2-Atg13-FIP200 par phosphorylation d’ULK1/2 et Atg13 inhibant ainsi l’autophagie à 

l’étape d’initiation de la formation du phagophore (Figure 43). Seuls certains acides aminés sont 

impliqués dans l’inhibition de l’autophagie par l’intermédiaire de la voie mTORC1. L’alanine, la 

leucine, la glutamine et la phénylalanine semblent être de puissants inhibiteurs de l’autophagie 

(Naito et al, 2013). Des études ont montrées que les acides aminés, et en particulier la leucine, 

pourraient induire les PI3K de classe III mais également les PI3K associées à Beclin-1 sans 

affecter la liaison entre ces deux derniers, entrainant ainsi l’activation de mTORC1 (Meijer & 

Codogno, 2009 ; Suzuki & Inoki, 2011). A l’inverse, en cas de carence en acides aminés, mTOR 

est inactivé et le processus autophagique peut être induit. L’autophagie peut également être 

activée par la rapamycine, un inhibiteur connu de mTOR (Huang & Houghton, 2001 ; Laplante 

& Sabatini, 2013), indépendamment de la concentration en acides aminés.  



Figure 44: Régulation moléculaire de l’autophagie par l’AMP Kinase. A gauche : Lorsque le ratio

AMP/ATP est faible, l’AMPK est inactive et ne phosphoryle donc pas ULK1 sur ses sites activateurs. Mais le

complexe mTORC1 est actif et phosphoryle ULK1 sur la sérine 757 de manière à inhiber son activité. A droite

: Lorsque le niveau d’énergie est limité dans la cellule (caractérisé par une diminution de l’ATP), l’AMPK est

activée et inhibe le complexe mTORC1 après phosphorylation de TSC2 et Raptor. De plus, la phosphorylationactivée et inhibe le complexe mTORC1 après phosphorylation de TSC2 et Raptor. De plus, la phosphorylation

inhibitrice de la Sérine 757 est diminuée ce qui permet l’interaction entre ULK1 et l’AMPK. Cette dernière

entraîne deux phosphorylations activatrices sur les Sérines 317 et 777 de ULK1 permettant l’initiation de

l’autophagie (d’après Kim et al, 2011).

Figure 45: Régulation moléculaire de l’autophagie par les complexes Beclin-1. En condition de

répression du processus autophagique, Beclin-1 est associé à des protéines telles que Bcl-2 et Bcl-XL, qui

empêchent son association avec les PI3K de classe III. Lorsque l’autophagie est activée, Beclin-1 se dissocie

de Bcl-2 et/ou Bcl-XL et peut s’associer à la PI3K de classe III Vps34 et sa sous-unité régulatrice p150 afin

d’initier le processus autophagique. L’association des protéines Atg14L, Ambra1 ou UVRAG au complexe

Beclin1-Vps34-p150 favorise l’initiation de l’autophagie alors que l’association de la protéine Rubicon la

diminue.
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� Rôle de mTORC2 : 

Le complexe mTORC2, constitué de mTOR, Rictor (rapamycin-insensitive companion of 

mTOR), mLST8 et SIN1 (SAPK-interacting protein 1), a un rôle encore mal défini dans la 

régulation de l’autophagie. Son induction pourrait inhiber indirectement l’autophagie via 

l’activation de la voie Akt suivie de la phosphorylation inhibitrice de FoxO3, un facteur de 

transcription régulant l’expression des gènes pro-autophagiques comme LC3 et Bnip3 (Bcl-

2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 3) (Mammucari et al, 2007). Récemment il a été 

montré que l’inhibition simultanée des deux complexes mTORC1 et 2 induisait l’autophagie 

dans les cellules leucémiques (Sini et al, 2010; Vakana et al, 2010 ). 

b) Le complexe AMPK 

L’activité de l’adenosine monophosphate-protein kinase (AMPK) est sensible aux 

variations du rapport AMP/ATP cytosolique observées notamment en situation de stress 

métabolique, par exemple en cas de carence en glucose, lors d’une hypoxie, d’une ischémie ou 

d’un stress oxydatif (Inoki et al, 2012; Shaw, 2009 ). L’augmentation de ce ratio, due à une 

déplétion en ATP, active l’AMPK qui détecte donc les diminutions d’énergie. Une fois activée, 

la kinase AMPK régule positivement l’autophagie par le biais de la phosphorylation directe de 

ULK1 sur des sites activateurs (Egan et al, 2011b) mais également via l’inhibition de la voie 

mTOR de manière directe (Wong et al, 2013) ou indirecte par l’activation de TSC2 (Tuberous 

Sclerosis 2), une protéine suppresseur de tumeur, qui inhibe mTORC1 (Ng et al, 2011) (Figure 

44). L’AMPK régule également l’autophagie par le biais de l’activation de p27kip1 (He & 

Klionsky, 2009) et de la proline déhydrogénase (oxydase) (PRODH/POX) dans des conditions 

hypoxiques et de formation d’espèces réactives de l’oxygène (Liu & Phang, 2012).  

c) Le complexe Beclin-1 

La Beclin-1 (Bcl-2-homology (BH)-3 domain only) (Atg6 chez la Levure), joue un rôle clé 

dans la régulation de l’autophagie chez les mammifères. En effet, la Beclin-1 et son partenaire de 

liaison la phosphoinositide 3-kinase de classe III (PI3K), également nommée Vps34, sont 

nécessaires pour l'initiation de la formation de l’autophagosome. La Beclin-1 interagit avec 

différentes protéines, et selon la nature de ces dernières, elle régule positivement ou 

négativement l’initiation du processus autophagique (Figure 45). 

En effet, les facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia 2) 

inhibent l’autophagie en se fixant à la Beclin1. La protéine UVRAG (ultraviolet irradiation 
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resistance-associated gene) va également interagir avec la Beclin1 pour former un complexe 

excluant Atg14L et permettant l’interaction avec Bif-1 (Bax-interacting factor 1). Ceci va induire 

la déformation des membranes, et en s’associant avec les protéines Vps de classe C, le complexe 

UVRAG-class-C-Vps va permettre la fusion de l’autophagosome avec le lysosome (Liang et al, 

2008). En revanche, Rubicon (RUN domain and cysteine-rich domain containing, Beclin1-

interacting), une protéine découverte récemment, va former un complexe avec UVRAG et 

Beclin1 et ainsi inhiber la maturation de l’autophagosome et inhiber l’autophagie (Kang et al, 

2011). 

d) Le récepteur Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R)  

La réduction des niveaux intracellulaires de 1,4,5-triphosphate d'inositol (IP3) stimule 

l'autophagie, tandis que l'augmentation des niveaux d’IP3 inhibe l'autophagie induite par 

l'épuisement des nutriments. En effet, lors d’une carence en glucose, il y a sécrétion de 2 

hormones : glucagon et adrénaline qui vont se fixer sur des récepteurs péri-membranaires. 

L’adrénaline va activer la phospholipase C qui va permettre la libération de 2 molécules : IP3 et 

le di-glycéride, appelé aussi diacyl-glycérol (DAG). A son tour, l’IP3 va libérer du calcium 

contenu dans le réticulum endoplasmique (RE). Le récepteur IP3R est connu pour résider dans 

les membranes du RE ainsi que dans les sites de contact du RE avec les mitochondries. 

L’inhibition du IP3R déclenche l'autophagie du RE et des mitochondries, selon le même 

processus observé dans l'autophagie induite par la carence en nutriments. Ce processus met en 

jeu les protéines Bcl-2 et Bcl-XL (Lam et al, 2008; Sarkar & Rubinsztein, 2006 )). 

e) Rôle du cytosquelette 

Le cytosquelette joue un rôle important dans la régulation du processus autophagique (Aplin 

et al, 1992). En effet, la formation des autophagosomes requiert les microtubules dynamiques. 

Dans des conditions de carence nutritionnelle, les microtubules dynamiques recrutent 

spécifiquement les marqueurs de la formation des autophagosomes. De plus dans ces conditions, 

la tubuline est hyperacétylée, ce qui permet le recrutement sur le microtubule de la kinésine-1 et 

de JIP-1. Ce recrutement permet l'activation de la voie de signalisation JNK (Jun N-terminal 

Kinase) qui provoque la libération de Beclin-1 et de l'initiation de la formation de 

l'autophagosome. La kinésine-1 participe à la formation des autophagosomes en carence 

nutritionnelle tandis qu'en conditions basales, elle participe uniquement à leur mobilité (Geeraert 

et al, 2010). Les microtubules jouent aussi un rôle essentiel dans la maturation des vésicules 

autophagiques (Webb et al, 2004). La dynamique microtubulaire et les modifications post-
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traductionnelles de la tubuline jouent un rôle majeur dans la régulation de l'autophagie. Les 

microfilaments d’actine et de myosine VI jouent aussi un rôle important dans le processus 

autophagique. En effet, l’actine participe aux premières étapes de la formation de la membrane 

de l’autophagosome dépendantes du recrutement du Phosphatidylinositol 3-Phosphate 

(PtdIns3P) et sa fonction est étroitement régulée par les différents membres de la famille Rho 

(Aguilera et al, 2012). Contrairement à l’actine, la myosine VI intervient plus tardivement et elle 

est décrite comme étant impliquée dans la maturation de l’autophagosome et sa fusion avec le 

lysosome (Tumbarello et al, 2012). 

f) Autres mécanismes cytoplasmiques 

L’autophagie peut être régulée par de nombreux mécanismes cytosoliques. De récentes 

études ont montré que les concentrations d’Atg5 peuvent être contrôlées par les calpaïnes, 

cystéine protéases dépendantes du calcium: une réduction du Ca2+ cytosolique augmente la 

disponibilité d’Atg5 et la formation du complexe pro-autophagique Atg12/Atg5 (Xia et al, 

2010). 

3.2.  Régulation de l’expression des gènes de l’autophagie :  

La régulation de l’autophagie basale est régulée essentiellement via des modifications post-

traductionnelles des protéines par phosphorylation globale, acétylation, ubiquitinylation, 

oxydation, lipidation, clivage protéolytique et interactions protéine-protéine, mais aussi par des 

régulations transcriptionnelles des gènes de l’autophagie afin de permettre le renouvellement des 

protéines autophagiques qui ont une demie vie limitée. Cette régulation transcriptionnelle joue 

aussi un rôle clé lors de divers stress cellulaire afin de permettre le maintien du processus 

autophagique et la survie cellulaire (Pietrocola et al, 2013). 

a) JNK/c-Jun 

La phosphorylation accrue de c-Jun suite à l'activation de JNK par les céramides 

sphingolipides a été mise en évidence dans des lignées de cellules cancéreuses. Ce mécanisme a 

été décrit comme régulateur de Beclin-1 en augmentant son expression ((Scarlatti et al, 2004); 

(Li et al, 2009)), induisant ainsi la mort cellulaire autophagique en réponse aux céramides. 

L'activation de JNK aboutit à la régulation positive de l'expression de Beclin-1, ainsi que de 

l’expression de LC3 (Sun et al, 2011). 
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b) NF-κB 

Le facteur de transcription NF-kB, qui joue un rôle dans les processus physiologiques 

(l'inflammation, l'immunité) et pathologiques (le cancer) (Napetschnig & Wu, 2013), a 

également été impliqué dans la régulation de l'autophagie. Un site de fixation de NF-kB a été 

récemment identifié au niveau de la séquence promotrice du gène codant pour la Beclin-1 et qui 

est bien conservé chez la souris et l’Homme (Copetti et al, 2009). Les auteurs ont montré que 

p65/RelA, un membre de la famille NF-kB, régule l'expression de Beclin 1 et stimule 

l'autophagie dans plusieurs systèmes cellulaires. NF-kB joue deux rôles antagonistes dans la 

régulation du processus autophagique. En effet, son activation est impliquée dans l’induction de 

l’autophagie lors de la réponse au choc thermique (Nivon et al, 2009). Cependant, son inhibition 

en réponse à une carence en nutriments favorise l'autophagie TNF-dépendante (Djavaheri-

Mergny et al, 2006; Fabre et al, 2007). En outre, il a été aussi décrit  que l'activation de NF-kB 

empêche l'autophagie dans les macrophages par régulation négative de l'expression de ATG5 et 

Beclin-1 (Baldwin, 2012; Schlottmann et al, 2008). 

c) HIF-1 

L’hypoxie entraîne la mise en place du processus autophagique via l’activation de HIF-1 

(hypoxia-inducible factor-1) qui est un facteur de transcription qui régule la transcription de 

nombreux  gènes en réponse à l'hypoxie dont les gènes codant pour l’expression des protéines 

BNIP3 et BNIP3L (hypoxia-inducible BH3-only proteins) (Mellor & Harris, 2007 ; Song et al, 

2012). BNIP3 et BNIP3L jouent un rôle important dans l'induction de l'autophagie en perturbant 

l'interaction de Beclin-1 avec Bcl-2 via leur domaine BH3. HIF-1 pourrait également réguler 

l'expression de Beclin-1 et ATG5 et permettre la formation d’un complexe entre Beclin-1 et 

d’autres protéines, parmi lesquelles UVRAG et la PIP3 kinase Vps34, essentielle à l’activation 

de l’autophagie (Bellot et al, 2009). 

d) FOXO  

En réponse aux facteurs de croissance et à la stimulation par l'insuline, les protéines FOXO 

sont inhibées par phosphorylation par Akt. Lorsque Akt est réprimée, les protéines FOXO sont 

transloquées dans le noyau, se lient à l'ADN et transactivent leurs gènes cibles (Salih & Brunet, 

2008). Plusieurs études sur la dégradation des protéines au cours de l'atrophie musculaire 

montrent que le facteur de transcription FOXO3 peut réguler l’autophagie en induisant 

l'expression de nombreux gènes de l’autophagie, y compris Map1lc3, Atg12, Becn1, Atg4b, 



Figure 46: FOXO3 régule de manière coordonnée à la fois l'autophagie et le système ubiquitine-

protéasome (UPS) au cours de l'atrophie musculaire. L'activation de la voie de signalisation IGF/Akt

via PI3K durant l'atrophie induit la translocation de FOXO3 dans le noyau où il se lie directement aux

régions promotrices et régule la transcription des différents gènes cibles tels que MuRF1 et

MAFbx/atrogin1 et des gènes de l'autophagie. L'autophagie est également induite par la voie de

signalisation IGF/Akt via l'inhibition de mTOR. (extrait de Ravikumar, B. et al. 2010).
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Ulk1,  hVps34, Bnip3/Bnip3l, et Gabarapl1 (Mammucari et al, 2007 ; Zhao et al, 2007) (Figure 

46). FOXO3 peut se lier directement à la région du promoteur de certains de ces gènes tels que 

Map1lc3, Atg12, Gabarapl1 et Bnip3/Bnip3l. L'expression d'une forme constitutive de FOXO3 

induit l'autophagie dans le muscle squelettique de souris adulte (Mammucari et al, 2008). 

Récemment, il a été montré qu’un autre membre de la famille des protéines FOXO, FOXO1, 

régule l'expression de gènes clés de l’autophagie, hVps34, Atg12 et Gabarapl1 dans les 

hépatocytes de manière dépendante insulino- (Liu et al, 2009).  

e) p53 

p53 est un facteur de transcription clé impliqué dans la régulation de la mort cellulaire et de 

la survie, et du métabolisme (Beckerman & Prives, 2010). Lorsque p53 est activé par le stress 

cellulaire (principalement les dommages à l’ADN), p53 s'accumule dans le noyau de la cellule, 

où il transactive plusieurs gènes modulant l'autophagie, y compris Dram (damage-regulated 

autophagy modulator) et Tigar (TP53 induite par la glycolyse et le régulateur de l'apoptose) 

(Green & Kroemer, 2009). DRAM stimule l'accumulation des autophagosomes, en inhibant la 

fusion des autophagosomes avec les lysosomes et ainsi la formation des autophagolysosomes. 

(Crighton et al, 2006). Récemment, il a été montré que TIGAR peut moduler le niveau 

intracellulaire de ROS en réponse à la carence nutritionnelle ou au stress métabolique, et par 

conséquent inhiber l'autophagie et ceci indépendamment de mTOR (Bensaad et al, 2009). Dram 

et Tigar sont tous les deux transactivés par p53. Néanmoins, DRAM favorise l'autophagie alors 

que TIGAR l’inhibe (Tasdemir et al, 2008a). Récemment, il a été mis en évidence plusieurs 

isoformes de DRAM-1 (SV4 et SV5) qui régulent le processus autophagique suite à l’activation 

de p53 (Mah et al, 2012). 

f) Transcription Factor EB (TFEB) 

Ces dernières années, TFEB (transcription factor EB) a été décrit comme un facteur de 

transcription jouant un rôle important dans le contrôle de la biogenèse et de la fonction 

lysosomale. TFEB est un gène « Master » du réseau de coordination de la régulation de 

l’expression des gènes lysosomaux « CLEAR » (Coordinated Lysosomal Expression And 

Regulation) qui se lie à des sites cibles au niveau des séquences promotrices des gènes impliqués 

dans la biogenèse des lysosomes (Sardiello et al, 2009). Cependant, TFEB ne contrôle pas 

seulement l'expression de protéines lysosomales, il régule également le programme de 

transcription des gènes autophagiques au cours de la carence en nutriments (Settembre & 

Ballabio, 2011). La phosphorylation de TFEB est déterminante pour sa localisation cellulaire. 



Figure 47: Modèle de régulation du réseau autophagique/lysosomal par le facteur TFEB. Dans des

conditions riches en nutriments, TFEB est phosphorylé et retenu dans le cytoplasme. La carence en

nutriments inhibe la phosphorylation de TFEB via les kinases ERK2, mTOR et PKCβ et induit la

translocation TFEB du cytoplasme vers le noyau. Dans le noyau, TFEB actif se fixe sur des séquences

spécifiques et régule la transcription de gènes impliqués dans les différentes étapes du processus

autophagique. (d’après Settembre C. et al, 2011).
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Lorsqu’il est phosphorylé par la kinase ERK2 sur sa sérine 142 ou par mTORC1 sur ses sérines 

142 et 211 ou par PKCβ, TFEB est retenu dans le cytosol. La réduction de sa phosphorylation 

pendant une longue carence nutritionnelle déclenche sa translocation nucléaire où il va se fixer 

sur les séquences promotrices de gènes cibles activant ainsi leur transcription (Figure 47). Ce 

processus participe à l’activation de la biogénèse lysosomale et stimule l'autophagie. TFEB 

dispose d'un large éventail d'activités, car il contrôle l'activité des gènes impliqués dans 

différentes étapes de l'autophagie, y compris la formation autophagosome (Map1lc3, WIPI), la 

reconnaissance de la cible ubiquitinée destinée à la dégradation (SQSTM1/p62) et de la fusion 

autophagosome avec le compartiment lysosomal (Uvrag, Vps11, VPS18) (Settembre et al, 2013).  

g) Les miRNA 

Récemment, une régulation de l’autophagie par microARN a été décrite. Les 

microARNs, appelées aussi miRNA, sont de séquences d’ARN courtes qui jouent un rôle de 

régulateurs post-transcriptionnels capables d’extinction de l’expression d’un gène: leur 

appariement à une séquence complémentaire de l’ARN messager du gène cible conduit à la 

répression transcriptionnelle ou à la dégradation de cet ARNm. En effet, miR-30a cible l’ARNm 

de Beclin 1, régulant ainsi son expression (Zhu et al, 2009). Dans le cas de la maladie de Crohn, 

il a été montré grâce à l’utilisation des miRNA dirigés contre ATG16L1 et IRGM, qu’un défaut 

de l’autophagie est favorable à une persistance plus importante des bactéries AIEC dans les 

cellules épithéliales (Lapaquette et al, 2010). Depuis plusieurs miARN régulant l’autophagie en 

ciblant différents gènes de l’autophagie ont été mis en évidence (Comincini et al, 2013; Seca et 

al, 2013 ). 

h) Autres régulateurs de l’expression des Atg 

Dans les monocytes humains et les cellules de leucémie myéloïde, la vitamine D3 a été 

montrée comme étant capable d’induire l'autophagie par l’augmentation de la régulation de 

l’expression de Beclin-1 et ATG5 (Yuk et al, 2009).  

Dans les hépatocytes infectés par le virus de l’hépatite B, la protéine du VHB x a été décrite 

pour augmenter l'autophagie par la régulation positive de l'expression de Beclin 1 (Tang et al, 

2009). 



Figure 48: Vue d'ensemble des voies de stress qui induisent l'autophagie. Les mécanismes impliqués dans

l'induction de l'autophagie par: (A) l'hypoxie ou anoxie, (B) l'augmentation des dommages oxydatifs (espèces

réactives de l'oxygène, ROS), (C) Dommages à l’ADN ou stress métaboliques impliquant la protéine p53, et

(D) dysfonctionnement mitochondrial. (d’après Levine B. et al, 2010).
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4. Autophagie et adaptation aux différents stress cellulaires 

4.1. Les stress cellulaires activateurs et signalisation 

Une grande variété de stress cellulaires (carence en nutriments, absence de facteurs de 

croissance ou hypoxie) peut conduire à une activation de l’autophagie (Figure 48). L’intégration 

d’un grand nombre de ces signaux conduit généralement à l’inhibition de la kinase mTOR et 

donc à la levée de répression sur l’autophagie (Kroemer et al, 2010) mais aussi à l’activation de 

AMPK induisant ainsi la mise en place du processus autophagique (Levine & Ranganathan, 

2010).  

a) Carence en acides aminés 

La carence en nutriments constitue un stress activateur majeur du processus autophagique 

afin de dégrader les constituants cytoplasmiques et fournir ainsi les nutriments manquants à la 

cellule lui permettant de faire face à la condition de stress. Dans des conditions de carence en 

acides aminés, en particulier ceux à chaînes ramifiées comme la leucine, afin de maintenir son 

homéostasie, l’organisme privilégie la protéolyse. Le foie, l'intestin et le rein sont alors les 

principaux donneurs d'acides aminés au cours des premières heures de jeûne chez les 

mammifères. Dans le foie le premier mécanisme de protéolyse mis en place est l’autophagie 

(Krustev, 1976). Il a été montré qu’un jeûne de 48 heures pouvait induire une perte de poids du 

foie pouvant atteindre 40% chez le rat ou la souris. Dans des conditions extrêmes de carence en 

acides aminés, la macroautophagie peut atteindre des valeurs de 4-5 % de matériel intracellulaire 

dégradé par heure (Mortimore & Poso, 1988). La mise en place de ce processus résulte de 

l’activation de certaines voies de signalisation régulées par les variations de concentration en 

acides aminés. La plus étudiée reste la voie impliquant la protéine kinase mTOR (Alers et al, 

2012; Meijer, 2008 ), mais cela n’exclut pas l’importance d’autres voies de signalisation dans 

l’induction de l’autophagie suite à une carence en acides aminés telle que la voie eIF2α/ATF4 

(Ecker et al, 2010 ; Fougeray et al, 2012; Ye et al, 2010 ).  

b) Carence en glucose 

 La carence en glucose est aussi un stress activateur de l’autophagie via l’inhibition de 

mTORC1. Elle induit un déséquilibre de la balance énergétique de la cellule, le rapport 

ATP/AMP est réduit, ce qui active la kinase senseur AMPK. Cette kinase phosphoryle alors la 

protéine TSC2 ce qui conduit à l’inhibition de mTORC1 (Meley et al, 2006; Shaw et al, 2004 ). 

La protéine AMPK peut aussi agir directement sur mTORC1 en phosphorylant la protéine 
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Raptor et participer ainsi à l’inhibition de mTORC1 indépendamment de TSC2 (Gwinn et al, 

2008). En condition de concentration faible en glucose, l’enzyme Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), appartenant à la voie de la glycolyse, régule négativement la 

signalisation d’une autre protéine activatrice de mTORC1, la protéine Rheb (Lee et al, 2009a). 

Récemment des travaux ont montré une nouvelle voie de régulation de l’autophagie dépendante 

de la carence en glucose qui ne dépend pas du recrutement  du Phosphatidylinositol 3-Phosphate 

(PtdIns3P) ou du WIPI2 (Mammalian Atg18) au niveau de l’omegasome ou l’autophagosome en 

formation mais qui nécessite la phosphorylation non seulement d’ULK1 mais également 

d’ULK2 (McAlpine et al, 2013).  

c) Autres stress activateurs 

L’autophagie peut être induite en présence de divers stress cellulaires tels qu’une hypoxie, 

un stress oxydant, un stress du RE, ou bien encore des dommages à l’ADN. Deux cas de figures 

sont possibles lors de ces stress : soit le processus autophagique va permettre à  la cellule d’y 

faire face et de survivre,  soit  ce processus en coopération avec d’autres voies de mort cellulaire 

va engendrer la mort de la cellule. Parmi les protéines qui permettent de faire le lien entre stress 

et activation de l’autophagie, il y a la protéine REDD1 (Regulated in Development and DNA 

damage responses). Cette protéine est induite en réponse à une grande variété de stress (hypoxie, 

dommages à l’ADN, stress du RE ou bien encore la présence d’espèces oxygénées réactives), et 

active le complexe TSC1-TSC2, conduisant à l’inhibition de mTOR, et donc à l’activation du 

processus autophagique (Sofer et al, 2005 ; Whitney et al, 2009). La protéine REDD1 n’est pas 

la seule à intégrer ce type de signaux pour induire l’autophagie. Comme décrit précédemment, la 

protéine p53, dont le niveau augmente rapidement dans la cellule en réponse à de nombreux 

stress, en particulier les dommages à l’ADN, active la transcription de gènes cibles activant 

l’autophagie, tels que les gènes codant la protéine lysosomiale DRAM (Damage-Regulated 

Autophagy Modulator) ou la protéine Sestrin-2 (Crighton et al, 2006 ; Maiuri et al, 2009). 

Toutefois, la régulation de l’autophagie par p53 est à double sens tout comme celle régulée par 

STAT3 (Pietrocola et al, 2013). En effet, la forme cytoplasmique de la protéine p53 réprime 

l’autophagie en inhibant l’AMPK et en activant mTOR (Tasdemir et al, 2008b). 

4.2. Stress cellulaire inhibiteur : les facteurs de croissance 

Etant donné que les facteurs de croissance favorisent les processus cellulaires anaboliques, 

leur présence est principalement inhibitrice du flux autophagique. Cette régulation met en jeu 

principalement l’activation de PI3K de classe I, activées suite à la fixation de facteurs de 



Figure 49: Facteurs de transcription connus dans la littérature pour réguler l’expression de gènes

impliqués dans le processus autophagique en réponse aux différents stress cellulaires.
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Figure 50: Régulation de l’autophagie et de ses gènes lors du stress du RE. (a) Au niveau de la

membrane du réticulum endoplasmique, BCL-2 et BCL-XL sont associées à la modulation de

l'autophagie IP3R BECLIN-dépendante. (b) Beclin-1 est régulée négativement par le biais d'une

interaction avec BCL-2/BCL-XL à la membrane du RE. (c) Après le stress ER, IRE1α et JNK sont

activées, JNK peut alors phosphoryler BCL-2/BCL-XL, favorisant la formation d’autophagosomes en

libérant le complexe Beclin-1/PI3K active. (d) L'activation de PERK active l'autophagie via la régulation

positive de la transcription de ATG12, ATG5 et LC3. (e) Le complexe Beclin-1/PI3K initie la nucléation

de la membrane par la régulation en aval du complexe ATG12-ATG5 et de la conversion de LC3-II pour

former les autophagosomes. (f) régulation de l'autophagie par BNIP3 et la signalisation céramide (extrait

de Rodriguez D. et al. 2011).
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croissance sur leurs récepteurs transmembranaires. Pour exemple, suite à sa fixation sur son 

récepteur IGF-1R à activité tyrosine kinase, l’insuline active une PI3K de classe I, qui va 

produire du PIP3 à partir du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2). L’augmentation de la 

concentration à la membrane du PIP3 active la protéine kinase Akt, ce qui conduit à la 

phosphorylation et à l’inhibition de TSC2. La protéine TSC2 inhibée ne peut plus hydrolyser le 

GTP associé à la protéine Rheb en GDP. Or la protéine Rheb liée au GTP inhibe l’autophagie 

puisqu’elle active le complexe mTORC1 (Inoki et al, 2005 ; Scott et al, 1998 ; Wu et al, 2009).  

4.3. Régulation transcriptionnelle de gènes de l’autophagie  

Le maintien de l’autophagie lors d’un stress cellulaire implique l'exécution de programmes 

de transcription spécifiques qui induisent la régulation de l’expression des gènes de l’autophagie. 

Néanmoins, les études décrivant la régulation transcriptionnelle des gènes impliqués dans 

l’autophagie sont récentes et assez limitées (Pietrocola et al, 2013) (Figure 49). 

a)  Lors de l’activation de la voie eIF2α/ATF4  

En cas d’hypoxie qui caractérise les cellules tumorales, il a été montré que la voie 

PERK/eIF2α est activée conduisant ainsi à l’augmentation de l’expression de certaines protéines 

pro-autophagiques, telles que LC3 et Atg5, à travers l’action des facteurs de transcription ATF4 

et CHOP (Rouschop et al, 2010) (Figure 50). La même année, l’équipe de Harris a montré 

qu’une hypoxie sévère qui déclenche un stress du RE, induit  la régulation de l'autophagie via 

l’augmentation de la transcription de MAP1LC3B (LC3B). Cette régulation de la transcription de 

LC3 fait appel au facteur de transcription ATF4 qui se fixe sur sa séquence promotrice (Rzymski 

et al, 2010). 

ATF4 permet aussi la régulation de la transcription du gène codant pour la protéine ULK1 

qui s’est avéré jouer un rôle important dans le processus autophagique lors d’une hypoxie sévère 

en permettant aux cellules cancéreuses de survivre. L’inhibition de l’expression de ULK1 induit 

la mort cellulaire dépendante des caspases 3 et 7 (Pike et al, 2013). 

b) Lors de divers stress via différents facteurs de transcription 

Comme décrit précédemment (partie 3-2, page 43), la transcription des gènes impliqués 

dans le processus autophagique est régulée par divers facteurs selon le stress auquel la cellule est 

exposée (Pietrocola et al, 2013). Par exemple, il a été montré que (1) le facteur FOXO3 régule 

l’expression d’ATG4B, ATg12, ATG14, GABARAPL1, LC3B, Beclin-1 et Bnip3 en réponse à un 
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stress oxydatif ou une carence nutritionnelle (Sengupta et al, 2009). (2) Le facteur p53 régule 

l’expression de TIGAR et DRAM lors d’un stress oxydatif, de dommages à l’ADN ou d’un choc 

osmotique (Crighton et al, 2006; Eby et al, 2010). (3) Le facteur TFEB active la transcription de 

plusieurs gènes impliqués dans différentes étapes de l'autophagie tels que Map1lc3, WIPI, 

SQSTM1/p62, Uvrag, Vps11 et VPS18 (Settembre et al, 2013). (4) Le facteur HIF-1 régule 

l’expression de BNIP3 et BNIP3L lors d’une hypoxie. (Zhang et al, 2008). (5) E2F1 régule la 

transcription des gènes Map1lc3, Ulk1 et Dram en cas de dommages à l’ADN (Polager et al, 

2008). 

5. Autophagie et mort cellulaire 

Dans la littérature, plusieurs formes de mort cellulaire programmée ont été décrites en 

fonction des caractéristiques morphologiques des cellules. En 1973, Schweichel et Merker ont 

proposé une classification distinguant trois types de mort cellulaire : le type I correspond aux 

cellules présentant une morphologie apoptotique dont les débris sont éliminés par les lysosomes 

des cellules phagocytaires, le type II correspond aux cellules nécessitant l’action des lysosomes 

propres à la cellule et le type III englobe tous les autres types de mort dits non-lysosomals 

(Schweichel & Merker, 1973). Depuis cette proposition, l’existence de deux formes principales 

de mort cellulaire programmée soit l’apoptose (type I de la classification de Schweichel et 

Merker) et l’autophagie (type II de la classification de Schweichel et Merker) est généralement 

admise par la communauté scientifique qui reconnaît aussi l’existence d’intermédiaires entre ces 

deux formes extrêmes. 

5.1. L’apoptose  

a) Généralité 

L'apoptose ou mort cellulaire programmée, est le processus par lequel des cellules 

s'autodétruisent sous l'impulsion d'un signal. L’apoptose est une composante normale, 

génétiquement programmé qui permet le développement d'un organisme multicellulaire, et qui 

aboutit à la mort de cellules particulières, à certains endroits, à un moment précis ainsi qu’à 

l'élimination des cellules inutiles (Kerr et al, 1972). Il existe un équilibre étroit entre l'apoptose et 

la fabrication de nouvelles cellules ce qui permet d'éviter la prolifération cellulaire. Quand 

l'apoptose est altérée, d’une part les cellules qui présentent des dommages irréparables de l’ADN 

(télomères abimés) s’accumulent, et d’autre part, les cellules peuvent se multiplier de façon 

anarchique et être à l'origine de cancer (Sankari et al, 2012). L'apoptose est à différencier de la 



A

B

Figure 51: Voies de l’apoptose (A) extrinsèque indépendante des caspases et (B) intrinsèque

dépendante des caspases.
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nécrose, qui est une mort cellulaire non programmée accompagnée habituellement d’une réponse 

inflammatoire. 

b) Mécanismes de l’apoptose 

L’apoptose se caractérise au niveau cellulaire par une compaction de la chromatine et par 

l’invagination des membranes plasmiques. Des corps apoptotiques, qui correspondent à des 

fragmentations de la cellule, apparaissent et peuvent être phagocytés (Cohen, 1993; Fesus et al, 

1991 ). 

De nombreux facteurs interviennent dans l’induction de l’apoptose, mais tous aboutissent à 

une voie commune passant par la mitochondrie, la protéine Bcl-2 et la famille des caspases 

(Arends & Wyllie, 1991) (Figure 51). Les mécanismes génétiques et moléculaires de l’apoptose 

furent découverts à la fin des années 80 chez C. elegans. Il existe quatre étapes séquentielles 

dans l’apoptose : (1) l’engagement vers la mort cellulaire induit par des facteurs extra ou 

intracellulaires ; (2) la mort ou l’exécution de la cellule par activation de protéases 

intracellulaires appelées caspases (pour cystein-aspartic acid-specific proteases); (3) la 

phagocytose des corps apoptotiques par des macrophages; (4) la dégradation lysosomale des 

corps apoptotiques. 

Le facteur Fas (encore appelé APO-1 ou CD95) est une protéine de la membrane cellulaire 

appartenant à la famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor, 

TNF). Un ligand, appelé ligand de Fas, initie la mort cellulaire programmée en se fixant sur le 

récepteur Fas et déclenche une cascade de signalisation cellulaire représentée par l’activation 

séquentielle de procaspases en caspases actives (Lavrik & Krammer, 2012). Les caspases clivent 

deux enzymes de réparation de l’ADN (la poly-ADP-ribose polymérase [PARP] et l’ADN-

protéine kinase), et la fragmentation totale de la chromatine se produit. De plus, la protéine Bax 

induit la libération de cytochrome c mitochondrial dans le cytosol où il active des protéases 

apoptotiques supplémentaires. L’effet lésionnel de Bax sur la cellule est bloqué par la fixation de 

la protéine Bcl-2 sur Bax (Rupniewska & Bojarska-Junak, 2004).  

L’apoptose est impliquée dans de nombreuses maladies. Un excès d’apoptose peut 

provoquer des maladies neuro-dégénératives telles que la maladie de Parkinson (Olanow, 

2007) et la maladie d’Alzheimer (Dickson, 2004). Inversement un déficit d’apoptose peut induire 

des cancers (Tomek et al, 2012), des maladies auto immunes (Favaloro et al, 2012), et d’autres 

pathologies telles que des cardiopathies. 



Figure 52: Exemples d’interactions entre l’autophagie et l’apoptose. (1) Les protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL peuvent s’associer à la protéine Beclin-1 ce qui la dissocie des protéines

UVRAG, Vps34 et p150, au profit de son association en homodimère, conduisant à une inhibition de

l’autophagie. (2) Suite à l’activation de récepteur de morts, la caspase 8 est activée et clive Beclin-1. Le

produit de clivage de Beclin-1 ne peut plus activer l’autophagie et favorise l’apoptose d’origine

mitochondriale. (3) La protéine anti-apoptotique Bcl-XL en s’hétérodimérisant avec la protéine pro-

apoptotique Bax inhibe l’apoptose. Le clivage d’Atg5 par des calpaïnes génère une forme clivée d’Atg5

capable de se lier à Bcl-XL, déstabilisant ainsi les dimères Bcl-XL/Bax, et ce qui conduit donc à

l’initiation du processus d’apoptose intrinsèque.
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5.2. Interactions entre l’autophagie et l’apoptose  

De plus en plus d’études ont permis de mettre en évidence le lien fort entre l’autophagie et 

l’apoptose. La découverte de l’interaction de la protéine Beclin-1 avec la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 (Liang et al, 1998) a été le premier déclencheur. Bcl-2 se lie à Beclin-1, 

conduit à une déstabilisation du complexe Beclin1-Vps34, favorise l’association de Beclin-1 en 

homodimère, ce qui le rend inactif et inhibe ainsi l’autophagie (Noble et al, 2008; Pattingre et al, 

2005 ). La protéine Bcl-2, tout comme les protéines de la même famille telle que Bcl-B, en plus 

de son rôle inhibiteur sur l’apoptose, réduirait l’autophagie dans la cellule à un niveau 

compatible avec la survie de la cellule (Robert et al, 2012) (Figure 52). Par ailleurs, l’activation 

de la caspase 8 (suite à une activation de récepteurs de mort) induit le clivage de la protéine 

Beclin-1, qui ne peut alors plus jouer son rôle activateur de l’autophagie. De plus, le fragment C-

terminal de Beclin-1 (Beclin-1 C) généré par ce clivage favorise l’apoptose par la voie 

mitochondriale (Djavaheri-Mergny et al, 2010). 

On retrouve également au carrefour de la régulation entre apoptose et autophagie la protéine 

Atg5, qui est une protéine cruciale pour l’élongation du phagophore. En effet, un clivage d’Atg5 

dépendant de protéases de la famille des calpaïnes produit une forme tronquée d’Atg5 (24 kDa 

contre 33 kDa pour la forme native) (Yousefi et al, 2006). Celle-ci est alors relocalisée du 

cytoplasme vers la membrane mitochondriale, s’associe à la protéine anti-apoptotique Bcl-XL, 

avec pour conséquence une déstabilisation des hétéro-dimères Bcl-XL / Bax. La protéine pro-

apoptotique Bax libérée de Bcl-XL, pourrait s’associer en homo-dimère et activer la voie 

d’apoptose intrinsèque. La surexpression d’Atg5 rend plus sensibles des cellules tumorales à des 

molécules anticancéreuses (Leng et al, 2013). 

D’autres études ont montré que l’activation  de la caspase-3 clive et active Atg4D, une 

enzyme qui catalyse la délipidation de la GABARPL1. Cette augmentation de l'activation 

protéolytique d’Atg4D cible les mitochondries via un domaine putatif BH3 et renforce son 

activité cytotoxique (Betin & Lane, 2009a; Betin & Lane, 2009b ). 

Enfin, un autre point d’interaction entre l’autophagie et l’apoptose met en jeu la protéine 

DRAM, dont le gène est régulé par la protéine p53. Il a été montré que l’apoptose déclenchée par 

p53 dans des cellules d’ostéosarcomes Saos2 est dépendante d’une induction d’autophagie par 

DRAM, suggérant une interdépendance des deux voies dans certains contextes cellulaires 

(Crighton et al, 2006). 



Figure 53: Implications physiologiques et pathologiques de l’autophagie. (D’après Mehrpour M.

et al, 2012)
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5.3. L’autophagie : mort cellulaire programmée de type II  

Très tôt après la découverte de l’apoptose, il est apparu que la mort cellulaire pouvait mettre 

en jeu d’autres mécanismes. La mort autophagique, ou mort programmée de type II (par 

opposition à l’apoptose ou mort de type I), est caractérisée par une accumulation massive de 

vacuoles autophagiques, et dans ce cas précis, la mort cellulaire pourrait être la conséquence 

d’une destruction massive des constituants cellulaires due à un processus d’autophagie exacerbé. 

Cependant, l’autophagie peut aussi participer à l’activation ou à l’amplification des signaux de 

mort de type apoptotique ou nécrotique (Schwartz et al, 1993). L’un des mécanismes proposés 

pour expliquer la mort autophagique est la séquestration et la dégradation spécifique de facteurs 

vitaux de la cellule, comme cela a été montré pour la catalase, une enzyme anti-oxydante et par 

conséquent cytoprotectrice (Yu et al, 2006).  

Il existe à l’heure actuelle peu de données permettant de mettre en évidence le rôle de 

l’autophagie dans la mort cellulaire in vivo, et ce n’est que récemment, grâce à l’invalidation de 

gènes atg chez le nématode C. elegans, que ce rôle a pu être démontré. Dans cette étude, les 

auteurs ont montré qu’un niveau d’autophagie physiologique permet la survie optimale des 

individus carencés en nutriments, alors qu’un niveau insuffisant ou très élevé d’autophagie 

contribuerait à leur mort (Kourtis & Tavernarakis, 2009 ; Melendez & Levine, 2009). 

L'autophagie est également nécessaire pour la dégradation des composants appelés P-granules 

(granules germinales chez C. elegans) dans les cellules somatiques des embryons précoces et 

pour la distribution spécifique de P-granules de cellules germinales (Sato & Sato, 2013). La mort 

par macroautophagie joue un rôle crucial dans certains processus physiologiques, notamment 

lors de la morphogenèse des membres des vertébrés et leur embryogénèse (Yang et al, 2013). La 

mort par autophagie peut également être induite en réponse à divers stimuli inducteurs de la mort 

dans des contextes cellulaires variés et dans le cas de pathologies différentes (neurones, cellules 

cancéreuses, etc) (Shen & Codogno, 2011). 

6. Dérégulation de l’autophagie et pathologies  

L’équilibre du processus autophagique dans les cellules est fondamental (Choi et al, 2013). 

En effet, l’inhibition de l’autophagie basale permettant un « contrôle qualité » intracellulaire, 

mais aussi l’activation excessive de l’autophagie sont délétères et entrainent le développement 

notamment de pathologies neurodégénératives, cancéreuses ou inflammatoires (Jing & Lim, 

2012) (Figure 53). L’autophagie pourrait donc constituer une cible thérapeutique intéressante. 



Figure 54: Rôle de l’autophagie dans la suppression et la progression tumorale. (d’après Lorin

S. et al, 2008).
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6.1. Le cancer 

L’autophagie joue deux rôles antagonistes dans la régulation et la mise en place du 

processus tumoral. En effet, le dysfonctionnement de l’autophagie a été corrélé avec le 

développement du cancer. Par exemple, la délétion mono-allélique du gène Beclin-1 a été 

observée dans 40-75% des cancers du sein, ovarien, et de la prostate (Mathew et al, 2007; 

Morselli et al, 2009 ). Même s’il semble paradoxal qu’un mécanisme impliqué dans la survie 

cellulaire soit anti-tumoral (Figure 54), certaines fonctions «anti-tumorales» de l’autophagie ont 

été proposées, notamment la capacité de limiter l’instabilité génomique, la diminution du stress 

oxydant, de la nécrose intra-tumorale et de l’inflammation locale (Mathew & White, 2007; 

Morselli et al, 2009 ). 

a) Rôle anti-tumoral 

La tumorigenèse et l’autophagie sont deux phénomènes dont les voies de régulation sont 

très intriquées. La majorité des données montrent qu’il y a une forte corrélation entre les 

molécules impliquées dans la régulation de l’autophagie et la suppression tumorale. En effet, 

plusieurs gènes suppresseurs de tumeur tels que PTEN, TSC1, TSC2 et p53, interviennent dans 

l’inhibition de la voie mTOR et stimulent l’autophagie. Inversement, des oncogènes tels que les 

PI3K de classe I et Akt activant mTOR, et Bcl-2 inhibent l’autophagie (Levine & Kroemer, 

2008). L’un des premiers travaux qui a mis en évidence l’implication des gènes de l’autophagie 

dans la suppression tumorale a été réalisée en 1999. Il a été montré que, dans un pourcentage 

élevé de cancers humains du sein, des ovaires et de la prostate, l’expression du gène Beclin-1 est 

monoallélique et que l’expression de la protéine Beclin-1 est diminuée dans des tumeurs 

humaines du sein, des ovaires et du cerveau (Liang et al, 1999). De plus, l’haploinsuffisance du 

gène Beclin-1 favorise la tumorigenèse dans divers tissus de souris transgéniques (Qu et al, 

2003). La croissance tumorale peut être ainsi inhibée par une induction de l’autophagie (White, 

2012). 

b) Rôle pro-tumoral 

L’autophagie peut avoir aussi une fonction de survie pour les cellules tumorales. C’est le cas 

notamment pendant le stade précoce de la croissance de certaines tumeurs solides, lorsque 

l’insuffisance de la vascularisation des cellules tumorales limite l’apport en nutriments et en 

oxygène (Levine, 2007). Le mécanisme qui induit l’autophagie dans ces conditions n’est pas 
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connu mais pourrait faire intervenir l’activation de l’AMPK et de HIF-1 (Meijer & Codogno, 

2009). 

Certaines protéines impliquées dans l’autophagie semblent jouer également un rôle dans la 

tumorigénèse telles que la protéine p62. En effet, le niveau d’expression de l’ARNm de p62 et 

l’expression protéique de p62 sont augmentés dans des tumeurs pulmonaires et dans des cellules 

murines transformées avec une oncoprotéine (Moscat & Diaz-Meco, 2012). Néanmoins, p62 

pourrait également agir comme un suppresseur de tumeur en contrôlant la mort cellulaire et le 

cycle cellulaire (Nezis & Stenmark, 2012).  

L’autophagie pourrait donc, à la fois, inhiber l’initiation du processus cancéreux en 

éliminant les substrats protéiques oncogènes, les protéines mal conformées toxiques et les 

organites endommagés comme certaines mitochondries, et aussi favoriser la croissance d’un 

cancer déjà établi en recyclant les composants intracellulaires afin de fournir des substrats pour 

le métabolisme et le maintien des fonctions cellulaires, et ainsi améliorer la survie cellulaire 

(White, 2012). La mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques antitumorales ciblant 

l’autophagie est donc délicate car l’induction de ce processus peut stimuler la prolifération des 

cellules cancéreuses. 

6.2. Les maladies neurodégénératives 

L’autophagie a été décrite comme jouant une fonction protectrice au cours des neuropathies 

dégénératives (Son et al, 2012). En effet, des souris invalidées pour l’expression des gènes Atg5 

ou Atg7 spécifiquement dans les cellules neuronales, montrent une dégénérescence neuronale 

sévère, un déficit de la fonction motrice et accumulent des agrégats protéiques polyubiquitinés 

dans le cytoplasme ((Komatsu et al, 2006); (Hara et al, 2006)). Il a aussi été montré que 

l’autophagie intervient dans la protection des cellules neuronales, en complément du système 

ubiquitine-protéasome, en dégradant les agrégats protéiques cytosoliques constitués de protéines 

mutées retrouvées dans plusieurs maladies neurodégénératives, notamment la huntingtine mutée 

due à une expansion de polyglutamine dans la maladie de Huntington (Ravikumar & 

Rubinsztein, 2004), la protéine tau mutée dans la maladie d’Alzheimer (Kruger et al, 2012), et 

l’α-synucléine mutée dans la maladie de Parkinson (Lynch-Day et al, 2012). Dans certains cas, le 

processus d’autophagie peut être submergé à cause d’une accumulation trop importante de ces 

protéines mutées. Dans la maladie d’Alzheimer, des autophagosomes s’accumulent dans les 

neurones atteints suggérant que la fusion autophagosomes-lysosomes ne se fait plus et que 

l’autophagie n’est plus efficace (Meijer & Codogno, 2009).  
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L’autophagie peut donc être une cible thérapeutique très intéressante dans le traitement des 

maladies neurodégénératives. La stimulation de ce processus protecteur dans les neurones 

défectueux pourrait favoriser l’élimination des agrégats protéiques qui s’accumulent dans le 

cytoplasme. L’utilisation de la rapamycine, un inhibiteur de mTOR et donc un activateur de 

l’autophagie, et d’un analogue de la rapamycine, dans un modèle murin ou cellulaire de maladie 

de Huntington ou de maladie de Hutchinson-Gilford a permis de réduire l’accumulation 

d’agrégats protéiques insolubles et donc d’améliorer la survie des neurones en réduisant la 

dégénérescence de ces cellules (Wyttenbach et al, 2008). Toutes ces études montrent qu’une 

meilleure compréhension des mécanismes autophagiques afin de les moduler semble être une 

bonne cible thérapeutique des maladies neurodégénératives (Johnson et al, 2012). 

6.3.  Les maladies infectieuses et/ou inflammatoires et l’immunité 

a) Autophagie et infections 

La sur-expression ou l’inhibition de l’expression de gènes ATG ont montré l’importance de 

l’autophagie dans le contrôle de l’élimination d’agents infectieux, dont les virus. L’autophagie 

joue un rôle de défense innée en favorisant la dégradation de composants viraux, la lutte contre 

les infections bactériennes, parasitaires et virales. En effet, l’autophagie entraine la dégradation, 

via les lysosomes, des pathogènes intracellulaires séquestrés dans les autophagosomes (Dreux & 

Chisari, 2010). Ce phénomène, appelé xénophagie, a été observé dans des macrophages infectés 

par Mycobacterium tuberculosis, l’agent de la tuberculose (Gutierrez et al, 2004), dans des 

macrophages activés infectés par Toxoplasma gondii (Ling et al, 2006) ainsi que dans des 

fibroblastes embryonnaires murins ou les cellules neuronales infectées par l’Herpes Simplex 

Virus de type 1 ((Pei et al, 2011); (Yordy et al, 2012)). L’identification précise des mécanismes 

autophagiques dans la défense des cellules contre les agents infectieux est donc importante pour 

l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques au cours des maladies infectieuses. 

Cependant, certains pathogènes peuvent développer des mécanismes pour contourner 

l’autophagie, notamment, grâce à la production molécules qui vont masquer les sites d’adressage 

qui ne seront donc plus reconnus par l’ubiquitine et ne seront plus dirigés vers la voie de 

dégradation autophagique dépendante de p62 ou grâce à l’inhibition de l’étape d’initiation de 

l’autophagie (Joubert et al, 2011).  

Enfin, certains agents pathogènes peuvent mettre à profit l’autophagie en l’utilisant pour 

assurer leur prolifération. C’est le cas notamment du virus de l’hépatite C qui se sert des 
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protéines Beclin-1 et Atg7 pour initier sa réplication voire même pour assembler ses particules 

virales (Dreux & Chisari, 2011).  

b) Autophagie et immunité 

Le processus autophagique joue un rôle important dans la régulation de l’immunité innée et 

adaptative (Liu et al, 2013). Lors d’une infection, les cellules hôtes détectent des composants 

d’origine virale, bactérienne ou parasitaire appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 

Pattern) par l’intermédiaire de récepteurs de l’immunité innée connus sous le nom de PRR 

(Pattern Recognition Receptor). L’activation des PRR stimule l’autophagie puis l’élimination des 

agents pathogènes par xénophagie (Sumpter & Levine, 2011).  

L’autophagie joue un rôle important au cours de l’immunité adaptative. Elle induit la 

production de peptides antigéniques microbiens ou endogènes via les lysosomes et favorise leur 

prise en charge par les molécules du CMH de classe II (Romao et al, 2013). Il a été montré que 

l’inhibition, pharmacologique ou génétique, de l’autophagie réduit l’efficacité de la présentation 

antigénique par les molécules du CMH de classe II (Levine & Deretic, 2007. L’autophagie 

pourrait jouer un rôle clé dans les réponses immunes innée et acquise, dans le contrôle de 

l’infection mais aussi dans les maladies auto-immunes car elle régule la prise en charge de 

l’antigène et sa présentation. Ainsi, une inhibition ou une activité trop faible du processus 

autophagique pourrait diminuer la présentation antigénique ce qui limiterait l’activation de la 

réponse immune acquise et favoriserait l’apparition de maladies infectieuses {Zhou, 2012 

#2323). En revanche, une activité trop élevée de l’autophagie pourrait entraîner la présentation 

non appropriée de molécules endogènes qui seraient reconnues comme étrangères par le système 

immunitaire et prédisposerait aux maladies auto-immunes (Bhattacharya & Eissa, 2013).  

c) Autophagie et inflammation 

La machinerie autophagique joue un rôle majeur dans le contrôle de l’inflammation. 

L’autophagie intervient dans la régulation des réponses transcriptionnelles inflammatoires 

notamment via l’activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-κB (Mathew et al, 

2009). De plus, l’autophagie inhibe l’inflammasome NLRP3, un complexe multiprotéique qui 

active la caspase-1 qui peut être activé par les espèces réactives de l’oxygène (ERO) produites 

par les mitochondries endommagées. L’autophagie dégrade ces organites endommagés réduisant 

l’activation de l’inflammasome et inhibant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-1β et l’IL-18 (Zhou et al, 2011). Le processus autophagique peut aussi contrôler la 
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sécrétion de l’IL-1β en ciblant la pro-IL-1β et en la dégradant via les lysosomes (Harris, 2011). 

Ce processus permet également d’éviter le développement d’une réponse inflammatoire en 

éliminant les corps apoptotiques au cours de la mort cellulaire afin d’empêcher la nécrose et la 

production de signaux de danger (DAMPs) qui stimulent l’inflammation (Levine et al, 2011).  

Plusieurs études ont décrit un rôle double de l’autophagie dans l’établissement de 

l’inflammation dans le contexte de l’obésité. D’un coté, un défaut d’autophagie augmente et 

entretient le stress RE causé par l’excès d’alimentation, ce qui contribue au développement d’une 

insulino-résistance (Codogno & Meijer, 2010; Yang et al, 2010 ). De l’autre coté, il a été montré 

que, dans les adipocytes, l’induction d’un stress RE est suffisante à induire une dégradation de 

l’adiponectine, adipokine anti-inflammatoire, dépendante de l’autophagie (Zhou & Liu, 2010). 

Enfin, plusieurs gènes de susceptibilité aux maladies inflammatoires chroniques telle que la 

maladie de Crohn, ont été décrits comme étant en lien direct avec la voie de l’autophagie comme 

ATG16L1, IRGM (Immunity Related GTPase M) et NOD2 (Nucleotide-binding Oligomerization 

Domain 2) (Xavier et al, 2008). Les récentes études d’analyse du génome ont permis d’associer 2 

gènes, ATG16L1 et IRGM, codant pour des protéines directement impliquées dans l’autophagie 

comme gènes de susceptibilité à la maladie de Crohn (Nguyen et al, 2013). 
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CONCLUSION 

Chez les mammifères, l’autophagie est à la fois un processus basal qui permet le 

renouvellement des constituants cytosoliques afin d’éviter le vieillissement cellulaire, mais c’est 

aussi un mécanisme de survie qui permet à la cellule de faire face à divers situations de stress de 

courtes durées qui perturbent son homéostasie telles que l’hypoxie, les dommages à l’ADN et les 

carences nutritionnelles. Lorsque ces stress persistent et la cellule ne peut plus s’adapter, des 

processus de mort cellulaires tel que l’apoptose sont déclenchés.  

Lors d’une carence en acides aminés, l’un des mécanismes d’adaptation mis en route par 

l’organisme consiste à déclencher une protéolyse, notamment par autophagie afin de libérer des 

acides aminés à partir des protéines et permettre à la cellule de survivre lors de ces conditions. 

Plusieurs gènes sont impliqués dans le processus autophagique, appelés ATG (Autophagy 

Related Genes). Les mécanismes impliqués dans la régulation transcriptionnelle de ces gènes 

sont encore très mal connus et avaient fait l’objet de quelques études qui traitaient de la 

régulation du processus autophagique lors d’une hypoxie ou de dommages à l’ADN. Cependant 

les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation transcriptionnelle des gènes de 

l’autophagie lors d’une carence en acides aminés restent encore à élucider. 

Au niveau cellulaire, une carence en un acide aminé indispensable active en particulier la 

voie GCN2/eIF2α/ATF4, qui conduit à la fois à une inhibition de la synthèse protéique globale et 

à l’induction de la transcription de gènes cibles spécifiques. De ce fait, il apparait important 

d’étudier le rôle de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation des gènes impliqués dans le processus 

autophagique lors d’une carence de courte durée en acides aminés. 

Lors d’un stress cellulaire prolongé, la voie eIF2α/ATF4/CHOP est décrite comme étant 

impliquée dans la régulation de la mort cellulaire par apoptose et CHOP comme un acteur 

proapoptotique. D’autre part, quelques études ont mis en évidence l’interaction entre les 

processus autophagique et apoptotique. De ce fait, il semble important d’étudier le rôle 

séquentiel de la voie eIF2α/ATF4/CHOP dans la régulation de l’expression des gènes impliqués 

dans l’autophagie et l’apoptose lors d’une carence prolongée en acides aminés. 
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RESULTATS EXPERIMENTAUX 

 

Publication 1 

Rôle clé de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de 

l’expression des gènes impliqués dans l’autophagie en 

réponse à un stress cellulaire  
 

1. Introduction 

Le projet dans lequel s'inscrit mon travail de thèse vise à mieux comprendre, chez les 

mammifères, le rôle de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de la transcription des gènes de 

l’autophagie lors d’un stress cellulaire ; principalement une carence en acides aminés acides. 

Comme décrit dans la partie bibliographie, l’autophagie fait partie des processus physiologiques 

qui participent à l’homéostasie cellulaire et permet à la cellule de survivre dans des conditions de 

stress environnementaux (une carence en acides aminés, des conditions d’hypoxie ou bien encore 

des dommages à l’ADN). Afin d’intégrer cette grand variété de stress et ajuster finement 

l’intensité de la réponse autophagique, de nombreux senseurs et intermédiaires moléculaires vont 

participer à la régulation de la réponse autophagique. Néanmoins, l’étude de la régulation 

transcriptionnelle des gènes de l’autophagie lors des stress cellulaires reste assez limitée, et celle 

lors d’une carence en acides aminés quasi inexistante. Etant donnée que la voie eIF2α/ATF4 est 

parmi les voies majeures activées lors d’une carence en acides aminés, il semblait intéressant 

d’étudier le rôle qu’elle pourrait jouer dans la régulation de la transcription des gènes de 

l’autophagie lors d’une carence en acides aminés et plus généralement lors d’un autre stress 

activateur de cette même voie, tel que le stress du réticulum endoplasmique.  

2. Stratégie expérimentale 

Toutes les expériences ont été effectuées sur des fibroblastes embryonnaires de souris 

(MEFs). D’autres types cellulaires ont été testés (HepG2 et Hela) dans les quelles les mêmes 

résultats ont pu être observés. Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé le modèle de carence 

en un acide aminé indispensable, la leucine comme modèle d’étude. D’autres acides aminés 

indispensables (Méthionine et Lysine) ont été testés afin de confirmer les résultats observés lors 



 



 

65 
 

de cette carence, ainsi que d’autres stress cellulaires activant la même voie de signalisation tel 

que le stress du réticulum endoplasmique. Le gène p62 qui code pour une protéine qui joue un 

rôle clé dans le processus autophagique a été choisi comme gène modèle d’étude. Les résultats 

observés ont été confirmés dans la régulation de l’expression des différents gènes de 

l’autophagie au cours d'une carence en leucine.  

2.1. Les cellules en culture 

Afin de réaliser nos expériences, nous avons utilisé des cellules en culture. Des fibroblastes 

embryonnaires de souris (MEFs) obtenus à partir de souris invalidées pour certains gènes 

spécifiques (GCN2, ATF4, CHOP, PERK), ce qui nous a permis de caractériser le rôle de chacun 

de ces gènes dans notre modèle d'étude. Ces lignées cellulaires restent un modèle de choix pour 

caractériser le rôle de ces protéines dans notre étude. 

2.2. La carence en leucine 

La leucine a été choisie comme acide aminé carencé durant les expériences de culture 

cellulaire pour plusieurs raisons. Tout d'abord, condition primordiale, la leucine est un acide 

aminé indispensable chez les mammifères. Ensuite, son transport à travers la membrane 

plasmique est rapide grâce à un système passif spécifique (système L), permettant d'obtenir un 

équilibre de concentration rapide entre les milieux intra- et extra-cellulaires. Enfin, la leucine 

n'est pas métabolisée par les cellules utilisées dans nos expériences et est essentiellement utilisée 

pour la synthèse protéique. De ce fait, même un long temps de carence partielle (par exemple 16 

heures) ne va pas entraîner une diminution significative de la concentration en leucine dans le 

milieu contrôle de culture. De plus, les effets observés ne pourront être attribués à la 

modification d'une voie métabolique dans laquelle la leucine serait impliquée. D’autres acides 

aminés indispensables tels que la méthionine et la lysine ont été testés afin de confirmer les 

résultats observés lors d’une carence en leucine. 

2.3. p62  

p62 (Sequestosome 1, SQSTM1) est une protéine qui reconnait et lie les protéines 

ubiquitinées, déstinées à la dégradation. Elle est impliquée dans la signalisation cellulaire, le 

stress oxydatif et l'autophagie (Bjorkoy et al, 2006; Kirkin et al, 2009; Komatsu et al, 2010; 

Seibenhener et al, 2007). Elle a d'abord été identifié comme une protéine qui se lie au domaine 

SH2 de p56lck (Joung et al, 1996), puis comme protéine intéragissant avec PKCζ (Sanchez et al, 

1998). Les agrégats de protéines liées par p62 peuvent être dégradés par l’autophagosome 
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Figure 55: Technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Après avoir fixé les protéines

liées à l’ADN (1), celui-ci est soniqué en fragment d’environ 500pb (2). Les fragments sont ensuite
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((Bjorkoy et al, 2005); (Komatsu et al, 2007)). p62 se lie à la protéine de membrane 

autophagosomale LC3/Atg8, permettant ainsi l’internalisation du complexe p62-protéine 

ubiquitinée dans la lumière de l’autophagosome (Pankiv et al, 2007). La dégradation de 

l’autophagolysosme conduit à une diminution du niveau protéique de p62 au cours de 

l'autophagie, et à l'inverse, les inhibiteurs de l'autophagie stabilisent son niveau. La protéine p62 

et LC3 demeurent les marqueurs les plus utilisés pour étudier le processus autophagique dans la 

littérature.  

3. Principale technique utilisée: la ChIP (Immuno-Précipitation de la 

Chromatine) 

Une partie des résultats obtenus dans cet article l'ont été en utilisant la technique de ChIP 

(Figure 55). Au cours de cette technique, les complexes multiprotéiques au niveau de l'ADN 

sont fixées de façon covalente par l'utilisation de formaldéhyde, puis l'ADN est extrait et soniqué 

en fragments d'environ 500 paires de bases. Ces fragments d'ADN sont  alors incubés en 

présence d'anticorps dirigés contre les protéines que l'on veut étudier (ATF4, CHOP, CEBP/β) 

(Collas & Dahl, 2008). Les complexes immuns ainsi formés et après réversion du crosslink sont 

ensuite précipités. Les fragments d’ADN  obtenus sont par la suite purifiés. Enfin, l'analyse des 

fragments précipités se fait par PCR quantitative, dans notre cas avec un appareil CFX96
 
de Bio-

Rad. La quantité d'ADN précipité sera ainsi le reflet du taux de fixation de la protéine étudiée sur 

le fragment d'ADN analysé. Pour réaliser ces expériences, des fibroblastes embryonnaires de 

souris (MEFs) ont été mises en culture dans un milieu complet ou carencé en leucine pendant 6 

heures. 

4. Publication 

B’chir W, Maurin AC, Carraro V, Averous J, Jousse C, Muranishi Y, Parry L, Stepien G, 

Fafournoux P and Bruhat A. 

 “The eIF2α/ATF4 pathway is essential for stress-induced autophagy gene expression”. 

Nucleic Acids Res. 2013 Sep 1;41(16):7683-99. 
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ABSTRACT

In response to different environmental stresses,
eIF2a phosphorylation represses global translation
coincident with preferential translation of ATF4, a
master regulator controlling the transcription of key
genes essential for adaptative functions. Here, we
establish that the eIF2a/ATF4 pathway directs
an autophagy gene transcriptional program in
response to amino acid starvation or endoplasmic
reticulum stress. The eIF2a-kinases GCN2 and
PERK and the transcription factors ATF4 and CHOP
are also required to increase the transcription of a
set of genes implicated in the formation, elongation
and function of the autophagosome. We also identify
three classes of autophagy genes according to their
dependence on ATF4 and CHOP and the binding of
these factors to specific promoter cis elements.
Furthermore, different combinations of CHOP and
ATF4 bindings to target promoters allow the trigger
of a differential transcriptional response according to
the stress intensity. Overall, this study reveals a novel
regulatory role of the eIF2a–ATF4 pathway in the fine-
tuning of the autophagy gene transcription program
in response to stresses.

INTRODUCTION

Mammalian cells have evolved complex signaling
pathways that mediate the cellular response to stresses
including UV irradiation, hypoxia, endoplasmic reticulum
(ER) stress and deprivation of nutrients. These pathways
initiate a wide array of adaptative mechanisms and ultim-
ately, if necessary, programmed cell death (1,2). Reversible
phosphorylation on serine 51 of the a subunit of eukary-
otic translation initiation factor 2 (eIF2a) is a highly
conserved regulatory event activated in response to
diverse stresses (3). In mammals, four protein kinases

are known to couple distinct upstream stress signals to
eIF2a phosphorylation. Of these, PERK (PKR-like eu-
karyotic initiation factor 2a kinase) is activated by
misfolded proteins in the endoplasmic reticulum (ER
stress) (4) while GCN2 (general control nonderepressible
2) is activated by uncharged tRNAs (5–7) and allows cells
to adapt to amino acid starvation. The phosphorylation of
eIF2a decreases translation of most mRNAs by inhibiting
delivery of the initiator Met-tRNAi to the initiation
complex. However, it also favors increased translation of
a selected number of mRNAs containing short upstream
open reading frames (8). One of the proteins for which
translation is increased is activating transcription factor
4 (ATF4), a member of the ATF subfamily of the basic
leucine zipper (bZIP) transcription factor superfamily (9).
ATF4 is a master regulator that plays a crucial role in the
adaptation to stresses by regulating the transcription of
many genes (3,10–12).
ATF4 triggers increased transcription by binding to

C/EBP-ATF Response Element (CARE) sequences of a
subset of specific target genes (13–15). In the context of
amino acid starvation, the CAREs called Amino Acid
Response Elements (AARE) have a 9 bp core element,
but the sequences can differ by one or two nucleotides
between genes (16,17). Besides ATF4, several other bZIP
transcription factors are bound to the AARE sequences,
including CCAAT/enhancer binding protein b (C/EBPb),
activating transcription factor 2 (ATF2), activating tran-
scription factor 3 (ATF3) and C/EBP-homologous protein
(CHOP) (18). In particular, all of the known AARE sites
bind ATF4 whereas the binding activity and the role of the
other bZIP proteins appear to vary according to the
AARE sequence and chromatin structure. Therefore, a
highly coordinated time-dependent program of interaction
between ATF4 and a precise set of bZIP family members
and coactivators lead to transcriptional activation of
amino acid-regulated genes (19–21). One major role of
ATF4 is to mediate the induction of a gene expression
program referred to as the Integrate Stress Response
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(ISR), involved in amino acid metabolism, differentiation,
metastasis, angiogenesis, resistance to oxidative stress (2)
and drug resistance (22). In addition, several ATF4 target
genes, such as Chop, are themselves transcription factors
that regulate the expression of a set of stress-induced
target genes and amplify the signal initiated by the
original stress (1,23,24).
Autophagy is a highly evolutionary conserved cellular

process of lysosomal degradation of proteins and organ-
elles (25,26). It is involved in the renewal of cellular or-
ganelles and in the maintenance of energy levels, protein
synthesis and essential metabolic processes through the
recycling of amino acids and nutrients (27). This cellular
process has been shown to be an important player in
response to multiple stresses such as nutrient starvation,
damaged organelles and unfolded protein aggregation and
has therefore been implicated in numerous diseases
including cancer and neurodegenerative pathologies
(28,29). In addition, several studies have shown that
autophagy is activated to act as a survival mechanism in
cells exposed to ER stress and that the survival response
is specifically induced to trigger the initiation of auto-
phagosome formation (30–32). Several lines of evidence
suggest that the eIFa/ATF4 pathway could play a key
role in autophagy regulation. It has been recently
reported that ER stress and severe hypoxia induce the
transcription of the essential autophagy gene Map1lc3b
through the activity of ATF4 (22,33,34). This
upregulation was shown to be crucial for maintaining
high levels of autophagic flux in persistent hypoxia and
thus promotes cell survival. In the context of amino acid
starvation, it was reported that GCN2 kinase activation
and eIF2a phosphorylation are required to induce
autophagy in yeast and in mammals (35,36). The precise
mechanisms by which the eIF2a/ATF4 pathway contrib-
utes to the regulation of autophagy are not yet well known
and ATF4-target genes involved in this cellular process
remain to be identified (32).
In mammals, a large number of genes involved in

autophagy processes have recently been identified. These
autophagy genes include autophagy-related (Atg) genes
previously described in yeast (37) and genes encoding
autophagic adapters (38). However, the mechanisms
involved in the regulation of their expression are still
poorly understood. Our goal was to investigate the role
of the eIF2a/ATF4 pathway in the stress-regulated tran-
scription of autophagy genes in mammalian cells. In a
preliminary experiment of amino acid-regulated gene
screening, we reported that the expression of p62, an im-
portant marker of autophagy, was dramatically induced in
response to amino acid starvation in mouse embry-
onic fibroblasts (MEFs) (39). p62 also known as
sequestosome1/SQSTM1, is an autophagic adapter that
acts as a cargo receptor for degradation of ubiquitinated
substrates (38,40). p62 possesses a short LC3-interacting
region that facilitates direct interaction with MAP1LC3B-
and GABARAP-family members and causes p62 to be
continuously and specifically degraded by autophagy
(41–43). Up to now, the molecular mechanisms involved
in the transcriptional activation through the eIF2a/ATF4

pathway of autophagy genes like p62 remained poorly
understood.

In the present study, we demonstrate that the eIF2a/
ATF4 pathway directs an autophagy gene transcriptional
program in response to amino acid starvation or ER
stress. We show that the eIF2a kinases GCN2 and
PERK and the transcription factors ATF4 and CHOP
are also required to increase the transcription of a set of
genes implicated in the formation, elongation and
function of the autophagosome. We identify three
classes into which these genes could be divided according
to their dependence on ATF4 and CHOP expression and
binding of these factors to specific promoter cis elements.
Our data therefore reveal the eIF2a-ATF4 pathway as a
major regulatory pathway that elicits the transcriptional
activation of a large number of autophagy genes in
response to stresses.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and treatment conditions

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were cultured at
37�C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12
(DMEM/F12) (Sigma) containing 10% fetal bovine
serum. For amino acid starvation experiments, cells were
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and
refed with a medium containing different concentrations
of amino acids supplemented with 10% dialysed calf
serum. A DMEM/F12 medium devoid of leucine, glutam-
ine, lysine and methionine (Sigma, cat no D9785) was used
to make media lacking leucine, lysine or methionine.
MEFs deficient in GCN2 (10), ATF4 (2) and in CHOP
(1) were kindly given by Dr. D. Ron (Institute of
Metabolic Science, Cambridge, UK). Tunicamycin was
purchased from Sigma.

Analysis of gene expression using real time RT-PCR

Total RNA was prepared using a RNeasy mini kit
(Qiagen) and treated with DNase I, Amp Grade
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) prior to cDNA synthe-
sis. RNA integrity was electrophoretically verified by
ethidium bromide staining. RNA (0.5 mg) was reverse
transcribed with 100U of Superscript II plus RNase H-

Reverse Transcriptase (Invitrogen) using 100 mM random
hexamer primers (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Real-
time quantitative PCR was carried out on a Bio-Rad
CFX-96 detection system with quantitative qPCR SYBR
Green reagents (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and with a
primer concentration of 0.5mM. PCR conditions were
standardized to 40 cycles of 95�C for 10 s and 59�C for
30 s with the primers for specific mouse mRNA sequences
(For a list of primer sequences, see Supplementary Table
S1). To control for RNA quality and cDNA synthesis,
b-actin mRNA was also amplified with forward (50-TAC
AGCTTCACCACCACAGC-30) and reverse primers (50-
AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-30). To measure the
transcriptional activity from the p62 gene, oligonucleo-
tides derived from p62 exon 1 and intron 1 were used to
measure the short-lived unspliced transcript (hnRNA,
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heterogeneous nuclear RNA). This procedure for
measuring transcriptional activity is based on that
described by Lipson and Baserga (44). The p62 primers
for amplification were—forward primer, 50-GCTTCCAG
GCGCACTACC-30; reverse primer, 50-GAACCGCTGG
ATGTTAGATGT-30. The abundance of each RNA was
normalized to the �-actin signal. Each experiment was
repeated three times to confirm the reproducibility of the
results.

Plasmid constructions

The p62 promoter fragment (�1935 to+32) was obtained
from genomic mice DNA by PCR, using primers contain-
ing MluI or XhoI restriction sites at their 50 end. Forward
primer: 50-GCGACGCGTACTGTCCATTGCTGAGTT
TTCCTAAAA-30; Reverse primer: 50-GCGCTCGAGC
GGTCTAGGTACGGACGAAACAGCTG-30.
Amplified fragments were then cloned into the MluI and
XhoI restriction sites of the promoter-less pGL3 vector
containing Firefly luciferase coding sequence (Promega,
Madison, WI, USA). All constructs containing deletions
in the p62 promoter (p62-LUC series of Figure 2E) were
generated by PCR from previous cloned genomic DNA,
using Pfu polymerase (Fermentas), primers and antisense
primers containing MluI or XhoI restriction sites at their
50 end. Amplified fragments were then cloned into the
pGL3-basic reporter luciferase construct (Promega)
using the corresponding restriction sites. The luciferase
construct containing a 250-bp p62 promoter fragment
(�1485 to �1235) with wild-type AARE (WT-AARE
p62) was generated by using SacI-ended primers and
XhoI-ended antisense primers. Site-directed mutagenesis
of this AARE sequence (50-TGATGACAC-30 was
mutated to 50-CTAGTACAC-30) was performed by PCR
to obtain Mut-AARE p62. Two PCR reactions were first
performed to obtain the two halves of the final product
using sense (50-GGTTACAGATGTGTGTACTAGTGC
TAGCTAACA-30) or antisense (50-TGTTAGCTAGCA
CTAGTACACACATCTGTAACC-30) mutated primers.
The two obtained fragments were then combined in a
third reaction, using the SacI-ended primers and XhoI-
ended antisense primers to generate the 250-bp mutated
fragment. Wild-type and mutated amplified fragments
were cloned into the SacI–XhoI sites of TATA-TK-LUC
(45). All the luciferase plasmid constructs were sequenced
before utilization.

A 5XAARE-Asns-TK-LUC plasmid was generated as
previously described (16). The expression plasmids for
CHOP and for a mutated version of CHOP (CHOP-LZ-)
in which the leucine zipper-containing region had been
replaced by unrelated plasmid encoded region were gener-
ously provided by Dr D. Ron (Institute of Metabolic
Science, Cambridge, UK) (46). The plasmid used to
express ATF4 was a gift from Dr F. Gachon (University
of Lausanne, Switzerland) (47).

Transient transfection and luciferase assay

Cells were plated in 12-well plates and transfected by the
calcium phosphate co-precipitation method as described
previously (45). For each transfection experiment, 0.5mg

of luciferase plasmid was transfected into the cells along
with 1 ng of pCMV-bGal, a plasmid carrying the bacterial
b-galactosidase gene fused to the human cytomegalovirus
immediate-early enhancer/promoter region, as an internal
control. When indicated, luciferase plasmid was used with
the indicated amounts of the transcription factor expres-
sion plasmids. The total amount of transfected DNA was
kept constant between experimental groups by the
addition of empty pcDNA3.3 plasmids. Cells were then
exposed to the precipitate for 16 h, washed twice in phos-
phate buffered saline (PBS), and then incubated with
DMEM F12 containing 10% fetal bovine serum. Two
days after transfection, cells were harvested in 100 ml of
lysis buffer (Promega) and centrifuged at 13 000 g for
2min. Twenty microlitres of the supernatant were
assayed for luciferase activity (Promega). For all the trans-
fection experiments presented, the pCMV-bGAL plasmid
was used as an internal control. ß-Galactosidase activity
was measured as described previously (45). Relative
luciferase activity was given as the ratio of relative
luciferase unit / relative ß-Gal unit. All values are the
means±SEM calculated from the results of at least
three independent experiments performed in triplicate.

Antibodies

ATF4 (sc-200), CHOP (sc-575), b-actin (sc-7210) and
normal rabbit IgG (sc-2027) antibodies were purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA).
The p62 antibody was obtained from Abnova (cat. no.
H00008878-M01) and the P-eIF2a antibody (cat no.
1090-1) was from Epitomics (Burlingame, CA). The
CHOP antibody (catalog no. 5554) used in western blot
analysis was from Cell Signaling Technology (Beverly,
MA) and the MAP1LC3B antibody was from Sigma.

Immunoblot analysis

Proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis and transferred onto a Hybond-P PVDF
membrane (Amersham Biosciences). Membranes were
blocked for 1 h at room temperature with a solution of
5% nonfat milk powder in TN (50mM Tris-HCL, pH
8.0, 150mM NaCl, 0.1% Tween-20). The blots were
then incubated with antibody in blocking solution over-
night at 4�C. Antibodies were diluted according to the
manufacturer’s instructions. The blots were washed three
times in TN and incubated with horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-IgG (1:5000) (Santa Cruz, CA) in
blocking buffer for 1 h at room temperature. After three
washes, the blots were developed using the LuminataTM

Western HRP substrate (Millipore Billerica, MA).

Chromatin immunoprecipitation analysis (ChIP)

ChIP analysis was performed according to the protocol of
Upstate Biotechnology, Inc. (Charlottesville, VA) with
minor modifications as previously described (48). For
double ChIP analysis, chromatin immunoprecipitated
using the CHOP antibody was incubated for 5min at
65�C in elution buffer (50mM NaHCO3, 1% SDS). The
supernatant was diluted 10-fold with ChIP dilution buffer
(25mM Tris-HCl, pH8.0, 2mM EDTA, 150mM NaCl,
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1% Triton X-100) and then subjected to the second
immunoprecipitation using ATF4 antibody or normal
rabbit IgG antibody. Purified immunoprecipitated DNA
was analyzed by Real-time quantitative PCR as described
(for a list of primer sequences, see Supplementary Table
S2). The results are expressed as the percentage of
antibody binding versus the amount of PCR product
obtained using a standardized aliquot of input chromatin
(% of Input). Samples from at least three independent
immunoprecipitations were analyzed in duplicate PCR
assays and results are reported as the means±S.E.M.

Process of bioinformatics study

Our study was performed in two steps: (i) the nucleotide
sequences of the autophagy genes—Atg5, Becn1, Atg7,
Atg10, Atg12, Atg16l1, Gabarap, Gabarapl2, Map1lc3b,
Nbr1, p62 (Sqstm1)—were imported from various mam-
malian species (EnsEMBL database, http://www.ensembl.
org/) using the Ensembl Compara Perl API (http://www.
ensembl.org/info/docs/api/compara/index.html).
Sequences including up to 4000 nucleotides (nt) upstream
from the transcription start site (TSS) were curated: all
positions containing gaps and missing data were
eliminated. Evolutionary analyses were conducted with
MEGA5 software (http://www.megasoftware.net/). This
step enabled us to check database annotations and elim-
inate sequences that were impossible to align with the
other homologous mammalian genes; (ii) the full or
partial consensus AARE (50-TGATGMMAH-30) and
CHOP-RE (50-MRVHTGCAAYCYBY-30) Transcription
Factor binding IUPAC sequences were searched in all
retained mammalian promoter sequences (up to 4000 nt
upstream from the TSS) using the ‘Scan sequence with
IUPAC-patterns’ tool (Genomatix Software GmbH,
Munich, Germany, http://www.genomatix.de/).

RESULTS

Amino acid starvation elicits upregulation of a large
number of autophagy genes

It is well established that autophagy is induced following
amino acid starvation in mammalian cells (36,49,50). To
check that leucine starvation induced autophagy in MEFs,
we monitored the processing of MAP1LC3-B, an import-
ant marker for autophagy (51). Conversion of
MAP1LC3B from its cytosolic form (LC3-I) to its
lipidated membrane-bound form (LC3II) was followed
by immunoblotting. Figure 1A shows an increase in
LC3II/LC3I ratio following 2–8 h of leucine starvation.
Furthermore, treatment with chloroquine, a drug that
has been shown to block autophagy flux by impairing
lysosomal acidification (51), confirmed that autophagy
was induced in leucine-starved cells. To determine
whether genes involved in the autophagic process can be
upregulated in response to amino acid starvation, the
mRNA level of several genes encoding proteins involved
in the formation, elongation and function of the
autophagosome was measured. Kinetic analysis revealed
that for most of the 15 mRNAs tested, levels increased,
reached a maximum after 4–6 h of leucine starvation and

then decreased (Figure 1B). Only three autophagy gene
mRNAs (Alfy, Atg9 and Atg2) were not induced by
leucine starvation. Thus, the increased autophagic flux re-
sulting from amino acid starvation was followed by the
induction of a large number of autophagy genes.

The GCN2/eIF2a/ATF4/AARE pathway is required
for the transcriptional activation of p62 in amino
acid-starved cells

Our aim was to decipher further the molecular mechan-
isms involved in amino acid-regulated transcription of
autophagy genes. Since p62, an important marker of
autophagy, was one of the mRNAs most induced by
leucine starvation, we decided to use this gene as
working model for dissecting the mechanisms involved
in the regulation of its expression in amino acid-starved
cells. To investigate whether transcription contributed to
the increase in p62 mRNA, the synthesis of heterogeneous
nuclear RNA (44) was measured. Figure 2A provided
evidence that the transcription activity of p62 was
increased and contributed to a corresponding increase in
mRNA following leucine starvation. This p62 mRNA in-
duction was not restricted to leucine, as it was observed
after withdrawal of other essential amino acids such as
lysine and methionine (Supplementary Figure S1).
Furthermore, amino acid-regulated expression of p62
was also observed in other mammalian cell lines
(Supplementary Figure S2).

The GCN2/eIF2a/ATF4 pathway has been shown to be
involved in the up-regulation of a set of specific genes in
response to amino acid starvation (39). To examine the
role of GCN2 and ATF4 in the amino acid-regulation of
p62 transcription, the effect of leucine starvation was
measured on p62 mRNA content in GCN2- and ATF4-
deficient MEFs and in the wild-type cells (Figure 2B).
Lack of GCN2 or ATF4 abolished the response of p62
transcription to leucine depletion. As p62 was shown to be
itself a selective autophagy substrate continuously
degraded by autophagy (41,42) with a 2-h half-life under
amino acid starvation (52), we would expect the p62
protein level to be decreased during leucine starvation.
Protein analysis showed that in wild-type cells, the
amount of p62 remained unchanged by 6 h of leucine star-
vation, while ATF4 level and phosphorylation of eIF2a
were markedly increased (Figure 2C). By contrast, p62
protein level decreased significantly in ATF4�/� cells fol-
lowing leucine starvation demonstrating that ATF4 plays
a critical role to maintain the p62 protein content in amino
acid-starved cells.

Close inspection of the promoter and the 30-untrans-
lated region (30UTR) of p62 revealed three sequences
(refered to as sequences 1 to 3) similar to the AARE
core sequence identified earlier in other amino acid-
regulated gene promoters (Figure 2D). To investigate the
contribution of these three putative AARE sequences to
the amino acid-dependent increase in p62 transcription, a
series of deletions in the 50 and 30 regulatory regions was
created and fused to the Firefly luciferase reporter gene.
Figure 2E shows that combination of the 50-promoter
(�1935 to +32) with part of the 30UTR (+9820 to
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Figure 1. Upregulation of a set of autophagy genes in response to leucine starvation. (A) Immunoblot analysis of MAP1LC3B (LC3B) processing
from MEFs incubated for 2–8 h either in control (+leu) or leucine-free medium (�leu). b-actin was used as a loading control. When indicated
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(B) Effect of leucine starvation on the mRNA level of a large number of autophagy genes. Total RNA from MEFs incubated for 2–8 h either in
control (+leu) or leucine-free medium (�leu) was analyzed by RT-qPCR. The graphs show means±S.E.M. of three independent experiments. t tests
have been performed to compare the means. The asterisks indicate a P value of � 0.05 relative to the +leu medium value.
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+10406) region (row 1) was able to mediate a level of
induced response to amino acid deprivation. Further p62
promoter and 30UTR deletions (row 2 to row 5)
demonstrated that only the putative AARE sequence 1
(p62 seq1) located from �1485 to �1235 was essential
for amino acid regulation. This 250-bp p62 promoter
sequence was able to regulate a minimal thymidine
kinase (TK) promoter in response to leucine starvation
(row 7) whereas specific mutations in the 9-bp AARE
core sequence completely abolished the amino acid
inducibility (row 8). Altogether, these results
demonstrated that this sequence can be considered as an
AARE and plays a key role in the amino acid control of
p62 transcription.

ATF4 and CHOP transcription factors bind to the p62
AARE and cooperate to activate transcription

Our goal was then to identify the transcription factors that
cooperated with ATF4 for the induction of the AARE-
dependent transcription. Previous studies have identified
CHOP as an interacting partner of ATF4 and demo-
nstrated that this factor is an important member of the
transcription factor network that controls the stress-
induced regulation of specific CARE-containing gene
transcription (18,23,24,53). Chop itself is as an amino
acid-inducible gene that is transcriptionally induced by
ATF4 (14,45,54). Figure 3A showed that CHOP mRNA
induction was detectable 30min after starvation and
preceded p62 transcription induction. To determine
whether CHOP was required to mediate the p62 mRNA
induction following leucine starvation, we used CHOP
knockout MEFs. Lack of CHOP abolished the p62
mRNA inducibility in cells deprived of leucine
(Figure 3B). To confirm the role of CHOP in the p62
AARE-dependent transcription, CHOP-deficient MEFs
were transfected with three amino acid-responsive
luciferase constructs [see rows 1 and rows 7 of
Figure 2E, and row 3 of Figure 3B in (16)]. The absence
of CHOP abolished p62 AARE-dependent transcription
(Figure 3C). It was previously reported that CHOP nega-
tively regulates ATF4-dependent transcription of the
Asparagine synthetase (Asns) gene (18). As it was
described, the ASNS mRNA induction and the Asns
AARE activity were still induced in the absence of
CHOP expression. Protein analysis showed that in
CHOP knockout MEFs, p62 protein level decreased dra-
matically in the absence of leucine while ATF4 level was
still increased (Figure 3D). These experiments highlighted
that CHOP plays a critical role in the activation of p62
promoter to thereafter maintain the p62 protein content in
amino acid-starved cells.

To examine whether CHOP and ATF4 bind the AARE
sequence within the p62 promoter, ChIP assays were per-
formed with primer sets covering either the 50 distal
promoter region (amplicon A) or the AARE (amplicon
B) of p62 (Figure 4A). The ChIP results obtained with
wild-type MEFs showed an increase in ATF4 and
CHOP binding to the AARE following 6 h of leucine star-
vation (Figure 4B). Furthermore, binding of ATF4 and
CHOP was not detected in the 50 distal promoter region

of p62, confirming that these factors bind specifically to
the AARE. In ATF4-deficient cells, CHOP did not bind to
the p62 AARE. Similarly, in the absence of CHOP, ATF4
binding was lost as well. These results suggested that the
binding of CHOP and ATF4 to the p62 AARE required
the presence of these two factors simultaneously. To
confirm that CHOP and ATF4 belonged to the same
protein complex that was bound to the AARE, a double
ChIP was performed. Formaldehyde-crosslinked chroma-
tin was first immunoprecipitated with CHOP antibody
and then subjected to a second immunoprecipitation
with ATF4 or normal rabbit IgG antibody. Following
amino acid starvation, a significant enrichment of
CHOP/ATF4 on the p62 AARE region (amplicon B)
was observed (Figure 4C). As a negative control, the as-
sociation of CHOP/ATF4 with the 50 distal promoter
region of p62 (amplicon A) was minimum.
To assess whether ATF4 and CHOP cooperated to

regulate AARE-dependent transcription, cotransfection
experiments were carried out in MEFs using a LUC
reporter driven by 250-bp of the p62 promoter including
the AARE (see Figure 2E, row 7) and the expression
plasmids for CHOP and ATF4. This assay revealed that
coexpression of CHOP with ATF4 dramatically increased
p62-AARE activity compared with the expression of
ATF4 or CHOP alone (Figure 4D). This cooperative ac-
tivation was dramatically reduced by the coexpression
with ATF4 of a mutated version of CHOP (CHOP LZ-)
(46). When the 9-bp core sequence of the p62 AARE was
mutated (see Figure 2E, row 8), the activation by CHOP
and ATF4 was completely abolished. Collectively, these
results demonstrated that CHOP and ATF4 bind to the
p62 AARE and cooperate for amino acid-regulated
transcription.

ATF4 and CHOP are essential for transcriptional
induction of a set of autophagy genes in response
to amino acid starvation

Until now, only a small number of autophagy genes other
than p62 have been reported to have their transcription
regulated by ATF4 (33,34,55). We have shown above that
(i) the expression of a set of autophagy genes was
upregulated in response to leucine starvation; (ii) the
GCN2/eIF2a/ATF4/CHOP pathway was required to
increase p62 transcription in amino acid-starved cells.
Then, to address the role of GCN2, ATF4 and CHOP
in amino acid-regulated transcription of autophagy
genes, the effect of leucine deprivation was measured on
the amino acid-inducible mRNAs described in Figure 1.
We first observed that all the amino acid-regulated
autophagy genes were dependent on GCN2 (Figure 5A–
C). These genes can be divided into three classes according
to their dependence to ATF4 and CHOP. In the first class,
Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1 and Gabarapl2
were ATF4-dependent but CHOP-independent for
amino acid-regulated transcription (Figure 5A).
Scanning of the promoter sequences with IUPAC
patterns (Genomatix Software GmbH, Munich,
Germany) revealed that the 50 flanking region of these
genes contains a putative AARE sequence (50-TGATG
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MMAH-30) (Supplementary Figure S3). ChiP assays per-
formed with primer sets covering the AARE, anti-ATF4
and anti-CHOP antibodies confirmed that only ATF4 was
bound to the promoter. In the second class, the induction
of Nbr1 and Atg7 in response to leucine starvation was
dependent on ATF4 and CHOP as described above for
p62 (Figure 5B). The promoter of these two genes also
contains a putative AARE sequence (Supplementary
Figure S3). The ChIP assay clearly showed that both
ATF4 and CHOP were bound to the AARE, and
double ChIP confirmed that these two factors belonged
to the same protein complex. The third class included

Atg10, Gabarap and Atg5, which were upregulated by
amino acid starvation through ATF4 and CHOP
(Figure 5C). It has been shown earlier that several
CHOP-inducible genes were induced in response to
stress via a specific CHOP-binding sequence called
CHOP Responsive Element (CHOP-RE) (23,56). This
CHOP-RE consensus sequence (50-HTGCAAYC-3) is
completely different from those of the AARE and allows
the binding of a CHOP–C/EBPb heterodimer (23).
Promoter analysis of Atg10, Gabarap and Atg5 coupled
with ChIP assays clearly showed that CHOP and C/
EBPb were bound to a CHOP-RE, and double ChIP
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either in control (+leu) or leucine-free medium (�leu) and harvested after 6 h, and total RNA was analyzed for p62, ASNS and CHOP mRNA
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primers to produce amplicons A or B. Data were plotted as the percentage of antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a
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immunoprecipitation with ATF4 antibody or normal rabbit IgG antibody. The enrichment of CHOP/ATF4 protein was analyzed by qPCR using
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means±S.E.M. of three independent experiments. The asterisks indicate a P value of � 0.05 relative to the +leu medium value. (D) CHOP and
ATF4 cooperate to activate the p62 promoter. MEFs were transiently transfected with LUC constructs containing a p62 genomic fragment (�1485 to
�1235) with wild-type (WT-AARE) or mutated (Mut-AARE) AARE inserted 50 into the TK promoter and the indicated expression vectors for
ATF4, CHOP or a mutated version of CHOP (CHOP LZ-) in which the leucine zipper-containing region had been replaced by unrelated plasmid
encoded region. Twenty-four hours after transfection, cells were incubated for 24 h in control (+leu) medium and assayed for LUC activity. The
graphs show means±S.E.M. of three independent experiments. One asterik indicates a P value of � 0.05 relative to the control value. # indicate a P
value of � 0.05 relative to the ATF4-transfected value.
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Figure 5. Role of GCN2, ATF4 and CHOP in the transcriptional activation of a set of autophagy genes in response to leucine starvation. Wild-type,
GCN2 �/�, ATF4 �/� and CHOP �/� MEFs were incubated either in control (+leu) or leucine-free medium (�leu). MEFs were harvested after
6 h, and total RNA was analyzed for autophagy gene mRNA contents. (A) In the first class of autophagy genes, Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3,
Becn1 and Gabarapl2 were ATF4-dependent but CHOP-independent for amino acid-regulated transcription. (B) In the second class, the induction of
Nbr1 and Atg7 in response to leucine starvation was dependent on ATF4 and CHOP. (C) The third class included Atg10, Gabarap and Atg5, which
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confirmed that these two factors belonged to the same
protein complex. Collectively, these results showed that
both ATF4 and CHOP play a key role in the amino
acid-regulated transcription of a large number of
autophagy genes.

Next, we assessed the effect of leucine concentration on
the transcriptional activation of the members of the three
classes of autophagy genes. Protein analysis showed that
leucine concentration from 30 to 100 mM resulted in an
increase in CHOP and ATF4 protein levels and in the
lipidated MAP1LC3-B-II form, confirming the induction
of both the eIF2a/ATF4 pathway and autophagic process
in this concentration range (Figure 6A). Interestingly,
100 mM of leucine elicited the transcription of CHOP
and Atf4 (Figure 6B) and p62, Nbr1 and Atg7
where both ATF4 and CHOP were bound to AARE
(Figure 6C). By contrast, transcription of Atg10,
Gabarap and Atg5 where CHOP was bound without inter-
acting with ATF4 (Figure 6D) and all CHOP-independent
genes where ATF4 was bound to AARE without interact-
ing with CHOP (Figure 6E) remained uninduced.
Therefore, AARE sequences that allow binding of both
CHOP and ATF4 are responsible for an increased sensi-
tivity of transcriptional induction of autophagy genes
according to leucine concentration.

The autophagic ATF4-dependent transcriptional
program can also be activated by ER stress
through PERK activation

The eIF2a/ATF4 pathway can also be induced by ER
stress through the PERK kinase activation (Figure 7A)
(10). To investigate whether ER stress and subsequent
PERK activation can also activate transcription of all
the ATF4- and CHOP-dependent autophagy genes, the
effect of tunicamycin, an agent that induces ER stress
and autophagy (57), was measured. Figure 7B showed
that tunicamycin treatment induced MAP1LC3-B conver-
sion, confirming the induction of autophagy by ER stress
in wild-type MEFs. All mRNAs from the three classes of
autophagy genes exhibited a response to tunicamycin and
to leucine starvation in PERK+/+MEFs (Figure 7C). By
contrast, lack of PERK resulted in a complete loss in
the mRNA inducibility by ER stress but did not affect
the induction of mRNA level by leucine starvation
as expected. Thus, transcription of ATF4- and

CHOP-dependent autophagy genes can also be activated
by ER stress through PERK activation.

DISCUSSION

Autophagy constitutes a major protective mechanism that
allows stressed cells to survive by recycling macromol-
ecules and restoring metabolic functions (49,58). The
data reported in the present study yield several novel
findings regarding the role of the eIF2a/ATF4 pathway
in the transcription of autophagy genes in response to
stress. (i) We provide evidence that GCN2 and PERK
eIF2a-kinases, ATF4 and CHOP transcription factors
are required to increase transcription of a set of autophagy
genes involved in the formation, elongation and function
of the autophagosome. (ii) We identify three classes of
autophagy genes according to their dependence on
ATF4 and CHOP and the binding of these factors to
specific promoter cis elements.
The responses of mammalian cells to stress conditions

are a robust and complex regulated array of cellular
processes. The transcription factor ATF4 is translationally
induced by many stress conditions and activates transcrip-
tion by binding to CARE sequences (17). Consistent with
the role of ATF4 as the primary activating transcription
factor in the eIF2a/ATF4 pathway, the ATF half-site of
CARE is conserved, whereas the C/EBP half-site is diver-
gent. It is now established that different ATF4 dimeriza-
tion partners bind to the C/EBP half-site to provide
transcriptional specificity to the ATF4 signal that is
generated by a variety of different stresses. When the
activating stimulus is amino acid starvation, the CAREs
function as AAREs (16,17). Using p62 as working model,
we have provided evidence that the p62 promoter contains
an AARE that plays a key role in the amino acid control
of its transcription. Close inspection of the sequence of
several other ATF4-dependent autophagy gene promoters
such as those of Atg16l1, Map1lc3B, Atg12, Atg3, Atg7,
Becn1, Gabarapl2 and Nbr1 revealed sequences similar to
the AARE consensus sequence, especially in the ATF half-
site (50-TGATG-30). These sequences are well conserved in
mammals (Supplementary Figure S3) suggesting that they
could play a key role in amino acid and ER stress-
regulated transcription. The present ChIP analysis
demonstrated that in response to amino acid starvation,

Figure 5. Continued
were upregulated by amino acid starvation through ATF4 and CHOP. The graphs show means±S.E.M. of three independent experiments. The
asterisks indicate a P value of � 0.05 relative to the control medium value. The promoter region of the different autophagy genes and the position of
the putative AARE or CHOP-RE are represented. The promoter sequences were scanned with IUPAC patterns (Genomatix Software GmbH,
Munich, Germany) (Supplementary Figure S3). Numbers indicate the distance of the regulatory elements from the transcription start site (TSS). The
symbols in brackets indicate the localization of regulatory elements in coding (+) or noncoding (�) strands. ChIP analysis was performed using
antibodies specific for ATF4, and CHOP and primers to amplify a part of the corresponding promoter (see supplementary Table S2 for sequences)
containing ATF4 or CHOP binding sites. Data were plotted as the percentage of antibody binding versus the amount of PCR product obtained using
a standardized aliquot of input chromatin (% of Input). In CHOP-ATF4 double-ChIP assays, DNA fragments were first immunoprecipitated with
CHOP antibody, eluted, and then subjected to the second immunoprecipitation with ATF4 antibody or normal rabbit IgG antibody. The enrichment
of CHOP/ATF4 proteins was analyzed by qPCR using primer sets specific for Nbr1 and Atg7 promoters. In C/EBPb–CHOP double-ChIP assays,
DNA fragments were first immunoprecipitated with C/EBPb antibody, eluted and then subjected to the second immunoprecipitation with CHOP
antibody or normal rabbit IgG antibody. The enrichment of C/EBPb–CHOP proteins was analyzed by qPCR using primer sets specific for Atg10,
Gabarap or Atg5 promoters. Data were plotted as the percentage of antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a
standardized aliquot of input chromatin (% of Input). The graphs show means±S.E.M. of three independent experiments. t tests have been
performed to compare the means. The asterisks indicate a P value of � 0.05 relative to the +leu medium value.
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Figure 6. Effect of leucine concentration on the transcriptional activation of members of the three classes of ATF4-dependent autophagy genes.
(A) Immunoblot analysis of ATF4, CHOP protein contents and MAP1LC3B processing, from MEFs incubated for 16 h in medium containing
different leucine concentration. The control medium contained 420mM leucine. The LC3-II/LC3-I ratio was calculated based on densitometry
analysis of both bands using Image J software. Induction of expression of (B) Chop and Atf4, (C) p62, Nbr1 and Atg7 where both ATF4 and
CHOP were bound to the AARE, (D) Atg10, Gabarap and Atg5 where CHOP was bound to CHOP-RE without interacting with ATF4 and
(E) CHOP-independent autophagy genes where ATF4 was bound to AARE without interacting with CHOP, in response to different leucine
concentrations. MEFs were incubated for 16 h in media containing 420 or 150 (black), 100 (gray), 70 or 30 mM (white) and harvested for the
mRNA content analysis. The graphs show means±S.E.M. of three independent experiments. t tests have been performed to compare the means.
The asteriks indicate a P value of� 0.05 relative to the 420mM medium value.
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ATF4 is bound to all of these autophagy gene AAREs
(Figure 8). Furthermore, in the case of p62, Nbr1 and
Atg7, a double-ChIP approach documented that both
CHOP and ATF4 are bound to the AARE. The binding
of ATF4 and CHOP to the p62 AARE required the
presence of these two factors simultaneously, suggesting
the formation of an ATF4-CHOP heterodimer. Thus,
ATF4 and CHOP need to cooperate to regulate AARE-
dependent transcription, but the nucleotides of the AARE
involved in the binding of CHOP remain to be identified.
It is likely that this mechanism also occurs for the tran-
scriptional regulation of Nbr1 and Atg7. In addition, we
have established that early activation of CHOP transcrip-
tion and thereafter binding of both CHOP and ATF4 to
p62, Nbr1 and Atg7 AAREs are responsible for an
increased sensitivity of transcriptional induction of these
autophagy genes according to leucine concentration.
Indeed, p62, Nbr1 and Atg7 transcription was upregulated

by a leucine concentration of 100 mM whereas transcrip-
tion of the other autophagy genes remained uninduced.
We suggest that the interaction of ATF4 with CHOP
could increase its binding affinity to AARE. Thus, in
response to amino acid deficiency, induction of CHOP
and subsequent binding of CHOP-ATF4 heterodimer to
AARE appear to be an early event in the induction of
the autophagy gene transcriptional program. The eIF2a/
ATF4/CHOP pathway should play a key role in the
rapid renewal of p62, NBR1 and ATG7 proteins. We
hypothesize that p62 and NBR1 could be strongly and
rapidly consumed by autophagosome degradation in
amino acid-starved cells. In the case of ATG7, beside
its crucial role in the autophagic process, this protein
could also be involved in other mechanisms including
cell cycle regulation (59) and therefore have to be avail-
able with a protein content maintained in starved
conditions.
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Figure 7. Transcriptional induction of the ATF4-dependent autophagy genes by ER stress through PERK. (A) Immunoblot analysis of ATF4,
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Previous studies have identified CHOP as an interacting
partner of C/EBP and ATF4 and demonstrated that this
factor is an important member of the transcription factor
network that controls the stress-induced regulation of
specific genes. CHOP can (i) heterodimerize with C/EBP
and function as a negative or positive trans-activator
(23,46,60); (ii) cooperate with ATF4 to activate TRB3
transcription during ER stress (53); and (iii) negatively
regulate ATF4-dependent transcription of the ASNS
gene (18). Our data show that CHOP is essential for tran-
scriptional activation of two classes of ATF4-dependent
autophagy genes (Figure 8). In the first class, including
p62, Nbr1 and Atg7, both ATF4 and CHOP were bound
to the promoter as discussed above. The second class
of ATF4-CHOP-dependent autophagy genes included
Atg10, Gabarap and Atg5 to the promoter of which
CHOP was bound without interacting with ATF4. In
this situation, CHOP and C/EBPb were bound to a
CHOP-RE rather than an AARE, suggesting that activa-
tion takes place by the binding of a CHOP-C/EBP
heterodimer as described previously (23). Therefore,
ATF4 can upregulate either directly or indirectly

through the induction of CHOP activity, the transcription
of specific classes of autophagy genes in response to stress
(Figure 8). Besides this role in autophagy gene transcrip-
tion, CHOP was described to be also involved in the in-
duction of cell cycle arrest and apoptosis in response to
stress (1). According to duration and intensity of stress,
the role of CHOP in the cell’s fate appears to be different.
At first, CHOP contributes to the regulation of autophagy
and participates in cell survival. Thereafter, if the stress is
prolonged, CHOP is involved in apoptosis. Studying the
mechanisms by which CHOP can influence the balance
between autophagy and apoptosis in response to cellular
stress will provide additional insight into these important
processes.

Our present results show that the eIF2a/ATF4 pathway
directs an autophagy gene transcriptional program
involved in adaptation to stress. During conditions of
stress and starvation, autophagy plays a key role in
degrading cellular organelles and cytoplasmic content
and thereby enabling the cells to recycle amino acids
and nutrients to maintain protein synthesis and ATP gen-
eration (61). Several signal transduction pathways are
known to regulate the induction of autophagy such as
mTORC1 and AMPK, in response to nutrient availability
(32,62,63). Recently, a large number of autophagy-related
genes (Atg) (32,64) and genes encoding autophagic
adapter proteins (38) have been identified in mammals.
A number of these autophagy genes have been shown to
be upregulated through FoxO3 transcription factor in
atrophying muscle cells (65,66). Here, we show that
stress-dependent transcription factors ATF4 and CHOP
are essential in the transcriptional activation of genes
involved in the formation, elongation and function of
the autophagosome. These autophagy genes which are
activated through the eIF2a–ATF4 pathway can be
divided into three functional groups: (i) the first includes
Becn1 which encodes a protein involved in the formation
and maturation of autophagosome; (ii) the second consists
of genes encoding proteins belonging to the ubiquitin-
like protein (Ubl) system, which is essential for auto-
phagosome formation and includes four Ubl proteins
(Map1-lc3b, Gabarap, Gabarapl2 and Atg12), an activating
enzyme (Atg7), the target of Atg12 attachment (Atg5) and
Atg16l1; (iii) genes encoding cargo receptors that are
involved in specific degradation of ubiquitinated sub-
strates (p62 and Nbr1) constitute the third group.
Recently, Map1lc3b and Atg5 have also been identified
as targets of ATF4 and CHOP through the PERK/
eIF2a pathway (34,55). During activation of the
autophagic process (67), autophagy proteins associated
with the membrane of autophagosomes are continuously
degraded upon fusion with lysosomes. Our results suggest
that the eIF2a/ATF4 pathway could play a key role in
replenishing the autophagosome-associated protein pool
to allow the cell to maintain autophagy (68,69) and there-
fore to survive during prolonged periods of stress.

In conclusion, our results reveal a novel regulatory role
of the eIF2a–ATF4 pathway in the fine-tuning of the
autophagy gene transcription program in response to
stresses. Overall, our data indicate that this pathway
could be involved in increasing the capacity to maintain
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Figure 8. A model for the role of the eIF2a/ATF4 signaling pathway
in the transcriptional activation of autophagy genes. The mode by
which each gene is regulated is indicated in parenthesis. Three classes
of autophagy genes have been identified according to their dependence
on ATF4 and CHOP and the binding of these factors to the promoter.
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autophagy in stressed cells. Because the eIF2a–ATF4
pathway and autophagy are implicated in a variety of
pathophysiological processes, a better understanding
of ATF4 and CHOP regulatory role in autophagy in
different cell systems will be important for the treat-
ment of numerous diseases including cancer and
neurodegenerative diseases.

SUPPLEMENTARY DATA
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Figures 1–3.
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Figure S1: Effect of individual amino acid starvation on p62 expression. 
MEFs were incubated either in control medium (Ctr) or in a medium devoid of one individual 

amino acid [leucine (-leu), lysine (-lys), methionine (-met)] and harvested after 6 h. Left: total 

RNA was analyzed for p62 mRNA content. Right: western blot analysis of p62, phosphorylation 

of eIF2α and eIF2α was performed as described in the Materials and Methods section. The graphs 

show means + S.E.M. of three independent experiments. t tests have been performed to compare 

the means. The asterisks indicate a p value of ≤ 0.05 relative to the Ctr medium value. 
 



 

  



   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

+leu

20

30

40

50

0
-leu

10

R
e

la
ti

v
e

 p
6

2
 m

R
N

A
 l
e

v
e

l 

+leu -leu +leu -leu

MEF HeLa HepG2

*
**

 
 
 
 

Figure S2: Amino acid-regulated expression of p62 mRNA in mammalian cell lines.  
MEFs, HeLa and HepG2 cell lines were incubated for 8 h either in control (+leu) or leucine-free 

medium (-leu) and harvested after the indicated incubation times. Total RNA was analyzed for 

p62 mRNA content as described in Materials and Methods. The graphs show means + S.E.M. of 

three independent experiments. t tests have been performed to compare the means. The asterisks 

indicate a p value of ≤ 0.05 relative to the +leu medium value.  



 

  



   

 

 

 

Figure S3: Identification of putative AARE and CHOP-RE in the autophagy gene 

promoters. 
The IUPAC Amino Acid Response Elements (AARE) and CHOP regulatory elements (CHOP-
RE) were searched for the sequence promoters (up to 4000 nt from the transcription start 
sequence TSS) from all the mammalian genome sequences included in Ensembl release 69. All 
the IUPAC sequences are searched with the “Scan sequence with IUPAC-patterns” tool, 
(Genomatix Software GmbH, Munich, Germany) as described in the Materials and Methods 
section. For mouse sequences, nucleotides in capital letters denote the core sequence of the 
element. The symbols in brackets indicate the localisation of regulatory elements in coding (+) or 
noncoding (-) strands. The binding of CHOP, ATF4 and C/EBPβ transcription factors (TF 
binding) to AARE or CHOP-RE is indicated. 

 Gene 
Sequence in mouse : nt 

from TSS (gene strand) 

Mammalian species 

(IUPAC sequence) 

TF 

binding 

A
A
R
E
 

5
’-
T
G
A
T
G
M
M
A
H
-3
’ 

Atg16l1 

 

TGATGAgAg : 107-116(-) cow (TGATGACAT); dog (TGATGAAA); pig 
(TGATGCAA); Human (TGATGTA); 

chimpanzee (TGATGAA); horse (TGATGA); rat 

(TGATG) 

ATF4 

Map1lc3b 

 

TGATGCCAC : 1140-48(-) rat (TGATGCCAT); horse (TGATGACAA); pig 
(TGATGA); Human, macaque, cow (TGATG) ATF4 

Atg12 

 

TGATGAgAA : 2837-29(-) 

 
 

dog (TGATGCAAT); cow (TGATGCCAA); rat 
(TGATGTCA); Human, chimpanzee, macaque 

(TGATGTA); pig (TGATGAC) 
ATF4 

Atg3 

 

TGATGCCtT : 1397-403(-) 
 

rat (TGATGCAAT); Human, dog (TGATGCC); 
pig (TGATGC) 

ATF4 

Becn1 
 

TGATGCCtT: 1446-52(-) 

 

dog (TGATGAAA); Human, horse, cow 

(TGATGA); rabbit (TGATGC) 
ATF4 

Gabarapl
2 

 

TGATGACAA : 858-66(+) 

 

cow, pig, horse (TGATGACAA); 
Human, chimpanzee, macaque (TGATGAA); dog, 

rabbit, rat (TGATGAC) 
ATF4 

p62 

 

TGATGACAC: 1348-56(-) rat (TGATGACAC); cow (TGATGACAA); 
Human, pig (TGATGTCA) 

ATF4 

CHOP 

Nbr1 

 

TGATGAAAA: 2610-18(+) rabbit (TGATGAAAA); horse (TGATGTCAA); 

cow (TGATGTCA); Human, macaque, dog 
(TGATGAA); pig (TGATGTC); rat (TGATGMM) 

ATF4 

CHOP 

Atg7 

 

TGATGAAtC : 1070-76(+) 

 

Human (TGATGACAT); dog (TGATGAAAA); 

cow (TGATGCCAT); macaque (TGATGCC); 
chimpanzee (TGATGC), horse, pig (TGATGA) 

ATF4 

CHOP 

C
H
O
P
-R

E
 

5
’-
H
T
G
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A
A
Y
C
-3
’  

Atg10 

 

CCTGCAACCCG : 117-

27(-) 

 

rabbit (CATGCAATCCT); pig 

(CCTGCAACCTC); rat CTGCAACC); horse 
(ATGCAATC); Human, chimpanzee 

(TTGCAAT); dog (ATGCAAC) 

CHOP 

C/EBPβ 

Gabarap 

 

CTGCAAaa : 23-28(-) 

 

dog (ATTGCAATCCC); rat (ATTGCAA); Human 

(AATGCAA); chimpanzee (ACTGCAA) 
CHOP 

C/EBPβ 

Atg5 

 

GTGCAACg : 959-65(-) cow, rabbit (CTGCAACC); Human, chimpanzee 
(AATGCAA); horse (GATGCAA) 

CHOP 

C/EBPβ 



 



   

 

 

Supplementary table 1. qPCR primers  

Gene Forward Reverse 

Asns 5’-TACAACCACAAGGCGCTACA-3’ 5’-AAGGGCCTGACTCCATAGGT-3’ 

p62/Sqstm1 5'-TGGGCAAGGAGGAGGCGACC-3' 5'-CCTCATCGCGGTAGTGCGCC-3 

Nbr1 5’-TTCCAGGAAGACTACAATTC-3’ 5’-ATGCAATTCTTCCTTCTTAG-3’ 

Atg12 5’-GGAGACACTCCTATAATGAAA-3’ 5’-ATAAATAAACAACTGTTCCGA-3’ 

Atg2 5’-TACTTGCTACAGCACTACTTG-3’ 5’-AACTCGTTCACAGACCAG-3’ 

Atg3 5’-AGGAATCAAAATTTAAGGAAA-3’ 5’-TTTGTCTGTCGGAAGATATG-3’ 

Atg5 5’-ATATCAGACCACGACGGAGC-3’ 5’-TTGGCTCTATCCCGTGAATC-3’ 

Atg7 5’-TAATAGTGCCCTGGACG-3’ 5’-GCAGAGTCACCATTGTAGTA-3’ 

Atg10 5’-CAAAACACAGTTTCGAATAA-3’ 5’-TCATGTTTAATCACTTCTGC-3’ 

Atg16l1 5’-AGATGAATGAAGCAAAGATT-3’ 5’-AGTAAAAGTAATCTGCAGGG-3’ 

Becn1 5’-GAATGCTGTTTGATACTGTG-3’ 5’-TTTTAAGGAAAAACATACAGG-3’ 

Gabarap 5’-GAGAAAATCCGAAAGAAATA-3’ 5’-TGACCAACTGTAAGATCAGA-3’ 

Gabarapl2 5’-ATGAAGTGGATGTTTAAGGA-3’ 5’-TATGTCAACAATCTGAGAGC-3’ 

Map1lc3b 5’-CGTCCTGGACAAGACCAAGT-3’ 5’-ACCATGTACAGGAAGCCGTC-3’ 

Atf4 5’-TCGATGCTCTGTTTCGAATG-3’ 5’-AGAATGTAAAGGGGGCAACC-3’ 

chop 5’-CCTAGCTTGGCTGACAGAGG-3’ 5’-CTGCTCCTTCTCCTTCATGC-3’ 



 



   

 

 
 

Supplementary table 2. qPCR primers used to detect promoter-enrichment in ChIP 
 

Gene Forward Reverse 
Amplicon 
location 

p62 AARE 5'-CCTGGTTTTGGCGTTTGTAT-3' 5'-GGGATACAGGTCATGAGGATTT-3' -1306 to -1193 

p62 5’ distal 5'-GCTAAACACCCAGGCACTTC-3' 5'-AGTCCTGTGTCCCACACCTC-3' -6590 to -6474 

Atg5 5'-GACAGAGCAAAGTGTCGTGG-3' 5'- TGAGACAAGCTCTCGTGCAA-3' -1097 to -947 

Map1lc3b 5’-TCCCTTGGACAAACAGCACT-3’ 5’-TCTGGGCCTCAAGCTACTTC-3’ -1265 to -1042 

Atg12 5’-AATTCGAAGACAAGAATAGC-3’ 5’-GGATATACAGATCCTTTTGC-3’ -3168 to -2932 

Atg10 5’-TAACTTCTAAGCCCCTTTTA-3’ 5’-TGTAAGTCCATATTGTTTCG-3’ -863 to -714 

Atg16l1 5’-GATGGTTTGAGTCTAGGTGT-3’ 5’-GTAATTTCTCTCTGCTGCAT-3’ -526 to -393 

Nbr1 5’-GATAAATCCATTTCTTCCAG-3’ 5’-GGCAAGGTAAGCTACTGTAT-3’ -3065 to -2961 

Gabarapl2 5’-ATTTAGTTTCTGTTCCCAAG-3’ 5’-ATTGAGTGTTATGTTGCAGA-3’ -1504 to -1382 

Gabarap 5’-CTTTTGGCTTCTATCAGATT-3’ 5’-TAACTGGTGTTGGTGAAATA-3’ -1310 to -1178 

Atg7 5’-TGATCATCCTGGACTATAGAA-3’ 5’-TGAACATAATGAAATGCTCT-3’ -969 to -865 

Beclin1 5’-TGGATTACTAGAGGCAGAAT-3’ 5’-TTGTCCTAGAACAGAACCTT-3’ -1427 to -1311 

Atg3 5’-TAGGAGCCCAACTAGATAAC-3’ 5’-ATTTAAGTGCAAGGTAAAGC-3’ -1657 to -1512 
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5. Résultats 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que : (1) Les kinases GCN2 et PERK 

activatrices de la voie eIF2α/ATF4, ainsi que les facteurs de transcription ATF4 et CHOP sont 

importants dans la régulation positive de la transcription d’un grand nombre de gènes impliqués 

dans les différentes étapes du processus autophagique. (2) Nous avons pu mettre en évidence 

trois classes de gènes de l’autophagie selon leur dépendance à ATF4 et CHOP et la liaison de ces 

facteurs sur les éléments spécifiques de leurs promoteurs en fonction de l’intensité du stress.  

5.1. Implication des kinases GCN2 et PERK et des facteurs de transcription 

ATF4 et CHOP dans la régulation de la transcription des gènes de 

l’autophagie  

Afin de maintenir son homéostasie et survivre aux divers stress cellulaire, les cellules 

mettent en place certains processus physiologiques tel que le processus autophagique ainsi que 

l’activation de certaines voies de signalisation qui font intervenir de nombreux acteurs dont les 

facteurs de transcription. Lors de divers stress cellulaires, la traduction du facteur de 

transcription ATF4 est induite et par la suite ce dernier va réguler la transcription de gènes cibles 

en se fixant sur leurs séquences CARE au niveau de leurs promoteurs. En cas de carences en 

acides aminés, ces séquences CARE agissent comme des séquences AARE.  

Lors d’une carence en un acide aminé essentiel (Leucine), la cellule met en place le 

processus autophagique afin de faire face à ce stress. Nous avons pu observer une augmentation 

de la régulation de l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués dans ce processus lors 

d’une cinétique de carence (Figure 1). Ensuite, en utilisant p62, une protéine qui joue un rôle 

très important dans le processus autophagique, comme modèle d’étude, nous avons pu mettre en 

évidence dans des cellules en culture (MEFs), que la voie GCN2/eIF2α/ATF4 joue un rôle clé 

dans l’activation de la transcription de p62 et contribue à maintenir le niveau de la protéine en 

réponse à une carence en leucine (Figure 2). De plus, nous avons pu identifier un AARE 

fonctionnel dans le promoteur de p62 sur lequel se fixent les facteurs de transcription ATF4 et 

CHOP (Figure 3). Ces deux facteurs sont indispensables et coopèrent pour activer la 

transcription (Figure 4). Les mêmes résultats ont été obtenus dans le cas d’un autre stress 

activateur de la voie eIF2α/ATF4 via la kinase PERK (Figure 7).  
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5.2. Classifications des gènes de l’autophagie selon leur dépendance à 

ATF4 et CHOP 

Grâce à l’alignement des séquences promotrices des différents gènes impliqués dans le 

processus autophagique chez différentes espèces, nous avons réussi à mettre en évidence d’une 

part, la conservation de la séquence AARE qui fixe le facteur de transcription ATF4 étudiée chez 

p62 chez un ensemble de gènes autophagiques (p62, Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1, 

Gabarapl2, Nbr1, et Atg7), et d’autre part, l’existence d’une séquence CHOP-RE qui fixe le 

facteur de transcription CHOP, conservée sur les séquences promotrices des gènes Atg5, Atg10 et 

Gabarap (Figure S3). La technique d’immuno-précipitation de la chromatine (CHIP et double-

CHIP) nous a permis de déterminer différents groupes de gènes impliqués dans l’autophagie 

selon leur dépendance à ATF4 et CHOP (Figure 5).  

Dans la première classe de gènes (Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1, et Gabarapl2), seul 

ATF4 se fixe sur la séquence AARE promotrice afin de réguler la transcription de ces gènes en 

réponse au stress cellulaire. 

Dans la deuxième classe de gènes (p62, Nbr1, et Atg7), ATF4 et CHOP se fixent sur la séquence 

AARE promotrice et coopèrent afin de réguler la transcription de ces gènes lors d’un stress 

cellulaire. 

Enfin, dans la troisième classe de gènes dépendants d’ATF4 et CHOP (Atg10, Atg5 et Gabarap), 

CHOP se fixe sur la séquence CHOP-RE sans ATF4 et coopère avec CEBP/β afin d’activer la 

transcription de ces gènes lors d’un stress cellulaire.   

Selon leur dépendance à ATF4 et CHOP, ces gènes présentent une sensibilité différente au 

stress cellulaire (Figure 6). En effet, les gènes qui fixent à la fois ATF4 et CHOP (2ème classes 

de gènes) sur leurs séquences AARE promotrices présentent une régulation de leur transcription 

la plus sensible au stress cellulaire induit par une carence partielle en leucine (100µM). Les 2 

autres classes de gènes présentent une sensibilité moindre à la carence en leucine. En effet, la 

régulation de la transcription de la plus part de ces gènes est induite à des concentrations très 

basses en leucine (entre 70µM et 0µM).  

6. Conclusion 

En réponse à un stress cellulaire telle que la carence en acides aminés ou les stress du 

réticulum endoplasmique, la cellule met en route des processus physiologiques de survie qui 
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vont lui permettre de faire face à ces divers stress. Parmi ces processus, l’autophagie est le 

processus de survie cellulaire le plus connu et le plus étudié. La voie de signalisation 

eIF2α/ATF4 est activée via la kinase GCN2 en cas de carence en acides aminés ou via PERK en 

cas de stress ER régulant ainsi l’expression des gènes impliqués dans le processus autophagique. 

Les résultats que nous avons obtenus nous ont permis de mettre en évidence l’existence de 

différents groupes de gènes impliqués dans l’autophagie selon leur dépendance à ATF4 et 

CHOP. Cette découverte a révélé aussi une différence de leurs sensibilités vis-à-vis l’intensité du 

stress cellulaire. En effet les gènes (p62, Nbr1, et Atg7) qui sont régulés via la coopération entre 

ATF4 et CHOP qui se fixent sur leur séquence promotrice de type AARE présentent une 

sensibilité plus importante à la diminution de la concentration en leucine comparés à ceux qui 

fixent seulement ATF4 (Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1, et Gabarapl2) ou CHOP et 

CEBP/β (Atg10, Atg5 et Gabarap) sur leurs séquences promotrices. L’ensemble des résultats que 

nous avons obtenus, suggèrent le rôle clé que pourrait jouer la voie eIF2α/ATF4 dans le maintien 

du processus autophagique dans les cellules soumises à un stress.  
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Publication 2 

Rôles de CHOP dans la régulation des processus 

autophagique et apoptotique en réponse à une 

carence en acides aminés  

 

1. Introduction 

La survie cellulaire dans des conditions de stress de courte durée (2h-8h) comme une 

carence en acides aminés ou un stress du RE met en jeu l’activation de certaines voies de 

signalisation telle que la voie eIF2α/ATF4. L’activation de cette voie participe à la mise en place 

de processus physiologiques de survie, principalement le processus autophagique. Dans l’article 

précédent, nous avons pu mettre en évidence le rôle clé de cette voie dans la régulation de la 

transcription des gènes impliqués dans le processus autophagique notamment, grâce aux deux 

facteurs de transcription ATF4 et CHOP qui vont se fixer sur les séquences promotrices de type 

AARE (fixation de ATF4 avec ou sans CHOP) ou CHOP-RE (fixation de CHOP et CEBP/β) 

afin de permettre le maintien de l’autophagie (B'Chir et al, 2013).  

Le facteur de transcription CHOP est aussi connu pour son activité pro-apoptotique lors de 

condition d’un stress du RE via la régulation des protéines de la famille Bcl-2. D'une part, CHOP 

régule négativement l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (McCullough et al, 2001). 

D'autre part, ce facteur provoque la translocation de la protéine pro-apoptotique Bax du cytosol à 

la mitochondrie où elle induit le relargage du cytochrome c (Gotoh et al, 2004). CHOP induit la 

transcription de deux autres gènes codant pour des protéines pro-apoptotiques: (1) PUMA, qui 

conduit à l’activation consécutive de Bax (Cazanave et al, 2010), et (2) Bim qui induit la mort 

cellulaire en perméabilisant la membrane mitochondriale externe (Puthalakath et al, 2007).  

Etant donné le rôle connu de la voie eIF2α/ATF4 et du facteur de transcription CHOP dans 

la régulation de l’expression des gènes impliqués dans l’autophagie et l’apoptose lors d’un stress 

cellulaire, il apparait intéressant d’étudier le rôle séquentiel de la voie eIF2α/ATF4/CHOP dans 

la régulation de l’expression des gènes impliqués dans les processus autophagique et apoptotique 

lors d’une carence en un acide aminé indispensable. 





 

71 
 

2. Stratégie expérimentale 

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé des fibroblastes embryonnaires de souris 

(MEFs) obtenus à partir de souris invalidées pour l’expression du gène CHOP (CHOP-/-) ou 

sauvages (CHOP+/+). Ces cellules ont été carencées en un acide aminé indispensable, la leucine 

pendant une durée allant de 4 à 48 heures. Les MEFs nous ont été fournies par le laboratoire de 

D. Ron (University of Cambridge, Metabolic Research Laboratories, Cambridge, UK).  

2.1. Etude de la survie cellulaire : Test XTT 

Les tests de réduction du XTT (ou MTT) sont basés sur la capacité des cellules vivantes à 

réduire un sel soluble de tétrazolium jaune en un précipité de formazan insoluble de couleur 

violette grâce aux déshydrogénases mitochondriales. La suspension cellulaire est cultivée en 

microplaques de 96 puits en présence d’un milieu de culture carencé ou non, puis colorée par le 

XTT. L'intensité de coloration est alors lue par un spectrophotomètre. Elle dépend du nombre de 

cellules vivantes après culture, donc de leur état prolifératif et de leur viabilité. Cette méthode 

présente le grand avantage de pouvoir être automatisée au moyen de lecteurs ELISA permettant 

un grand nombre de tests simultanés sur de nombreuses conditions cellulaires et ainsi une 

mesure objective de la viabilité cellulaire (Koban et al, 2012). 

2.2. Suivi cellulaire des autophagosomes par fluorescence directe: mCherry-

EGFP-LC3B 

La construction pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B (Addgene #22418) est un vecteur qui 

permet d’exprimer à la fois, la protéine de fusion EGFP-LC3B et la protéine mCherry. Des 

lignées stables CHOP+/+ et CHOP-/- ont été obtenues grâce à une infection avec la construction 

mCherry-EGFP-LC3B par lentivirus et sélectionnées suite à leur résistance à la puromycine. 

Dans les cellules CHOP+/+ et CHOP-/- carencées en leucine et observées par microscopie à 

fluorescence inversée, la colocalisation du marquage GFP (vert) et mCherry (rouge) permet de 

distinguer les autophagosomes (orange) des autolysosomes (marquage rouge seul). En effet, la 

GFP (Green Fluorescent Protein) est sensible au pH acide, elle s’exprime dans les endosomes et 

les phagosomes qui ont un pH entre 6.1 et 5.5 (vert). Par contre, la protéine fluorescente 

mCherry est résistante à l’acidité du pH cellulaire et s’exprime dans les lysosomes et les 

autolysosomes (pH acide autour de 4,7; rouge). Quand le phagosome fusionne avec le lysosome 

donnant ainsi l’autolysosome à pH acide, le comarquage mCherry-EGFP donne la couleur 

orange.  
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Figure 56: Etude de la mort cellulaire par cytométrie en flux (FACS) des cellules double marquées

par le 7-AAD et l’Annexine V. L’annexine V fluorescente va se fixer au niveau des membranes

cellulaires. Le marquage concomitant avec un colorant marquant les cellules mortes comme l’iodure de

propidium (IP) ou le 7AAD permet de différencier les cellules: Annexine V+/7-AAD- ayant commencé

l’apoptose; Annexine V+/7-AAD+ mortes par apoptose; Annexine V–/7-AAD+ mortes par nécrose.
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2.3. Etude de la mort cellulaire 

a) Analyse du double marquage Annexin-V/7-AAD par FACS 

� Principe de la cytométrie en flux (FACS) 

La cytométrie en flux est une technique permettant le défilement des cellules à grande vitesse 

dans le faisceau d'un laser. C’est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et 

qualitative de particules en suspension dans un liquide qui consiste à analyser les signaux 

optiques ou physiques émis par une particule coupant le faisceau lumineux d’un laser ou d’une 

lampe à arc. Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs :  

• aux propriétés optiques intrinsèques des particules qui correspondent aux phénomènes 

de diffusion lumineuse liés aux dimensions de la particule ou à leur structure interne.  

• aux propriétés optiques de fluorescence obtenues par des marquages spécifiques de 

structures ou de fonctions cellulaires. Ces signaux séparés par des filtres optiques sont collectés 

par des photomultiplicateurs (PMT), amplifiés, numérisés, traités et stockés par un ordinateur par 

l'intermédiaire d'une composante informatique et optique (miroir dichroïque et filtre optique). Ce 

procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) peut s’effectuer à la vitesse de plusieurs 

milliers d’événements par seconde. L’ordinateur calcule les données statistiques associées aux 

distributions des paramètres mesurés et les représente sous la forme d’histogrammes (un 

paramètre) ou de cytogrammes (deux paramètres) sur une ou plusieurs populations dont les 

propriétés cellulaires sont ainsi évaluées. 

 

b) Double marquage Annexin-V et 7-amino-actinomycin D (7-AAD) 

L’annexin-V permet de marquer les phosphatidylsérines qui sont exposées à la surface des 

cellules suite à l’entrée en apoptose des cellules. Le 7-AAD est un intercalant de l’ADN qui ne 

pénètre dans la cellule que si la membrane est perméabilisée. L’exposition des 

phosphatidylsérines étant un des premiers évènements intervenant lors de l’apoptose, nous 

pouvons identifier l’état de la mort cellulaire (cellules en nécrose, cellules en apoptose, cellules 

déjà mortes) selon le double marquage en annexin-V et en 7-AAD. L’utilisation de la technique 

du cytométrie en flux (FACS) permet l’identification de ces différentes populations cellulaires 

selon leur état apoptotique (Figure 56). 



B

Figure 57: Activation des caspases et leur implication dans le processus apoptotique. (A) Dans

leur forme inactive (zymogène), les caspases sont constituées d’un pro-domaine, d’une grande sous-

unité portant le site catalytique et d’une petite sous-unité. Leur clivage en deux étapes successives,

libérant d’abord la petite sous-unité puis la grande, conduit à la formation de la forme active de

l’enzyme: deux hétérodimères composés de l’association des deux sous-unités, et comprenant donc

deux sites catalytiques. (B) Les caspases 8 et 9 sont des caspases initiatrices; une fois activées (clivées),

elles vont induire le clivage des caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) qui vont par la suite activer une

cascade de signalisation menant à la mort cellulaire par apoptose.
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c) Clivage de la Caspase 3  

 Le signal de la mort cellulaire arrive au niveau des mitochondries soit par l’intermédiaire de 

voies métaboliques particulières, soit par l’activation de récepteurs de mort. Ces signaux 

conduisent à un relargage de cytochrome C des mitochondries et à une activation des caspases en 

cascade qui induit une dégradation de la poly ADP-ribose polymérase (PARP), une 

fragmentation intranucléase de l’ADN, ainsi que des dégradations de protéines de la membrane 

nucléaire (lamine) se traduisant par des modifications morphologiques (condensation et/ou 

fragmentation nucl  éaire). La caspase 3 est une caspase effectrice, active à l’état clivé (Figure 

57). Elle est distribuée uniformément dans le cytosol mais des études immunohistochimiques ont 

montré qu’elle peut aussi se transloquer au niveau nucléaire. En effet, l’augmentation de la 

perméabilité pendant l’apoptose lui permet d’entrer dans le noyau par simple diffusion. Elle joue 

un rôle primordial dans l’apoptose et pendant le développement. De ce fait, l’étude du clivage de 

la caspase 3 notamment par la technique de Western-Blot, représente un bon marquage de la 

mise en place de l’activité apoptotique au niveau de la cellule.  
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Abstract 

The transcription factor CHOP has been shown to directly regulate genes that are either central 

for apoptosis or involved in the autophagic process. In this report, we investigate the mechanisms 

by which CHOP can control cell survival in response to amino acid starvation. We show that 

during the first 6 h of starvation, CHOP upregulates a number of autophagy genes while cell 

viability is not affected. By constrast, when the amino acid starvation is prolonged, we 

demonstrated that CHOP has a dual role in both limiting autophagy and inducing apoptosis 

through the transcriptional activation of specific target genes. 

 

 

List of abbreviations: AARE, amino acid response element; ATF, activating transcription 

factor; bZIP, basic leucine zipper; BIM, Bcl2 interacting mediator of cell death; ChIP, chromatin 

immunoprecipitation; CHOP, C/EBP homologous protein; LUC, luciferase; PUMA, p53 

upregulated modulator of apoptosis; 
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1. Introduction 

In mammalian cells, several pathways initiate a wide array of adaptative mechanisms that allow 

them to survive to many stressful environmental conditions such as nutrient deprivation. The 

signal transduction pathway that is triggered in response to amino acid starvation includes the 

activation of the GCN2 kinase which phosphorylates the α subunit of translation initiation factor 

eIF2 (eIF2α) on serine 51 [1]. This phosphorylation provokes a suppression of global protein 

synthesis and a paradoxically increase in the translation of selected mRNAs including the 

activating transcription factor 4 (ATF4) [2]. Once induced, ATF4 functions as a master regulator 

for transcription of specific target genes playing a crucial role in stress adaptation [3]. 

 In response to amino acid starvation, ATF4 initiates this transcription program by binding to 

Amino Acid Response Element (AARE) located in the promoters of target genes [4, 5]. Among 

the ATF4-target genes, CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) homology protein (CHOP) is 

one of the most induced [6]. CHOP encodes an ubiquitous transcription factor that 

heterodimerizes with the other members of the C/EBP and jun/fos family members and is one of 

the most important components in the network of stress-inducible transcription [7-11]. At the 

cellular level, CHOP is considered as a mediator of apoptosis [12, 13]. This transcription factor 

was shown to faciltate cell death through regulation of genes that are central for the control of 

apoptosis such as Puma, Bim or Bcl2 [14-16]. On the other hand, recent studies have identified 

CHOP as a direct regulator of numerous genes involved in the autophagic process [17, 18]. 

Indeed, CHOP promotes the expression of autophagy genes through the cooperation with ATF4 

and/or C/EBPβ in order to maintain autophagy in response to amino acid deficiency [18]. 

Considering the two antagonized functions related to CHOP, we hypothesized that the connection 

between CHOP and apoptosis is related to the ability of CHOP to influence the balance between 

autophagy and apoptosis. However, the underlying mechanisms by which CHOP can control cell 

fate are not well understood. 

 The focus of this study is on the mechanisms by which the eIF2α/ATF4/CHOP pathway can 

control cell survival in response to amino acid starvation. In this report we provide evidence that 

during the first 6 h of starvation, CHOP upregulates a number of autophagy genes while cell 

viability is not affected. By constrast, when the amino acid starvation is prolonged, CHOP 

appears to have a dual role in both limiting autophagy and inducing apoptosis through the 

transcriptional activation of specific target genes. 
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2. Materials and Methods 

 

2.1 Cell culture and treatment conditions 

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were cultured at 37°C in Dulbecco's modified Eagle's 

medium F12 (DMEM/F12) (Sigma) containing 10% fetal bovine serum. For amino acid 

starvation experiments, cells were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and refed 

with a medium containing different concentrations of amino acids supplemented with 10% 

dialysed calf serum. A DMEM/F12 medium devoid of leucine, glutamine, lysine and methionine 

(Sigma, cat no D9785) was used to make media lacking leucine. MEFs deficient in CHOP [13] 

were kindly given by Dr. D. Ron (Institute of Metabolic Science, Cambridge, UK). 

 

2.2 Establishment of stable cell lines overexpressing mCherry-EGFP-LC3B. 

The pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B construct was obtained from addgene (22418). The 

stable CHOP +/+ and CHOP -/- cell lines were generated by infection with mCherry-EGFP-LC3B 

lentivirus. 

 

2.3 Cell survival assay 

Cells were seeded in 96-well cell culture plates and cultured either in control or leucine-free 

medium. The viability of the cells was measured using XTT Cell Viability Kit (Cell Signaling 

Technology (Beverly, MA ; cat no. 9095). 

 

2.4 Apoptosis assays. 

Apoptosis was evaluated by flow cytometry analysis using the ANXA5-PE/7-AAD apoptosis 

detection kit purchased from BD Biosciences (cat no. 559763) following the manufacturer’s 

instruction. Caspase activation was detected by western blot. 

 

2.5 Analysis of gene expression using real time RT-PCR 

Real-time RT-PCR were performed as previously described [18]. The primer sequences for 

specific mouse mRNA sequences are listed on Supplementary Table 1. To control for RNA 

quality and cDNA synthesis, β-actin mRNA was also amplified with forward (5'-

TACAGCTTCACCACCACAGC-3') and reverse primers (5'-AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-

3'). The abundance of each RNA was normalized to the β-actin signal. Each experiment was 

repeated three times to confirm the reproducibility of the results. 
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2.6 Antibodies 

ATF4 (sc-200), CHOP (sc-575), β-actin (sc-7210) and normal rabbit IgG (sc-2027) antibodies 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA). The p62 antibody was 

obtained from Abnova (cat. no. H00008878-M01). The CHOP (cat no. 5554S), eIF2α (cat no. 

9722S), P-eIF2α (cat no. 3398S), Caspase-3 antibody (cat no. 9662S) and cleaved caspase-3 

antibodies (9661S) used in western blot analysis were from Cell Signaling Technology (Beverly, 

MA). The MAP1LC3B antibody was from Sigma (cat no. L7543) . 

 

2.7 Immunoblot analysis 

Western blots analysis were performed as previously described [18]. 

 

2.8 Chromatin immunoprecipitation analysis (ChIP) 

ChIP analysis was performed as previously described [18]. Purified immunoprecipitated DNA 

was analyzed by Real-time quantitative PCR as described (for a list of primer sequences, see 

Supplementary Table 2). The results are expressed as the percentage of antibody binding versus 

the amount of PCR product obtained using a standardized aliquot of input chromatin (% of 

Input). Samples from at least three independent immunoprecipitations were analyzed in duplicate 

PCR assays and results are reported as the means ±S.E.M. 

 

 

3. Results and discussion 

 

3.1 Role of CHOP in a decrease of cell survival in response to long-time leucine starvation. 

 To analyse the role of CHOP in the control of cell survival, we used CHOP knockout Mouse 

Embryonic Fibroblasts (MEFs) and the corresponding wild-type cells. Protein analysis showed 

that in wild-type cells, phosphorylation of eIF2α, ATF4 and CHOP protein levels were markedly 

increased by both a short (6h) or a long-time (16-48h) leucine starvation (Figure 1A). A similar 

induction of eIF2α phosphorylation and ATF4 levels was also observed in CHOP-/- cells as 

expected. Kinetic analysis revealed that CHOP mRNA levels was markedly induced in response 

to 4-48h of leucine starvation (Figure 1B). ChiP assays performed by using primer sets covering 

the CHOP AARE confirmed that both ATF4 and CHOP were bound to CHOP promoter 

following leucine deprivation. 
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 We next sought to determine the role of CHOP in the control of cell survival in response to 

amino acid starvation. To this end, CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs were subjected to leucine-free 

medium for 4-48 h and cell viability was assessed. Viable numbers of cells were almost identical 

in both genotype following a short-time (4-6 h) of leucine starvation (Figure 1B). By contrast, 

CHOP-/- MEFs showed an enhanced cell survival in response to a long-time (16-48h) leucine 

deprivation compared to wild-type cells. Collectively, these results showed that CHOP is 

involved in the control of cell viability following a prolonged leucine starvation. 

 

3.2 Role of CHOP in regulation of apoptosis in response to a prolonged leucine starvation. 

 To address the role of CHOP in amino acid-induced apoptosis, we measured the levels of the 

cleaved form of the caspase 3 (CASP-3), an apoptotic marker, in CHOP+/+ and CHOP-/- 

subjected to an amino acid deprivation. Cleaved CASP-3 increased from 16 h of leucine 

deprivation and reached a maximum within 24 h of treatment in wild-type MEF (Figure 2A). By 

contrast, CHOP-/- cells cultured in leucine-free medium did not exhibit detectable levels of 

CASP-3 cleavage before 24 h with a maximum at 36 h. Flow cytometry analysis of apoptotic 

population by annexin V staining showed that the lack of CHOP reduced the percentage of 

apoptotic cells from 16 h or 24 h of leucine starvation (Figure 2B). These data confirm the 

important role of CHOP in amino acid-induced apoptosis. 

 Previous studies have described that CHOP is involved in the control of cell death through 

the regulation of key pro-apoptotic genes such as Bim and Puma [19-22]. We then addressed the 

role of CHOP in the amino acid regulated transcription of these genes involved in the control of 

cell death. Gene expression measurements showed that both PUMA and BIM mRNAs were 

markedly induced in reponse to 16-48 h of leucine starvation (Figure 2C). Lack of CHOP 

abolished the PUMA and BIM mRNA inducibility in cells deprived of leucine. ChIP assays 

clearly showed that CHOP and ATF4 were recruited to Bim promoter from 16 h of leucine 

starvation whereas only CHOP was bound to those of Puma. Altogether these results highlighted 

that CHOP through the direct regulation of specific genes related to the apoptotic process, plays a 

role in the control of cell death in response to a prolonged leucine starvation. 

 

3.3 Role of CHOP in the control of autophagy in response to a long-time of leucine starvation. 

 We have shown above that in the absence of CHOP expression, cell survival was enhanced 

following a prolonged leucine starvation. To assess the role of CHOP in the regulation of 

autophagy in amino acid-starved cells, we monitored the processing of MAP1LC3-B, an 
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important marker for autophagy [23]. Conversion of MAP1LC3B from its cytosolic form (LC3-I) 

to its lipidated membrane-bound form (LC3II) in CHOP-null MEFs and their corresponding wild-

type cells was followed by immunoblotting. The LC3II/LC3I ratio was increased in both genotype 

following 16-48 h of leucine starvation (Figure 3A). Interestingly, lack of CHOP resulted in a 

significant augmentation of the LC3II/LCI ratio inducibility by 16-48 h of leucine starvation. In 

the same time, gene expression analysis showed higher Map1lc3b mRNA induction level in 

CHOP-/- MEFs than in wild-type cells from a 16 h of leucine starvation (Figure 3B). To confirm 

the role of CHOP in the control of amino acid-induced autophagy, we expressed mCherry-EGFP-

LC3B in both genotypes. Colocalization of both GFP and mCherry fluorescence allowed to 

distinguish between autophagosomes (orange) and amphisomes or autolysosomes (red only) [24]. 

Figure 3C showed that the number of autophagosome increased in CHOP-deficient and wild-type 

cells confirming the increased autophagic flux resulting from 16-48 h of leucine starvation. 

Interestingly, this increase was greater in CHOP-/- than in wild-type MEFs which is in agreement 

with the elevated MAP1LC3-B processing described above. 

 We have recently provided evidence that CHOP can directly upregulate the transcription of 

two classes of autophagy genes involved in the formation, elongation and function of the 

autophagosome in response to a short time (4-8 h) of leucine starvation [18]. The first class 

includes p62, Nbr1 and Atg7 where both ATF4 and CHOP were bound to an AARE in response 

to leucine starvation whereas the second class contained Atg5, Atg10 and Gabarap where CHOP 

was recruited to a CHOP-RE without interacting with ATF4. Kinetic analysis revealed that in 

wild-type cells, the mRNA levels of all these autophagy genes increased after 4 h, decreased at 8 

h and then increased again from 16 h of leucine starvation (Figure 4). ChIP assays clearly showed 

that both CHOP and ATF4 were bound to p62, Nbr1 and Atg7 promoters following 6 and 16-48 h 

of leucine starvation whereas only CHOP was bound to those of Atg10, Gabarap and Atg5. By 

contrast, the levels of all these mRNAs did not increase after 4-8 h in CHOP knockout MEFs as 

previously described [18] but increased from 16 h to a greater extent than in CHOP+/+ cells. 

Collectively these data show that CHOP appears to play an important role in limiting autophagy 

in response to long-time starvation. 

 In conclusion, the data reported in the present study yield several novel findings regarding the 

pivotal role of CHOP in the control of amino acid-induced autophagy and apoptosis according to 

the duration of the leucine starvation. (1) We show that during the first 6 h of starvation, the 

induction of the eIF2α/ATF4/CHOP pathway is implicated in the upregulation of a number of 

autophagy genes while cell viability is not affected. (2) We demonstrate that in case of a long-
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time amino acid starvation, CHOP appears to both limit autophagy and induce apoptosis through 

the transcriptional control of specific target genes. We propose that CHOP could have a dual role 

in the cell fate according to the duration of amino acid deficiency (Figure 5). At first, CHOP 

contributes to increase the capacity to maintain autophagy by regulating transcription of specific 

classes of autophagy genes and thus participates in cell survival. Thereafter, if the stress is 

prolonged, CHOP is involved in both apoptosis induction and autophagic process restriction. 

Studying the mechanisms involved in the “molecular switch” of the CHOP’s function will 

provide additional insight into these important processes. It is also noteworthy that transcription 

of a number of autophagy genes are markedly up-regulated during the apoptotic phase. We 

hypothesize that the induction of these autophagy genes could contribute to the induction of the 

apoptotic process as previously described [25, 26]. 

 Taken together, these results demonstrate that following amino acid starvation there is a 

highly coordinated time-dependent program of molecular mechanisms involving the 

eIF2α/ATF4/CHOP pathway leading first to autophagy and then to apoptosis if starvation is 

prolonged. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Role of the eIF2α/ATF4/CHOP pathway in the control of cell survival following 

leucine starvation.  

(A) Immunoblot analysis of phosphorylation of eIF2α and eIF2α, ATF4, CHOP, β-actin protein 

contents from MEFs incubated for 6-48 h either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu). 

(B) For kinetic analysis of CHOP mRNA expression, total RNA from CHOP+/+ MEFs incubated 

for 4-48h either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu) was examined by RT-qPCR. ChIP 

analysis was performed from wild-type MEFs incubated 6 or 24 h either in control (+leu) or 

leucine-free medium (-leu) using antibodies specific for ATF4 and CHOP and primers to amplify 
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Chop AARE. Data were plotted as the percentage of antibody binding versus the amount of PCR 

product obtained using a standardized aliquot of input chromatin (% of Input). The graphs show 

means ± S.E.M. of three independent experiments. t tests have been performed to compare the 

means. (*) indicates a p value of ≤0.05 relative to the +leu medium value. (C) Cell viability was 

measured by the XTT assay. The percentage of cell survival is normalized to the control (time 0) 

for each cell type. Means and SDs from triplicate samples are shown. 

 

Figure 2: Role of CHOP in apoptosis following long-time leucine starvation. 

(A) Immunoblot analysis of caspase 3 (uncleaved and cleaved forms) and β-actin content from 

CHOP +/+ and CHOP -/- MEFs incubated for 8-48 h either in control (+leu) or leucine-free 

medium (-leu). The blot shown is representative of three independent experiments. (B) CHOP+/+ 

and CHOP-/- MEFs incubated either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu) for 6, 24 and 

36 h were stained for 7-AAD and Annexin V and detected by flow cytometry analysis. (C) For 

kinetic analysis of CHOP-dependent apoptotic gene expression in response to leucine starvation, 

total RNA from CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs incubated for 4-48h either in control (+leu) or 

leucine-free medium (-leu) was examined by RT-qPCR (see supplementary Table 1 for 

sequences). ChIP analysis was performed from wild-type MEFs incubated 6 , 24, 36 and 48 h 

either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu) using antibodies specific for ATF4 and 

CHOP and primers to amplify a part of the corresponding promoters (see supplementary Table 2 

for sequences) containing ATF4 or CHOP binding sites. Data were plotted as the percentage of 

antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a standardized aliquot of 

input chromatin (% of Input). The graphs show means ± S.E.M. of three independent 

experiments. t tests have been performed to compare the means. (*) indicates a p value of ≤0.05 

relative to the +leu medium value. 

 

Figure 3: Induction of autophagy in CHOP+/+ and CHOP -/- MEF in response to long-time 

leucine starvation. 

(A) Immunoblot analysis of LC3B processing and p62 protein content from MEFs incubated for 

16-48 h either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu). β-actin was used as a loading 

control. The LC3-II/LC3-I ratio was calculated based on densitometry analysis of both bands 

using Image J software. The graphs show means ± S.E.M. of three independent experiments. t 

tests have been performed to compare the means. (*) indicates a p value of ≤0.05 relative to the 

+leu medium value and (#) indicates a p value of ≤0.05 relative to the -leu medium value in wild-
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type cells. (B) For kinetic analysis of MAP1-LC3B mRNA expression, total RNA from 

CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs incubated for 4-48h either in control (+leu) or leucine-free 

medium (-leu) was examined by RT-qPCR (see supplementary Table 1 for sequences). (C) Stably 

transfected CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs with mCherry-GFP-LC3B were incubated for 16-48h 

either in control (+leu) or leucine-free medium and autophagosomes and autolysosomes were 

visualized by green and red fluorescence microscopy.Scale bars are 10 µM. 

 

Figure 4: Upregulation of a number of autophagy genes in CHOP+/+ and CHOP -/- MEF in 

response to leucine starvation. 

CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs were incubated for 4-48h either in control (+leu) or leucine-free 

medium. For kinetic analysis of CHOP-dependent autophagy gene expression in response to 

leucine starvation, total RNA from CHOP+/+ and CHOP-/- MEFs incubated for 4-48h either in 

control (+leu) or leucine-free medium (-leu) was examined by RT-qPCR (see supplementary 

Table 1 for sequences). ChIP analysis was performed from wild-type MEFs incubated 6, 24, 36 

and 48 h either in control (+leu) or leucine-free medium (-leu) using antibodies specific for ATF4 

and CHOP and primers to amplify a part of the corresponding promoter (see supplementary Table 

2 for sequences) containing ATF4 or CHOP binding sites. Data were plotted as the percentage of 

antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a standardized aliquot of 

input chromatin (% of Input). The graphs show means ± S.E.M. of three independent 

experiments. t tests have been performed to compare the means. (*) indicates a p value of ≤0.05 

relative to the +leu medium value. 

 

Figure 5: A model for the dual role of CHOP in the control of amino acid-induced autophagy 

and apoptosis. 
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Supplementary table 1. qPCR primers  

Gene Forward Reverse 

Chop 5’-CCTAGCTTGGCTGACAGAGG-3’ 5’-CTGCTCCTTCTCCTTCATGC-3’ 

p62 5'-TGGGCAAGGAGGAGGCGACC-3' 5'-CCTCATCGCGGTAGTGCGCC-3 

Nbr1 5’-TTCCAGGAAGACTACAATTC-3’ 5’-ATGCAATTCTTCCTTCTTAG-3’ 

Atg7 5’-TAATAGTGCCCTGGACG-3’ 5’-GCAGAGTCACCATTGTAGTA-3’ 

Atg5 5’-ATATCAGACCACGACGGAGC-3’ 5’-TTGGCTCTATCCCGTGAATC-3’ 

Atg10 5’-CAAAACACAGTTTCGAATAA-3’ 5’-TCATGTTTAATCACTTCTGC-3’ 

Gabarap 5’-GAGAAAATCCGAAAGAAATA-3’ 5’-TGACCAACTGTAAGATCAGA-3’ 

Map1lc3b 5’-CGTCCTGGACAAGACCAAGT-3’ 5’-ACCATGTACAGGAAGCCGTC-3’ 

Puma 5’-CGGAGACAAGAAGAGCAGCA-3’ 5’-AGTTGGGCTCCATTTCTGGG-3’ 

Bim 5’-GCCAGGCCTTCAACCACTAT-3’ 5’-CAGCTCCTGTGCAATCCGTA-3’ 



 

  



   

 

 

 

Supplementary table 2. qPCR primers used to detect promoter-enrichment in ChIP 
 

Gene Forward Reverse 
Amplicon 
location 

Chop  5'-GGGCAGACAAGTTCAGGAAG-3' 5'-ATGATGCAATGTTTGGCAAC-3' -439 to -274 

p62 5'-CCTGGTTTTGGCGTTTGTAT-3' 5'-GGGATACAGGTCATGAGGATTT-3' -1306 to -1193 

Nbr1 5’-GATAAATCCATTTCTTCCAG-3’ 5’-GGCAAGGTAAGCTACTGTAT-3’ -3065 to -2961 

Atg7 5’-TGATCATCCTGGACTATAGAA-3’ 5’-TGAACATAATGAAATGCTCT-3’ -969 to -865 

Atg5 5'-GACAGAGCAAAGTGTCGTGG-3' 5'- TGAGACAAGCTCTCGTGCAA-3' -1097 to -947 

Atg10 5’-TAACTTCTAAGCCCCTTTTA-3’ 5’-TGTAAGTCCATATTGTTTCG-3’ -863 to -714 

Gabarap 5’-CTTTTGGCTTCTATCAGATT-3’ 5’-TAACTGGTGTTGGTGAAATA-3’ -1310 to -1178 

Puma 5’-GTGTCTTATCTCACATGGCTGT-3’ 5’-CTCACGGCACTTGACAGACT-3’ -1169 to -1038 

Bim 5’-GTTCTTCCGACACAGCCAGA-3’ 5’-GGGTTGGGCTATGTGCTCTT-3’ -1978 to -1807 
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4. Résultats 

Tout d’abord, nous avons vérifié l’activation de la voie eIF2α/ATF4 en présence ou en 

absence de CHOP en réponse à une cinétique de carence en leucine dans les deux génotypes 

cellulaires: (1) expression d’ATF4 et phosphorylation d’eIF2α ; (2) induction de l’expression de 

CHOP, ainsi que (3) fixation de CHOP et/ou ATF4 au niveau de l’AARE précédemment décrit. 

Par la suite, l’étude la survie cellulaire par la technique du XTT a mis en évidence que 

l’invalidation de l’expression de CHOP (1) n’affecte pas la viabilité cellulaire lors d’une carence 

courte (4-6h), (2) augmente la survie cellulaire lors de longues carences en leucine (16h-48h). 

Dans la deuxième partie de l’étude, nous avons mis en évidence le rôle clé joué par CHOP 

dans la mort cellulaire par apoptose en réponse à de longues carences en leucine et ceci en 

regardant le clivage de la caspase3 et le double marquage des cellules en Annexin-V et en 7-

AAD. Les résultats obtenus montrent une apoptose plus importante en présence de CHOP. 

L’étude de l’induction des gènes cibles de CHOP et marqueurs de l’activité pro-apoptotique 

(Puma et Bim) a confirmé ce résultat. 

Dans la troisième partie, afin de déterminer le rôle joué par CHOP dans la régulation du 

processus autophagique en réponse à de longues carences en leucine (16h-48h), nous avons 

étudié (1) la lipidation et l’induction de l’expression de LC3 en présence ou non de CHOP. Les 

résultats obtenus montrent que l’absence de CHOP favorise le maintien de l’autophagie en 

réponse. (2) Le marquage cellulaire par mCherry-EGFP-LC3B confirme ce résultat. (3) 

l’induction de l’expression des différents gènes impliqués dans l’autophagie et la fixation de 

CHOP et d’ATF4 sur leurs séquences promotrices (p62, Nbr1, Atg7, Atg5, Atg10 et Gabarap), 

décrits comme étant dépendant de CHOP. Les résultats obtenus montrent que d’une part, ces 

différents gènes restent induits en présence de CHOP en réponse à de longues carences en 

leucine avec un maintien de la fixation d’ATF4 et/ou de CHOP sur leurs séquences promotrices, 

d’autre part, l’absence de CHOP entraine une augmentation de l’induction de la transcription de 

tous les gènes de l’autophagie étudiés. 

5. Conclusion 

Les résultats obtenus montrent que CHOP joue un rôle différent en fonction de la durée 

de la carence en un acide aminé indispensable. Pour des temps courts de carence (2-8h), (1) la 

viabilité cellulaire n’est pas affectée et (2) CHOP joue un rôle clé dans la régulation de la 

transcription des gènes de l’autophagie mais n’induit pas ceux impliqués dans le processus 
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apoptotique. Lors d’une carence longue (16-48h), le facteur CHOP est impliqué à la fois, dans le 

processus apoptotique en activant la transcription de gènes spécifiques et dans la répression du 

processus autophagique.  

Le facteur de transcription CHOP joue donc un double rôle à la fois dans les processus 

autophagique et apoptotique en fonction de la durée de la carence en acides aminés. Cependant, 

les mécanismes moléculaires impliqués dans le changement de fonction de CHOP restent encore 

à élucider. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

 

1. Introduction 

Dans des conditions de stress cellulaire de courte durée, tel qu’une carence en acides 

aminés, la cellule met en place un des processus protéolytique les plus importants, l’autophagie. 

Nos résultats obtenus dans des cellules en culture, mettent en évidence le rôle clé joué par la voie 

eIF2α/ATF4 dans la régulation de la transcription d’un grand nombre de gènes impliqués dans le 

processus autophagique. Cette régulation requière la fixation des facteurs de transcription ATF4 

ou/et CHOP sur les séquences promotrices de type AARE ou CHOP-RE. De plus, la liaison 

simultanée de ces deux facteurs sur une même séquence AARE confère à la transcription des 

gènes une plus grande sensibilité de sa réponse à la carence en acides aminés. 

Quand le stress cellulaire perdure dans le temps, la cellule met en place des processus de 

mort cellulaire, principalement le processus apoptotique. Les mécanismes mis en jeu impliquent 

le facteur de transcription CHOP qui favorise l’expression des gènes responsables de la mise en 

place du processus apoptotique, tout en limitant l’expression de ceux impliqués dans le processus 

autophagique. 

L’ensemble des résultats présentés dans ce travail, montre l’importance de la voie 

eIF2α/ATF4 à la fois, dans la régulation du processus autophagique afin de permettre à la cellule 

de survivre lors d’un stress de courte durée, mais aussi dans la régulation du processus 

apoptotique face à un stress de longue durée. 

Dans ce chapitre, les résultats obtenus seront discutés et des expériences seront proposées 

afin de préciser les mécanismes moléculaires de régulation des gènes et des acteurs impliqués 

dans le processus autophagique via la voie eIF2α/ATF4/CHOP. L’étude de ces mécanismes sera 

abordée successivement pour des temps courts puis longs de carence en acides aminés ainsi que 

la validation de ces résultats dans un modèle in vivo. 
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2. Implication de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de la transcription 

des gènes de l’autophagie lors d’une courte carence en acides aminés 

� Les voies mTORC1 et eIF2α/ATF4 ont-elles les mêmes cibles de facteurs de 

transcription impliqués dans la régulation des gènes de l’autophagie? 

La variation de concentrations en acides aminés conduit à la modulation de plusieurs voies 

de signalisation. En particulier, lors d’une carence en acides aminés indispensables, la voie 

GCN2/eIF2α/ATF4 est activée alors que la voie mTORC1 est inhibée par ce même signal. Il a 

été décrit que la kinase mTOR joue un rôle clé dans la régulation de certains facteurs de 

transcription impliqués dans la régulation du processus autophagique tel que le facteur TFEB. 

Comme décrit dans la partie de l’étude bibliographique, TFEB est, en conditions basales, retenu 

dans le cytoplasme sous sa forme inactive phosphorylée via principalement l’action des kinases 

ERK2 ou mTORC1. Suite au jeûne ou à une carence nutritionnelle, ces kinases sont inhibées ce 

qui permet à TFEB de transloquer dans le noyau activant ainsi l’expression de gènes impliqués 

dans  la formation et l’élongation des autophagosomes (WIPI, MAP1LC3, ATG9B), de gènes 

codant pour les protéines « cargo » (p62/SQSTM1) et enfin de gènes jouant un rôle clé dans la 

fusion des autophagosomes avec les lysosomes (UVRAG, VPS11, VPS18) (Settembre et al, 

2011). 

Il serait donc intéressant de déterminer si l’inhibition de la voie impliquant le complexe 

mTORC1 n’agirait pas en synergie avec l’activation de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation 

des gènes de l’autophagie en réponse à une carence en un acide aminé indispensable. Pour y 

parvenir, pourront être étudiés dans des conditions de carence: (1) l’effet de l’inhibition de 

mTORC1 (rapamycine, siRNA dirigé contre raptor…) sur la régulation des gènes cibles de la 

voie eIF2α/ATF4; (2) l’implication de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation des facteurs de 

transcription cibles de mTORC1 tel que TFEB. Pour cela, pourront être réalisées des études (i) 

de la translocation du facteur TFEB dans des cellules GCN2-/- et ATF4-/- et (ii) de la fixation 

des facteurs ATF4 et CHOP sur la séquence promotrice de TFEB (ChIP). 

� Identification des partenaires d’ATF4 sur l’AARE 

 Nous avons mis en évidence une classe de gènes de l’autophagie qui fixent ATF4 sur leur 

promoteur en absence de CHOP et de C/EBPβ (Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1, et 

Gabarapl2). Etant donné qu’ATF4 ne se fixe que sous forme d’hétérodimère, il apparait 

important d’identifier le(s) partenaire(s) protéique(s) qui pourrai(en)t interagir avec ATF4 et 

ainsi participer à la régulation de la transcription dépendante de l’AARE. Un certain nombre de 
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facteurs ont déjà été décrits dans le cas d’autres gènes régulés par ATF4 tels que les facteurs de 

transcription ATF2, ATF5, ATF7 ou ATF3 (Kilberg et al, 2009). La présence de ces partenaires 

protéiques pourra être, dans un premier temps, identifiée par immunoprécipitation de la 

chromatine (double ChIP) afin de vérifier la fixation de ce(s) facteur(s) sur la séquence AARE 

des gènes cibles. Dans un deuxième temps, l’activité fonctionnelle de ce(s) facteur(s) identifié(s) 

pourra être vérifiée par cotransfections transitoires des cellules avec des constructions luciférase 

(LUC) contenant le fragment génomique codant pour l’AARE et des vecteurs d’expression des 

facteurs étudiés. Dans un troisième temps, le rôle fonctionnel de ce(s) facteur(s) pourra être testé 

dans des cellules invalidées pour leurs expressions. L’acquisition de ces informations permettrait 

de mieux connaitre les mécanismes gouvernant la régulation de la transcription des gènes de 

l’autophagie via la voie eIF2α/ATF4. 

� Etude de la fonctionnalité des séquences AARE et CHOP-RE  

Nous avons pu identifier un AARE fonctionnel (3’-GTGTCATCA-5’) dans la séquence 

promotrice de p62 qui diffère d’une base avec la séquence consensus et sur lequel se fixent les 

facteurs de transcription ATF4 et CHOP. Ces deux facteurs sont indispensables et coopèrent 

pour activer la transcription. Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence des séquences 

AARE et CHOP-RE dans le promoteur des différents gènes impliqués dans l’autophagie à l’aide 

des séquences consensus précédemment décrites (Figure S3, 1er Article). La fixation d’ATF4 

et/ou de CHOP sur ces séquences AARE et CHOP-RE a été établie sur les produits 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) avec des anticorps dirigés contre ATF4 et/ou 

CHOP et amplifiés à l’aide d’amorces chevauchant ces séquences. 

Cependant, le rôle fonctionnel de ces séquences identifiées reste à démontrer. Des 

expériences de transfections transitoires avec des vecteurs AARE- ou CHOP-RE-Luciférase 

pourront être réalisées dans des cellules en cultures carencées ou non en leucine. Une fois la 

fonctionnalité des séquences mise en évidence, une séquence consensus pourra être établie pour 

les AARE et les CHOP-RE des gènes de l’autophagie. Par la suite, ceci permettra de rechercher 

de nouveaux gènes de l’autophagie dont la transcription régulée par la voie eIF2α/ATF4. 

� Recherche d’autres gènes de l’autophagie potentiellement régulés par la voie 

eIF2α/ATF4 

Les gènes codant pour des protéines impliquées dans le processus autophagique sont 

nombreux. Pour la majorité des gènes testés, nous avons réussi à mettre en évidence 

l’importance de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de leur transcription en réponse au stress. 
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La régulation transcriptionnelle de ces gènes permettrait ainsi le maintien de l’autophagie via le 

renouvellement continu des protéines autophagiques consommées au cours de ce processus.  

Néanmoins, il apparait important de tester l’implication de la voie eIF2α/ATF4 dans la 

régulation d’autres gènes de l’autophagie. En particulier, pourront être étudiés des gènes codant 

pour des protéines impliquées dans: (i) l’initiation de l’autophagie: ULK1, ATG13, FIP200, (ii) 

la formation du pré-autophagosome: Vps34(PIK3C3), Vps15, ATG14L, UVRAG, Ambra…et (iii) 

l’élongation: ATG4, WIPI1… Ces gènes pourront être mis en évidence grâce à (1) la recherche 

des séquences consensus AARE ou CHOP-RE dans leurs promoteurs (2) la mesure de 

l’induction de leur ARNm par qPCR en réponse à la carence en acides aminés (3) le criblage à 

plus grande échelle par utilisation de puces à ARNs ciblées pour la fonction autophagique. Les 

gènes identifiés pourront par la suite être classés selon leur dépendance à ATF4 et/ou CHOP. 

� Etude de la corrélation entre l’accumulation de l’ARNm et sa protéine pour les 

différents gènes impliqués dans le processus autophagique  

Les résultats que nous avons obtenus montrent que l’induction de l’ARNm de p62 par la 

voie eIF2α/ATF4 en réponse à une carence en acides aminés, permet de maintenir un niveau 

stable de la protéine en dépit de sa dégradation par les autolysosomes. Il apparaît donc 

indispensable de vérifier s’il existe une corrélation entre l’accumulation des ARNm et leurs 

protéines pour les autres gènes impliqués dans le processus autophagique. Pour cela, le niveau 

protéique des autres acteurs autophagiques étudiés pourra être suivi par western blot dans des 

cellules sauvages, et dans des cellules invalidées pour l’expression de GCN2, ATF4 ou CHOP, 

carencées ou non en leucine. 

3. Etude de la spécificité et de la fonctionnalité de p62 dans le processus 

autophagique 

� Etude de la spécificité de p62 dans l’autophagie dans notre modèle d’étude 

p62 est une protéine décrite comme étant impliquée à la fois dans le processus autophagique 

et dans le complexe du protéasome-ubiquitine-dépendant (UPS). Dans les deux cas, p62 

reconnaît les protéines ubiquitinylées destinées à la dégradation. Dans le processus dépendant du 

protéasome (UPS), p62 joue le rôle d’une E3-ligase en transférant les protéines ubiquitinylées 

sur les E4-ligases. Dans le cas de l’autophagie sélective, l'activité spécifique de p62 semble être 

contrôlée par son état de phosphorylation (médiée par la caséine kinase 2, CK2) sur la sérine 403 

de son domaine d’interaction avec l’ubiquitine (UBA) (Matsumoto et al, 2011). 
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Etant donné le double rôle de p62, il serait donc important de déterminer si l’induction de 

l’expression de cette protéine observée lors d’une carence en acide aminé, participe uniquement 

au processus autophagique ou intervient aussi dans le complexe UPS. Pour répondre à cette 

question, des inhibiteurs spécifiques du complexe UPS qui n’interfèrent pas avec la voie 

eIF2α/ATF4 tels que la lactacystine (Dick et al, 1997) ou l’epoxomycine (Meng et al, 1999) 

pourront être utilisés. D’autre part, la phosphorylation de p62 sur sa sérine 403 pourra être 

étudiée faite par double marquage GFP-p62/ S403-p au microscope confocal mais aussi par 

western blot grâce à l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre phospho-p62 (Matsumoto 

et al, 2011). 

� Etude du rôle fonctionnel de p62 dans l’autophagie lors d’une carence en 

acides aminés 

Le niveau protéique de p62 est maintenu lors d’une carence en acides aminés grâce à la 

régulation transcriptionnelle de son gène via la voie eIF2α/ATF4. Il apparait donc important de 

vérifier le rôle fonctionnel de p62 dans la viabilité cellulaire via son implication dans le 

processus autophagique selon la durée de la carence en un acide aminé indispensable. Pour cela, 

des cellules invalidées pour l’expression de p62 (p62-/-) pourront être utilisées (Rodriguez et al, 

2006). La régulation du processus autophagique lors de la carence en acides aminés pourrait être 

étudiée dans des p62-/- versus p62+/+ grâce à (1) la quantification de la lipidation de LC3, (2) 

l’observation de la fluorescence de cellules exprimant la construction mCherry-EGFP-LC3B. (3) 

la mesure de l’accumulation des agrégats cellulaires et protéiques destinés à la dégradation grâce 

à la quantification du produit du western blot ou de la microscopie à fluorescence de l’ubiquitine 

marquée. 

 

4. Réponse différentielle de l’expression des gènes en fonction de la 

sévérité de la carence en acides aminés 

� Cas des gènes de l’autophagie étudiés 

Le modèle de carence en un acide aminé indispensable présente un avantage considérable 

dans l’étude de l’effet d’un stress sur les processus adaptatifs de la cellule. En effet, 

contrairement à un stress du RE, aux dommages à l’ADN ou à l’hypoxie, la carence en un acide 

aminé indispensable constitue un stress ménagé pour la cellule. Afin de déterminer la sensibilité 

des différentes classes de gènes mises en évidence dans notre étude, nous avons étudié l’effet de 

concentrations croissantes en leucine sur l’induction de leur expression. Les résultats obtenus 
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Figure 58: Réponse différentielle de l’expression des gènes en fonction de la sévérité de la

carence en leucine. Les résultats que nous avons obtenus suggèrent que la fixation simultanée des

deux facteurs de transcription ATF4 et CHOP sur la même séquence AARE promotrice confère au

gène une plus grande sensibilité de sa réponse transcriptionnelle à la carence en acides aminés.
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nous ont permis de corréler la sévérité de la carence en leucine au mécanisme de régulation. 

Nous avons notamment montré pour les gènes p62, Atg7 et Nbr1, dont la transcription est 

régulée par la coopération des facteurs ATF4 et CHOP, que l’induction de leur expression est 

détectable dès 100µM de concentration en leucine. Par contre, pour les deux autres classes de 

gènes qui ne fixent qu’ATF4 (Atg16l1, Map1lc3b, Atg12, Atg3, Becn1, Gabarapl2) et ceux qui 

fixent CHOP et C/EBPβ (Atg10, Atg5 et Gabarap) sur leurs séquences promotrices, leur 

expression est induite à des concentrations plus faibles (entre 70 et 30µM) (Figure 58). Il serait 

donc intéressant de vérifier si cette différence de sensibilité de réponse entre les différentes 

classes de gènes est observée pour d’autres acides aminés indispensables. 

� Cas d’autres gènes cibles de la voie eIF2α/ATF4 

Cette réponse différentielle en fonction de la sévérité de la carence ne se limite pas aux 

gènes de l’autophagie. En effet, la voie eIF2α/ATF4 est impliquée dans la régulation d’autres 

gènes cibles qui jouent des rôles cellulaires différents dans l’adaptation au stress (GADD34, 

ASNS, TRB3 et ATF3). Leur régulation dépend de la fixation d’ATF4 et/ou de CHOP sur leurs 

séquences promotrices, sans la mise en place d’une coopération entre les deux facteurs (Siu et al, 

2002 ; Su & Kilberg, 2008) (Figure 59). Les résultats obtenus confirment que lorsqu’ATF4 et 

CHOP ne se fixent pas sur la même séquence promotrice de type AARE, la sensibilité à la 

diminution de la concentration en acides aminés est moindre (entre 70 et 30µM) comparée à 

celle des gènes tels que p62, Atg7 et Nbr1 qui sont régulés grâce à la coopération entre les 

facteurs de transcription ATF4 et CHOP. Ce phénomène pourrait être du à l’accumulation 

précoce à la fois des protéines ATF4 et CHOP lors d’une carence en acides aminés. Ainsi, 

l’ensemble de ces résultats suggèrent une corrélation entre la régulation de la transcription des 

gènes régulés via la fixation et la coopération d’ATF4 et de CHOP sur la séquence AARE et leur 

meilleure sensibilité au stress cellulaire.  

� Corrélation entre la sensibilité au stress et la fonction des ATG   

L’ensemble des résultats obtenus mettent en évidence que la classe des gènes p62, Atg7 et 

Nbr1 régulés à la fois par ATF4 et CHOP est la plus sensible au stress cellulaire. Ces protéines 

jouent un rôle fonctionnel important dès les premières étapes du processus autophagique ce qui 

pourrait expliquer la sensibilité de leur induction lors d’un stress. En effet, ATG7 est décrit 

comme une «Ubiquitin-activating enzyme E1-like protein» qui chaperonne la formation du 

complexe ATG5-ATG12-ATG16L et par conséquent joue un rôle indispensable dans les 

premières étapes de la formation de l’autophagosome. p62 et NBR1, quant à elles, sont des 

protéines « cargo » qui sont rapidement utilisés et dégradées par l’autolysosome.  
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Par conséquent, il serait intéressant de vérifier le rôle précoce de ces protéines dans 

l’autophagie pour des différentes concentrations en acides aminés et à différents temps de 

carence. Dans des modèles cellulaires invalidés pour l’expression de certains gènes (ATG7-/-, 

p62-/-, NBR1-/-), pourrait être étudiés: (1) la variation de la lipidation de LC3 par Western Blot 

et la quantité protéique d’autres marqueurs de l’autophagie tels que p62; (2) l’impact sur la 

formation des autolysosomes grâce au double marquage mCherry-EGFP-LC3B.  

L’ensemble des données obtenues sur la chronologie de l’induction des gènes de 

l’autophagie en fonction de leur sensibilité aux stress permettrait de fournir des informations 

importantes pour les études in vivo ultérieures. 

 

5. Régulation de la transcription des gènes de l’autophagie lors de longues 

carence en acides aminés 

Lors de courtes périodes de stress (2-8h), CHOP est impliqué dans le processus 

autophagique et la survie cellulaire via son rôle clé dans la régulation transcriptionnelle de 

certains gènes de l’autophagie. Cependant, quand le stress perdure dans le temps (16h-48h), la 

mort cellulaire programmée se met en place et le rôle de CHOP dans l’induction du processus 

apoptotique prédominerait sur son rôle pro-autophagique. Pour ces temps longs de carence, une 

induction de l’expression des gènes pro-apoptotiques et une inhibition dépendante de CHOP des 

gènes autophagiques sont observées. En effet, même si les gènes impliqués dans le processus 

autophagique demeurent induits, leur expression est plus forte en absence de ce facteur. 

� Implication d’un autre facteur de transcription dans la régulation de 

l’expression des gènes de l’autophagie lors des longues carences en acides 

aminés? 

Lorsque la carence en acides aminés se prolonge (16h-48h), l’expression des gènes p62, 

Nbr1, et Atg7, Atg10, Atg5 et Gabarap est inhibée par CHOP (induction est plus importante dans 

les cellules CHOP-/- que dans les cellules sauvages). L’étude de l’interaction de CHOP avec la 

séquence promotrice de ces gènes pour ces temps longs de carence, montre un maintien de sa 

fixation au niveau des AARE ou des CHOP-RE de ces gènes. L’hypothèse que nous privilégions 

est qu’un autre facteur de transcription « X » activateur serait recruté au niveau du promoteur de 

ces différents gènes. Ce facteur « X » serait capable de se fixer (i) directement sur les mêmes 

séquences promotrices que CHOP ou (ii) indirectement via sa fixation sur la protéine CHOP 
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Figure 60: Modèle hypothétique de régulation de la transcription des gènes impliqués dans

l’autophagie (p62, Nbr1, Atg7, Atg10, Atg5 et Gabarap) selon la durée de la carence en leucine.

Pour des temps courts de carence en acides aminés (2h-8h), la régulation de la transcription des gènes

p62, Nbr1, Atg7, Atg10, Atg5 et Gabarap est dépendante de CHOP. Cependant, lorsque cette carence

se prolonge (16h-48h), la régulation de leur transcription n’est plus sous la dépendance du facteur

CHOP mais pourrait mettre en jeu un facteur X capable de se fixer sur la même séquence promotrice.
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(Figure 60). D’autre part, l’activité transcriptionnelle de ce facteur serait inhibée en présence de 

CHOP. 

� TFEB, un bon candidat pour la régulation de la transcription de ces gènes lors 

de longues carences en acides aminés  

Le facteur de transcription TFEB a été décrit comme étant un facteur de transcription jouant 

un rôle clé dans la régulation de gènes lysosomaux et de certains gènes impliqués dans le 

processus autophagique (WIPI, MAP1LC3, ATG9B, p62, UVRAG, VPS11, VPS18) en réponse à 

un stress cellulaire (Settembre et al, 2011). De plus, ce facteur de transcription a été décrit 

comme (1) étant activé par déphosphorylation lui permettant ainsi d’être transloqué dans le 

noyau des cellules lors d’une carence en acides aminés et ceci même lors de stress prolongé, (2) 

étant capable de si fixer sur son promoteur et ainsi d’activer sa propre transcription (Settembre et 

al, 2013). Toutes ces données font que TFEB pourrait être le facteur « X » et jouer un rôle clé 

dans la régulation de la transcription des gènes de l’autophagie lors des longues carences en 

acides aminés. 

Des résultats préliminaires d’immuno-précipitations de la chromatine avec un anticorps 

dirigé contre TFEB montrent que ce facteur se fixe d’une part, sur sa propre séquence promotrice 

et d’autre part, sur les séquences promotrices de gènes impliqués dans les processus 

autophagique (p62, ATG10, Gabarap, Nbr1 et ATG7) et apoptotique (PUMA, Bcl2 et Bim) lors 

d’une carence en leucine de 24, 36 ou 48h (Figure 61). Afin de confirmer ces résultats 

préliminaires, il serait important par la suite de regarder lors d’une longue cinétique de carence 

en leucine (1) la translocation de TFEB dans les noyaux des cellules en utilisant un anticorps 

dirigés contre TFEB ; (2) l’induction de l’expression de ces gènes dans les cellules invalidées 

pour TFEB (TFEB-/-) ; (3) l’interaction de TFEB avec CHOP au niveau des séquences 

promotrices des gènes étudiés (double ChIP). Les résultats obtenus devraient nous permettre de 

mieux comprendre le rôle de TFEB dans la régulation des gènes impliqués dans le processus 

autophagique lors d’une carence en acides aminés et son interaction possible avec la voie 

eIF2α/ATF4. 

� Implication des gènes de l’autophagie dans la mise en place de l’apoptose 

Nos résultats montrent qu’en réponse à de longues carences en leucine (16h-48h), 

l’expression des gènes p62, Nbr1, et Atg7, Atg10, Atg5 et Gabarap est maintenue alors que celle 

des gènes impliqués dans le processus apoptotique est induite. Il a été décrit qu’en réponse à un 

stress cellulaire prolongé ou très important, certaines protéines impliquées dans le processus 

autophagique peuvent devenir pro-apoptotiques suite à leurs interactions avec les protéines 



Figure 61: Fixation du facteur de transcription TFEB sur les séquences promotrices de gènes

impliqués dans les processus autophagique et apoptotique. Immuno-précipitation de la chromatine
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impliqués dans les processus autophagique et apoptotique. Immuno-précipitation de la chromatine

issue de MEFs CHOP+/+ carencées ou non en leucine pendant 24, 36 ou 48h avec un anticorps dirigé

contre TFEB. La séquence promotrice des gène cibles fixant TFEB est amplifiée par qPCR grâce à des

primers spécifiques. Le résultat est donné en pourcentage de séquences fixant TFEB par rapport au

produit total de PCR et standardisé par rapport aux IC (Input Chromatine, chromatine non précipitée).

Figure 62: Interaction entre l’autophagie et l’apoptose en réponse à un stress cellulaire. La destinée de

la cellule lors d’un stress dépend de la régulation et de l’interaction entre les deux processus autophagique et

apoptotique. L’autophagie inhibe l’apoptose en inhibant l’action des caspases 8 et en endommageant ou

dépolarisant les mitochondries afin d’inhiber le relargage du cytochrome C. L’apoptose inhibe le processus

autophagique en dégradant les protéines Ambra1, Beclin-1, ATG3 et ATG5 par les caspases et les

calpaines. Par la suite, le produit de leurs dégradations migre au niveau de la membrane de la mitochondrie

où va se produire une action pro-apoptotique (D’après Fimia GM. et al. 2013).
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impliqués dans la mort cellulaire par apoptose. C’est notamment le cas pour ATG5, ATG7 

(Walls et al, 2010), Beclin-1 (Yu et al, 2004), Ambra1 (activating molecule in beclin 1-regulated 

autophagy 1) (Fimia et al, 2013) mais aussi p62 (Jin et al, 2009) (Figure 62). Il serait donc 

intéressant d’étudier le rôle de ces protéines dans le processus apoptotique lors d’une carence 

prolongée en acides aminés. Pour cela, la viabilité des cellules et la mort cellulaire pourront être 

mesurées dans des cellules invalidées pour l’expression de ces différents gènes de l’autophagie 

en utilisant un test de réduction du XTT (pour l’étude de la viabilité cellulaire) et l’analyse du 

double marquage Annexin-V/7-AAD par FACS (pour la mort cellulaire). 

� Implication de CHOP dans la régulation de la transcription des gènes de 

l’apoptose 

Le facteur de transcription CHOP joue un rôle clé dans la régulation des gènes impliqués 

dans le processus apoptotique comme Puma et Bim (Altman et al, 2009; Ryder et al, 2013). Les 

résultats que nous avons obtenus dans des cellules carencées en leucine montrent une induction 

de l’expression de Puma et Bim dépendante de CHOP entre 16h et 48h de carence. Ceci est 

confirmé par les résultats de l’immunoprécipitation de la chromatine qui montrent que CHOP se 

fixe sur la séquence promotrice de ces gènes qu’à partir de 16h de carence (Figure 2, Article 2). 

Cependant, les résultats obtenus par western blot indiquent que la protéine CHOP est bien 

présente dans la cellule dès 6h de carence et quelle se fixe sur la séquences promotrices des 

gènes de l’autophagie (Figure 1 et 4, Article 2). Dans la littérature, il a été mis en évidence que la 

phosphorylation de la protéine CHOP par la MAP Kinase p38 améliorerait sa capacité à réguler 

la transcription des acteurs impliqués dans le  processus apoptotique (Maytin et al, 2001). Cette 

augmentation de l’activité transcriptionnelle de CHOP pourrait aussi être due à sa coopération 

avec d’autres facteurs qui restent à identifier. Au vu de ces données, l’étude de l’état de 

phosphorylation de CHOP selon la durée de la carence ainsi que son interaction avec ses 

potentiels partenaires semblent une bonne piste afin de comprendre le mécanisme du recrutement 

tardif du facteur CHOP au niveau des promoteurs des gènes de l’apoptose lors d’une carence en 

acides aminés. 

6. Etude du processus autophagique in vivo 

� Implication de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation des gènes de 

l’autophagie in vivo 

Dans le but de vérifier in vivo l’implication de la voie eIF2α/ATF4 dans le processus 

autophagique mise en évidence in vitro, nous avons effectué quelques expériences préliminaires 
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Figure 64: Rôle de GCN2 dans la régulation de l’expression de p62 au niveau du foie de

souris nourries avec un régime contrôle (Ctr) ou carencé en leucine (-Leu) pendant 10 jours.

(A) Mesure de la Concentration en leucine au niveau du sérum des souris. (B) Rôle de GCN2

dans la régulation d’expression des ARNm de p62 et de ATG12 au niveau de foie de souris

GCN2+/+ et -/- nourries avec un régime contrôle (Ctr) ou carencé en leucine (-Leu) pendant 10

jours. TRB3 est un gène marqueur de l’activation de la voie. (C) Niveau protéique de p62 et P-

eIF2α dans le foie des souris GCN2+/+ et -/- nourries avec un régime Ctr ou –Leu pendant 10

jours. Les barres d’erreur indiquent les écarts types de 3 expérimentations indépendantes (test de

Student). (*) indique une valeur P ≤ 0.05 relative à la valeur du milieu contrôle (420µM).
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dans le foie et l’intestin de souris GCN2+/+ et GCN2-/- nourries avec un régime contrôle ou 

carencé en leucine. 

Résultats préliminaires 

Dans un premier temps, nous avons mesuré l’induction de l’expression de l’ARNm de TRB3 

(gène marqueur de l’activation de la voie GCN2/eIF2α) et de p62 au niveau du foie et de 

l’intestin de souris GCN2+/+ nourries avec un régime contrôle ou carencé en leucine pendant 4h 

(Figure 63). Les résultats obtenus montrent une induction de l’expression de l’ARNm de TRB3 

en réponse à la consommation du régime carencé. En revanche, l’ARNm de p62 n’est pas induit 

que ce soit au niveau hépatique ou au niveau intestinal. Le même résultat a été observé pour 9h 

de carence (résultats non montrés). 

Etant donné ces résultats, nous avons choisi de refaire ces mêmes expériences lors de la 

consommation d’un régime carencé en leucine pendant une plus longue période (10 jours). Les 

résultats obtenus montrent une induction significative de l’expression des ARNm de p62, ATG12 

et TRB3 dans le foie de souris GCN2+/+ nourries avec un régime carencé en leucine durant 10 

jours. Par contre, cette induction n’est pas observée en absence de GCN2 (souris GCN2-/-) 

(Figure 64). Les résultats de Western Blot avec des anticorps dirigés contre p62 sur des extraits 

de foies de souris GCN2+/+ et GCN2-/-, nourries avec un régime contrôle ou carencé en leucine 

pendant 10 jours, ne montrent pas de variation significative du niveau protéique de p62 suite à 

cette carence (Figure 64). Néanmoins, une tendance à l’augmentation du niveau protéique de 

p62 en présence de GCN2 est observée suite à la carence, alors qu’une diminution de sa quantité 

est constatée en absence de GCN2. 

 

Interprétation des résultats et perspectives 

Contrairement à ce que nous avons observé dans des cellules en cultures, la consommation 

d’un régime carencé en leucine n’entraine pas à court terme l‘induction de l’expression de p62 

au niveau hépatique. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que (1) le foie, qui représente un organe 

métabolique très important, mettrait en place des mécanismes d’adaptation et de régulation très 

rapides pour faire face aux divers stress, (2) les différents organes agissent en synergie afin de 

permettre le maintien de l’homéostasie de l’organisme. Lors de la consommation d’un régime 

carencé en leucine sur une longue durée, les résultats obtenus in vivo au niveau hépatique 

montrent une augmentation relativement faible mais significative de l’ARNm de p62 et 

d’ATG12. Etant donné que le foie est un carrefour métabolique très régulé en interconnexion 

avec de nombreux organes (Figure 65), il apparait important, de regarder induction de 



Figure 65: Le foie, un carrefour métabolique bien régulé. Le foie interagit avec plusieurs organes afin

de maintenir l’homéostasie cellulaire. En cas de carence nutritionnelle, il y a mise en place du processus

autophagique afin de libérer les acides aminés et les acides gras et fournir l’énergie nécessaire pour le

fonctionnement du cerveau et du cœur (d’après Rabinowitz J.D. and White E. 2010).
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Figure 66: Modèle d’étude de l’activation de la voie eIF2α/ ATF4 in vivo: La lignée de souris

transgénique AARE-Luciférase. (A) Modèle de souris transgéniques comprenant un transgène comprenant

un vecteur avec la luciférase comme gène l'intérêt, deux copies de la séquence CARE du gène TRIB3

(séquences AARE) et le promoteur minimum de la thymidine kinase (souris AARE-LUC). (B) Mise en

évidence de l’activation de la voie eIF2α/ATF4 in vivo et des organes cibles de la carence en acides en

aminés par imagerie en bioluminescence. (C) Mise en évidence des tissus cibles de la carence en leucine par

bioluminescence et dosage de l'activité Luciférase dans le foie, l’intestin et le cerveau des souris AARE-LUC

qui ont été mises à jeun pendant 16h puis nourries pendant 4h ou 16h, soit avec le régime contrôle (CTL) ou

soit avec un régime carencé en leucine (-leu).
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l’expression des gènes impliqués dans le processus autophagique au niveau d’autres organes (1) 

qui ont un renouvellement rapide de leurs protéines, et (2) dans lesquels la voie eIF2α/ATF4 est 

activée lors de la consommation d’un régime carencé en leucine  

Pour identifier les tissus cibles de la carence en acides aminés, nous avons développé au 

laboratoire un modèle de souris transgénique exprimant le gène rapporteur luciférase (LUC) sous 

le contrôle des éléments AARE du gène TRB3 (souris AARE-LUC) (Figure 66). Le niveau 

d'expression du gène LUC peut être ainsi étudié au niveau de chaque tissu et même au niveau de 

chaque cellule. La comparaison des niveaux d'expression du gène luciférase obtenu entre des 

régimes contrôle et carencés en acides aminés peut être d’abord réalisée dans les différents tissus 

de l’animal vivant par imagerie en bioluminescence. Ensuite, après sacrifice de l’animal, 

l’activité luciférase peut être étudiée dans les différents tissus identifiés par immuno-histochimie 

et par dosage dans les extraits tissulaires. Ainsi, ce modèle de souris AARE-LUC nous permettra 

de cibler les tissus dans lesquels la voie eIF2α/ATF4 est activée par la carence en acides aminés 

et par la suite d’étudier les mécanismes de régulation du processus autophagique. 

� Rôle de CHOP dans la régulation des gènes de l’autophagie in vivo 

Le facteur de transcription CHOP a été décrit comme jouant un rôle clé dans la régulation 

du processus apoptotique (Zinszner et al, 1998). La plus part des travaux décrivant le rôle de 

CHOP dans la mise en place de la mort cellulaire par apoptose ont utilisé comme modèle d’étude 

le stress du RE. Cependant, le rôle exact de CHOP dans le processus autophagique in vivo reste 

encore à démontrer. En utilisant des souris CHOP-/- versus CHOP+/+ nourries avec un régime 

carencé en un acide aminé indispensable, le rôle de CHOP dans le processus autophagique 

pourra être étudié dans les tissus précédemment identifiés avec les souris AARE-LUC.  

L’implication de ce facteur dans la régulation du processus autophagique et la survie 

cellulaire pourront être mis en évidence en étudiant la régulation de l’expression et de la 

fonctionnalité des gènes de l’autophagie (qPCR pour déterminer la régulation transcriptionnelle 

des gènes de l’autophagie, western blot pour étudier la lipidation de LC3 et la variation de la 

quantité des différentes protéines). Ainsi, les résultats obtenus nous permettront de valider chez 

la souris les résultats obtenus in vitro et de déterminer le rôle de CHOP dans le processus 

autophagique lors de la consommation d’un régime carencé en acides aminés.  
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CONCLUSION GENERALE 

 

Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont permis de mettre en évidence le rôle clé 

de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de la transcription d'un grand nombre de gènes 

impliqués dans le processus autophagique en réponse à une carence en acides aminés. Trois 

classes de gènes de l’autophagie ont pu ainsi être identifiées selon leur dépendance à ATF4 et 

CHOP et la liaison de ces facteurs sur les éléments spécifiques de leurs promoteurs en fonction 

de l’intensité du stress. Plus généralement, nous avons démontré que ce mécanisme de régulation 

transcriptionnel des gènes de l’autophagie pouvait également être activé lors d'un stress tel que le 

stress du réticulum endoplasmique. 

Par ailleurs, les résultats obtenus ont aussi permis de mettre en évidence le rôle clé de la voie 

eIF2α/ATF4/CHOP dans la régulation de l’expression des gènes impliqués dans l’autophagie et 

l’apoptose selon la durée de la carence en un acide aminé indispensable. 

Ainsi, ce travail a permis de mettre en évidence qu’en cas de carence en acides aminés, la voie 

eIF2α/ATF4/CHOP joue un rôle clé dans le devenir de la cellule. En fonction de la durée et de 

l’intensité du stress, la régulation très coordonnée de ces mécanismes moléculaires va permettre 

successivement la survie de la cellule et ensuite l'apoptose (Figure 67). 

Etant donnée l’implication de la dérégulation d’une part de la voie eIF2α/ATF4 et d’autre part du 

processus autophagique dans certaines pathologies telles que le diabète, les maladies infectieuses 

ou inflammatoires, les maladies neurodégénératives et le cancer, ces résultats devraient permettre 

d’établir le lien entre la voie de signalisation eIF2α/ATF4 et la dérégulation du processus 

autophagique dans ces pathologies. L’approfondissement de ces connaissances pourra participer 

à mettre en place dans le futur, des traitements pharmacologiques qui cibleraient la voie 

eIF2α/ATF4 et permettrait ainsi de moduler le processus autophagique impliqué dans ces 

physiopathologies.
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a b s t r a c t

In mammals, the GCN2/ATF4 pathway has been described as the main pathway involved in the regulation
of gene expression upon amino acid limitation. This regulation is notably conferred by the presence of a
cis-element called Amino Acid Response Element (AARE) in the promoter of specific genes. In vivo, the
notion of amino acid limitation is not limited to nutritional context, indeed several pathological situa-
tions are associated with alteration of endogenous amino acid availability. This is notably true in the con-
text of tumour in which the alteration of the microenvironment can lead to a perturbation in nutrient
availability. P8 is a small weakly folded multifunctional protein that is overexpressed in several kinds
of cancers and whose expression is induced by different stresses. In this study we have demonstrated that
amino acid starvation was also able to induce p8 expression. Moreover, we brought the evidence, in vitro
and in vivo, that the GCN2/ATF4 pathway is involved in this regulation through the presence of an AARE
in p8 promoter.

� 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

All the organisms possess adaptative mechanisms to cope with
changes in nutrient availability. In mammals, amino acid homeo-
stasis presents two important features. Firstly, in adult human nine
amino acids are essential since they cannot be synthesized de novo
by the organism; secondly, there is no specific storage of amino
acids. In consequence, if essential amino acids are not enough pro-
vided by diet, the organism has to tune finely amino acid homeo-
stasis. In addition to a dietary deficiency, amino acid homeostasis
can be affected by several pathological situations such as cancer,
sepsis or trauma [1–3]. It exists different levels of adaptation to re-
store amino acid homeostasis i.e. exchanges between organs, mod-
ification of the flux of proteolysis and proteosynthesis. Another
level of adaptation is the modification of gene expression. Indeed,
it has been demonstrated that amino acids by themselves are able
to regulate the expression of specific genes [4,5] such as amino acid
transporters, enzymes or transcription factors.

Since several years the understanding of the molecular mecha-
nisms involved in the regulation of gene expression by amino acid
limitation in mammals has progressed [6–9]. One of the major path-
ways implies the kinase GCN2. This protein detects the accumula-
ll rights reserved.

(J. Averous), pierre.fafour-
tion of free tRNA which leads to the induction of its activity. The
phosphorylation, by GCN2, of its substrate, the a subunit of the ini-
tiation faction eIF2, induces a global inhibition of protein synthesis
but also an increase of the translation of specific mRNA such as the
transcription factor ATF4 (activating transcription factor 4) due to
the presence of uORF in its 5’UTR [10]. ATF4 is then able to bind ami-
no acid response element (AARE) located in the promoter of specific
genes and to induce their transcription [11]. The core sequence of
the AARE is 50- A

G TT G
T CATCA-30 and according to the differences ob-

served between genes, several transcription factors and cofactors
(ATF2, C/EBPb, JDP2. . .) [8,12,13] are also involved positively or neg-
atively in the regulation of the AARE dependent transcription. How-
ever several studies have determined the master role of ATF4 in the
regulation of the AARE-dependent transcription [11,14,15]. So far,
few genes have been described as possessing an AARE sequence in
their promoters [15]. By promoter sequence analysis we have iden-
tified a putative AARE site in the promoter of the p8 gene. Previous
studies have determined that this sequence was a C/EBP/ATF bind-
ing site [16,17].

P8, also known as nupr1, is a small protein of 82 amino acids
that possesses notably a nuclear localization signal and a basic he-
lix-loop helix motif. An architectural role of p8 has been notably
suggested in the regulation of transcription [18]. P8 has been first
described as a gene induced during the pancreatitis in rats [19]. It
is described as stress inducible protein, indeed the expression of p8
mRNA has been shown to be induced by several kinds of cellular
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stresses such as, serum withdrawal or a stress of the endoplasmic
reticulum (ER) [20,21]. Notably, it has been shown that an ER stress
induces p8 expression in an ATF4-dependent manner [22]. The
precise role of p8 is not well determined. According to the context,
p8 has been shown to promote either cell survival or cell death. P8
being over-expressed in several kinds of tumours, the understand-
ing of its regulation would be relevant in order to precise its func-
tion according to the cellular context [23].

It is noticeable that the tumour microenvironment may present
an alteration of the vascularisation, leading to a deficit in blood sup-
ply, and as a consequence a deprivation of nutrients and notably
amino acid. In consequence the tumour has to cope with this deficit
in amino acid through the activation of adaptative mechanisms. Re-
cently Ye et al. have demonstrated the importance of the GCN2/
ATF4 pathway in the maintenance of metabolic homeostasis in tu-
mour cells [24]. The impact of amino acid availability on p8 expres-
sion has never been studied, however it could represent an
important feature in the context of the modification of the tumour
microenvironment. Moreover it would also signify that p8 may
have a role in other pathological or nutritional contexts where the
amino acids availability is compromised. This study proposes to
establish whether p8 is regulated by amino acid deficiency and to
assess the role of the GCN2/ATF4 pathway in such regulation.

2. Material and methods

2.1. Ethics statement

Maintenance of the mice and experiments were conducted
according to the guidelines formulated by the European Commu-
nity for the use of experimental animals (L358-86/609/EEc) and
were approved by the Institut National de la Recherche Agronomi-
que (INRA-France). INRA animal facilities were approved by the
french veterinary department (C634514).

2.2. Animal

Mice were maintained in our animal facility as previously de-
scribed [25]. The experimental diets, control and leucine devoid,
were identical to our previous study [25] The mice were accli-
mated to control diet for 7 days and to overnight starvation. On
the morning of day of experiment, mice had free access to experi-
mental diets for 2 h or 4 h until they were killed by pentobarbital
overdose. Each animal experiment was repeated three times with
four animals in each group.

2.3. Cell culture

MEFs and NIH-3T3 cells were grown in DMEM with 10% FCS at
37 �C with 5% CO2. The media lacking leucine has been previously
described [11].

2.4. Protein analysis

Protein extraction was performed with our standard lysis buffer
(50 mM Tris, 25 mM beta-glycerophophate, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0,5% (v/v) triton X100, 1 mM DTT, 1 mM ben-
zamidine, protease cocktail inhibitors (Sigma). SDS–PAGE were
performed as described previously [11].

2.5. Plasmid constructions

2X-AARE-TK Luc and ATF4 plasmids have been previously
described [6,11]. P8 promoter fragment (�1399 + 11) have been
obtained from genomic mice DNA by PCR, primers containing
appropriate restriction sites at their 50 end. Forward primer: 50-cat-
cgcacgcgtcaaaggcaggttgatctctgag; Reverse primer: 50-caagcgctc-
gagtcttgcctgtgtctccttgtctgaatgtctg. Amplified fragments were then
cloned into the pGL3-basic reporter construct (Promega) by MluI
and XhoI digestion.

The p8 mutated promoter has been obainetd by PCR using the
previous construct as template.

The same forward primer than previously was used, the reverse
primer contained the AARE mutated sequence and a part of the
promoter containing a BstxI restriction site. Reverse primer:
50cctaaaccacggggttggcccccgccctccaagccctgtctgatgcattctggccctttccc.
The amplified fragment has been cloned in the previous construct
after a MluI BstxI digestion.

2.6. DNA transfection and luciferase assay

Cells were transfected by the calcium phosphate coprecipitation
method as described [6], 0.5 lg of luciferase plasmid and ATF4
plasmid were transfected into the cells with 0.05 lg of pCMV-bGal,
a plasmid carrying the bacterial b-galactosidase gene fused to the
human cytomegalovirus as an internal control. The total amount
of plasmid DNA was adjusted to 1.05 lg by addition of the empty
plasmid. Cells were then exposed to the precipitate for 16 h. Lucif-
erase activity and b-Galactosidase activity were measured as de-
scribed previously [11].

2.7. RNA extraction and reverse-transcription

Total RNA was prepared using an RNeasy mini kit (Qiagen)
and treated with DNase I, Amp Grade (Invitrogen). RNA
(0.5 lg) was reverse-transcribed with 100 U of Superscript II plus
RNase H reverse transcriptase (Invitrogen) using 100 lM random
hexamer primers.

2.8. Real time PCR

PCR was carried out using a CFX96 (Biorad) and iQ-SYBR green
supermix. The following experimental protocol was used for all
the primers: denaturation (95 �C for 10 min), amplification (re-
peated 45 times; 95 �C for 15 s, 60 �C for 5 s and 72 �C for 8 s). Primer
used: ASNS-For 50-tacaaccacaaggcgctaca and ASNS-Rev 50-aagggcct-
gactccataggt-30; p8-For 50-ctagaggatgaagatggaatcctg and p8-REV
50-gagttctggaacttggtcagca; batc-For 50-tacagcttcaccaccacagc and
bact-Rev 50-aaggaaggctggaaaagagc.

2.9. Chromatin immunoprecipitation analysis (ChIP)

ChIP analysis was performed according to the protocol of Up-
state Biotechnology, Inc. (Charlottesville, VA) with minor modifica-
tions as previously described [25]. Real-time PCR was performed as
described. Primers used: p8-For 50-gtgagtcctgtgagggagga and p8-
Rev 50- agccctgtctgatgcaatct.

3. Results

The first step of this study was to determine if leucine limitation
induced the expression of p8 mRNA and if such induction was
GCN2-dependent. GCN2 deficient mouse embryonic fibroblast
(MEF) has been used to check this hypothesis. In GCN2+/+ cells,
as expected, the consequences of leucine starvation were the phos-
phorylation of eIF2a and the induction of ATF4 protein level
(Fig. 1A). Consistently with our previous data and those from the
literature, in GCN2�/� cells the phosphorylation of eIF2a and the
induction of ATF4 were abolished. Then, the level of p8 mRNA
has been measured in GCN2+/+ and GCN2�/� cells which have
been leucine starved for 2, 4 and 8 h. In parallel, the level of aspar-
agine synthetase (ASNS) mRNA has been determined as a positive
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Fig. 1. Leucine starvation induces p8 mRNA expression in a GCN2/ATF4-dependent manner. MEFs cells (GCN2+/+, GCN2�/�, ATF4+/+, ATF4�/�) were cultured in DMEM/
F12ham devoid or not of leucine during 1, 2, 4 and 8 h. (A) Western blot analysis of Pser51-eIF2a and ATF4 from total protein extract of control and leucine starved GCN2+/+
and GCN2�/� cells. (B) The mRNA levels of p8 and ASNS 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. Differences
between control cells and leucine starved cells at each time point were assessed by Student’s test. Bars with (⁄) are significantly different from each other (P < 0.05).
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control (Fig. 1B). It has been well described that leucine starvation
induces ASNS expression in a GCN2/ ATF4 dependent-manner. In-
deed, in GCN2+/+ cells the amount of ASNS mRNA was induced by
the absence of leucine whereas it remained unaffected in GCN2�/�
cells. In GCN2 +/+ cells, the amount of p8 mRNA was significantly
increased since 2 h of starvation and an induction of 9-fold was ob-
served after 8 h (Fig. 1B). This induction was not observed in leu-
cine starved GCN2�/� cells. These results demonstrated that
leucine starvation induced p8 expression in a GCN2-dependent
manner.

In order to determine whether ATF4 was involved in the regu-
lation of p8 mRNA during leucine starvation, we have performed
the same experiments in ATF4 deficient MEF. The ATF4+/+ cells be-
haved in the same way than the GCN2+/+ in term of phosphoryla-
tion of eIF2a and ATF4 expression (Fig. 1C). In ATF4�/�, the
phosphorylation of eIF2a was still observed, however due to the
absence of ATF4 the induction of ASNS mRNA was abolished; the
same result has been obtained for p8 mRNA (Fig. 1D). It appeared
that the regulation of p8 mRNA by leucine starvation depended on
the presence of ATF4.
This last result sustained the hypothesis that the C/EBP/ATF site
present in p8 promoter is a functional AARE. Indeed, as illustrated
in Fig. 2A the C/EBP/ATF site located between �111 and �103 is
identical to the AARE sequence characterized in the CHOP pro-
moter. A fragment of 1399 bases pairs of the mouse p8 promoter
has been cloned in front of the luciferase reporter perform. A point
mutation of the C/EBP/ATF sequence in the p8 promoter has been
also performed. This point mutation, in the context of CHOP pro-
moter, has been previously shown to abolish the responsiveness
of the AARE sequence to leucine starvation [6] by disrupting
ATF4 binding to the AARE [11]. We have used as a positive control
a plasmid containing two copies of the CHOP AARE in front of a
minimal promoter TK (2XAARE-TK). These constructions have been
tested by transient transfection in NIH-3T3 cells. During leucine
starvation an induction of the transcriptional activity of p8 pro-
moter was observed (Fig. 2B). We obtained a similar result with
the 2XAARE-TK construct. Moreover the mutation of the C/EBP/
ATF sequence abolished totally the induction of the transcriptional
activity. We have also co-transfected an ATF4 expression vector to-
gether with each construct. The over-expression of ATF4 has been
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shown to induce the AARE-dependent transcription. The induction
observed with the 2XAARRE-TK confirmed this previous result.
Concerning the p8 promoter, the over-expression of ATF4 induced
the transcriptional activity of the wild type but has no effect on the
mutated promoter (Fig. 2B). These experiments confirmed that the
C/EBP/ATF site present in the promoter was responsible for the
induction of the transcription during leucine starvation. In conse-
quence, the p8 C/EBP/ATF site is a functional AARE sequence. To
further confirm that the induction of transcription by ATF4 was a
direct consequence of the binding of ATF4 to the AARE in the p8
promoter, Chromatin immuno-precipitaion (ChIP) experiment has
been performed. ATF4�/� cells have been used as negative control.
In ATF4+/+ cells, the binding of ATF4 on the sequence containing
the AARE was found to be induced about 8-fold after 2 h of leucine
starvation (Fig. 2C).

These results demonstrated in vitro that the GCN2/ATF4 path-
way controls p8 expression in response to leucine starvation. How-
ever we wanted to assess whether this regulation could take place
in vivo, in a nutritional context for which the activation of the
GCN2/ATF4 pathway have been well described [25]. Mice were
fed with a control diet or with a diet deficient in leucine which in-
duced a rapid and important decrease of plasma leucinemia (data
not shown). The level of p8 and ASNS mRNA has been measured
in liver of wild-type and GCN2 knock-out mice. In wild type mice
an induction of ASNS was observed 2 h following the consumption
of the leucine deficient diet (Fig. 3A). Four hours after the beginning
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of the meal consumption, for both p8 and ASNS mRNAs, an induc-
tion was observed. In GCN2 knock-out mice liver, no induction
was observed for ASNS and p8 mRNA. For the last, we even ob-
served a decrease of its amount following the consumption of the
leucine deficient diet (Fig. 3A). The binding of ATF4 on p8 promoter
in vivo has been checked by ChIP as described above. In wild type
mice, the interaction of ATF4 with p8 promoter was confirmed
whereas in absence of GCN2 this interaction disappeared
(Fig. 3B). Together these results confirmed that the regulation of
p8 expression takes place in vivo in a nutritional condition leading
to a deficit in an essential amino acid.

4. Discussion

The concept of regulation of gene expression by amino acid in
mammals is now well established. In the last decade, the GCN2/
ATF4 pathway has emerged as the main pathway involved in the
regulation of gene expression by amino acid limitation [26]. Impor-
tantly, it has been recently demonstrated that this signalling path-
way, which have been well characterized in vitro, was also relevant
in vivo in a context of a nutritional challenge [25]. However the
number of genes for which a functional AARE has been character-
ized is still limited. Their identification represents an important
step in order to have a better understanding in the role of the
GCN2/ATF4 pathway in the adaptation to amino acid limitation.

In the present study, we have shown that p8 expression was in-
duced by leucine starvation. The essential role of GCN2 in this reg-
ulation was confirmed by using GCN2�/� cells and mice. Our
experiments have also demonstrated that ATF4 was necessary for
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Fig. 3. The regulation of p8 by leucine availability occurs in vivo in mice liver. Overnight s
(Leu-) diet. (A) The mRNA levels of p8 and ASNS were measured in total hepatic RNA by r
in% of the time 0 h. (B) ChIP analysis were performed on DNA from liver nuclear extrac
amount of PCR product obtained with immunoprecipitated DNA (IP) were normalized wi
diet and mice fed with leucine diet were assessed by Student’s test. Bars with (⁄) are si
the regulation of p8 expression during leucine starvation. More-
over, the study of p8 promoter and the ChIP experiments have con-
firmed that the C/EBP/ATF composite site was a functional AARE
able to bind ATF4 during leucine starvation. These results were
in agreement with previous studies which have demonstrated that
ATF4 was able to activate p8 expression [22]. ATF4 translation is
induced consecutively to the phosphorylation of eIF2a, this step
being the initial event of the Integrated Stress Response (ISR). In-
deed, eIF2a is phosphorylated by four different kinases: GCN2,
PERK (activated by ER stress), PKR (activated by interferon and vir-
al infection) and HRI (activated by heme deficiency). This phos-
phorylation event is going to coordinate a translational and
transcriptional program, notably through ATF4, which adapt cell
to a stress [27]. In consequence, p8 expression should be induced
by any treatment that induces the ISR. Indeed, Salazar and coll
have demonstrated that the eIF2a phosphorylation occurring dur-
ing cannabinoïd treatment was responsible for the induction of p8
expression [21]. In this Study, the phosphorylation of eIF2a was
proposed to be the consequence of an ER stress caused by cera-
mides accumulation following cannabinoïd treatment. As well,
several drugs, which induce an ER stress, increase p8 expression
in an ATF4-dependent manner [22]. Our present work enforces
the notion that p8 is a part of the ISR and for the first time we dem-
onstrated that one of the eIF2a kinase is involved in the regulation
of p8 expression following a cellular stress. Due to the presence of
an AARE, p8 can be considered as one of the early target of the
transcriptional program of the ISR. In the context of cannabinoïd
treatment, it has been proposed that p8 is involved in the induction
of apoptosis and autophagy following an ER stress [21]. The
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authors have also demonstrated that p8 was involved in the proper
induction of ATF4 and several ISR regulated gene such as trb3 or
CHOP. Similarly, Jin et al. have shown that over-expression of p8
led to the increase of ATF4 expression and in consequence to the
induction of CHOP and TRB3 expression [22]. However, it is not
yet clear how p8 may regulate ATF4 expression, nevertheless this
regulation could define a positive feedback in the context of the
ATF4-dependent transcription. Further investigation will be neces-
sary to elucidate this question.

Our work demonstrated that the GCN2 pathway was involved in
the regulation of p8 through an AARE in the context of amino acid
limitation. This finding extends the field of investigation concerning
this small puzzling stress protein. It would be of interest to deter-
mine the role of p8 in the adaptation to amino acid limitation. It rep-
resents an interesting issue not only in term of nutrition, but also for
pathologies such as cancers for which the amount of amino acids
may be also severely affected in the cellular microenvironment.
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Résumé

Chez les mammifères, les carences nutritionnelles telles que les carences en acides aminés constituent un

stress nutritionnel important. Pour faire face à ces situations, l’organisme dispose de processus adaptatifs

tels que l’autophagie, régulés par de multiples voies de signalisation. Au niveau cellulaire, plusieurs

voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de ces processus adaptatifs qui permettent la

survie cellulaire lors de différentes conditions de stress environnementaux y compris la carence en

acides aminés. En particulier, la voie eIF2α/ATF4 joue un rôle crucial dans l'adaptation des cellules à ces

différents stress notamment en régulant la transcription de nombreux gènes cibles spécifiques.

L'objectif de ce travail était donc de déterminer le rôle de la voie eIF2α/ATF4 dans la régulation de la

transcription des gènes impliqués dans l’autophagie en réponse à carence en acides aminés. En utilisant

p62 comme un modèle de travail, nous avons montré que la kinase GCN2 qui phosphoryle eIF2α et les

facteurs de transcription ATF4 et CHOP jouent un rôle clé dans la régulation de la transcription d'un

grand nombre de gènes impliqués dans le processus autophagique en réponse à une carence en acides

aminés. Nous avon en particulier identifié trois classes de gènes de l’autophagie selon leur dépendance à

ATF4 et CHOP et la liaison de ces facteurs sur les éléments spécifiques de leurs promoteurs en fonction

de l’intensité du stress. Plus généralement, nous avons démontré que ce mécanisme pouvait également

être activé par la kinase PERK lors d'un stress du réticulum endoplasmique.

Enfin, nous avons pu montrer que durant les six premières heures de la carence en acides aminés, la voie

eIF2α/ATF4/CHOP n'est pas impliquée dans la diminution de la viabilité cellulaire. Cependant, lorsque

la carence en acides aminés est prolongée (16-48h), CHOP joue un rôle clé dans la régulation de

l’apoptose et dans la répression du processus autophagique en contrôlant la transcription des gènes cibles

spécifiques.

Ainsi, ce travail a permis de mettre en évidence qu’en cas de carence en acides aminés, la voie

eIF2α/ATF4/CHOP joue un rôle clé dans le devenir de la cellule. En fonction de la durée et de l’intensité

du stress, la régulation très coordonnée de ces mécanismes moléculaires va permettre successivement la

survie de la cellule et ensuite l'apoptose.

Mots clé : Stress cellulaire, Autophagie, Apoptose, ATF4, CHOP, Transcription

Keywords : cellular stress, autophagy, Apoptosis, ATF4, CHOP, transcription

Abstract

In mammals, nutritional deficiencies such as amino acid limitation are an important nutritional stress. To

deal with these situations, the body has adaptive processes such as autophagy regulated by multiple

signaling pathways. At the cellular level, several signaling pathways are involved in the regulation of

these adaptive processes that allow cell survival in different conditions of environmental stress, including

amino acid deficiency. In particular, the eIF2α/ATF4 pathway plays a crucial role in the adaptation of

these cells to various stresses such as the transcriptional regulation of many specific target genes.

The aim of this work was to identify the role of the eIF2α/ATF4 pathway in the stress-regulated

transcription of mammalian autophagy genes. Using p62 as a working model, we have shown that the

GCN2 eIF2α-kinase and ATF4 and CHOP transcription factors are required to increase transcription of a

set of autophagy genes implicated in the formation, elongation and function of the autophagosome. We

also identify three classes of autophagy genes according to their dependence on ATF4 and CHOP and the

binding of these factors to specific promoter cis elements. Furthermore, different combinations of CHOP

and ATF4 bindings to target promoters allow the trigger of a differential transcriptional response

according to the stress intensity. Furthermore, we have demonstrated that the same mechanism can also be

activated by ER stress through PERK eIF2α-kinase activation.

We also show that during the first 6h of starvation, CHOP up-regulates a number of autophagy genes

while cell viability is not affected. By contrast, when the amino acid starvation is prolonged (16-48h), we

demonstrated that CHOP has a dual role in both limiting autophagy and inducing apoptosis through the

transcriptional activation of specific target genes.

Thus, this work establishes that following amino acid starvation, the eIF2α/ATF4 pathway plays a key

role in the cell fate. Depending on the duration and intensity of the stress, the highly coordinated

regulation of these molecular mechanisms sequentially will allow the survival of the cell and subsequently

apoptosis
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