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Titre : Role des acides aminés dans la limitation de 1’adiposité sous régime hyperprotéique.

Mots clés : Nutrition-Acide aminé-Calorimétrie indirecte-AMPK-GCN2-FGF21

Résumé : Plusieurs études ont montré que certaines
kinases situées dans le foie, « mammalian target of
rapamycin » (mTOR), « adenosine monophosphate-
activated protein kinase » (AMPK) et « general
control non-depressible kinase 2 » (GCN2)
répondent a la disponibilité en acides aminés.
L’objectif de nos études a été de préciser le role de
deux de ces voies, ’TAMPK et GCN2, dans les
adaptations du métabolisme énergétique et de la
synthése protéique en réponse aux variations en
protéines du régime. Pour cela, des souris de type
sauvage et des souris KO n’exprimant plus la voie
AMPK ou GCN2 dans le foie ont été nourries
pendant trois semaines avec un régime faible, normal
ou fort en protéines. Les analyses ont montré que les
souris KO-AMPK foie spécifique et nourries sous
régime normoprotéique adaptent leur métabolisme
hépatique notamment en sécrétant le facteur
fibroblastique FGF21 ce qui leur permet de
compenser ’absence d’AMPK et de présenter des
profils d’oxydation normaux.

Au contraire, les souris KO-AMPK foie spécifique
nourries avec des régimes faibles ou forts en
protéines présentent des altérations des profils
d’oxydation des lipides et des glucides liées a une
absence de modification du métabolisme hépatique.
La délétion de GCN2 dans le foie, quant a elle, n’a
d’effet que sous régime faible en protéines : les
souris KO-GCN2 foie spécifique présentent une plus
faible oxydation lipidique et une plus forte oxydation
glucidique que les souris sauvages en période
postprandiale di a I’absence d’induction de la
sécrétion de FGF21.

Concernant le métabolisme des protéines, les kinases
GCN2 et AMPK ne semblent pas impliquées dans
I’intensité du flux de synthese protéique dans le foie
et en périphérie dans le muscle en période
postprandiale.

En conclusion, ces travaux montrent que les
délétions de I’AMPK et de GCN2 hépatiques
affectent le métabolisme énergétique mais pas le
métabolisme protéique et que les conséquences
dépendent de la composition du régime.

Title : Role of dietary amino acids in the limitation of adiposity under a high protein diet.

Keywords : Nutrition-Amino acid-Indirect calorimetry-AMPK-GCN2-FGF21

Abstract : Several studies have reported that some
kinases located in the liver respond to the
availability of amino acids. These Kkinases are

mammalian target of rapamycin ‘(mTOR),
"adenosine monophosphate-activated protein
kinase" (AMPK) and "general control non-

depressible kinase 2" (GCN2).

The aim of our study was to clarify the role of two
of these signaling pathways, AMPK and GCNZ2 in
the adaptations of energy and protein metabolism in
response to the modulation of dietary protein
content. Wild-type and liver AMPK-deficient or
liver GCN2-deficient mice were fed either a low, a
normal or high protein diet during three weeks.
Analyzes showed that liver AMPK-deficient mice
fed under a normo-protein diet exhibit an
adapatation of liver metabolism and secret FGF21
which enables them to have normal postprandial
oxidation profiles.

In contrast, liver AMPK-deficient mice fed a low or
a high protein diet exhibit an alteration in
postprandial oxidation profiles. The deletion of
GCN2 in the liver only has an effect under low
protein diet as liver GCN2 deficient mice have a
lower lipid oxidation and a higher carbohydrate
oxidation linked to the absence of FGF21 secretion.
Concerning protein metabolism, AMPK and GCN2
do not seem to be involved in protein synthesis rate
in the posrprandial period in the liver and periphery
in the postprandial muscle. In conclusion, these
studies show that hepatic AMPK and GCN2
deletions affect energy metabolism, but not protein
metabolism and that the consequences depend on
diet composition.
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Introduction géneérale

Les protéines corporelles subissent un renouvellement permanent permettant & 1’organisme de
s’adapter aux différentes circonstances nutritionnelles et physiopathologiques. Ce renouvellement est
garanti par deux processus antagonistes : la synthese et le catabolisme protéique. L’apport en protéines
alimentaires module I’intensit¢ de ces deux processus mais a aussi des conséquences sur le
métabolisme énergétique (Chotechuang et al., 2009; Chotechuang, 2010). En effet, il a été montré que
I’augmentation des protéines dans le régime aux dépens des sucres permet de diminuer la prise
alimentaire, la prise de masse grasse, la lipogénése hépatique, la cholestérolémie et la tension artérielle
et d’augmenter la néoglucogénése et la cétogénese tout en améliorant ’homéostasie glucidique et la
composition corporelle (Altorf-van der Kuil et al., 2010; Azzout-Marniche et al., 2006; Blouet et al.,
2006; Jean et al., 2001; Obeid et al., 2006; Pichon et al., 2006; Veldhorst et al., 2012; Westerterp,
2004). La consommation d’un régime faible en protéines, au contraire, tend a augmenter la prise
alimentaire, 1’adiposité, la lipogénése hépatique ainsi que la dépense énergétique (Huang et al. 2013;
Aparecida de Franca et al. 2009; C. Morrison et Laeger 2015). Le foie a un réle particulierement
central dans les adaptations du métabolisme énergétique en réponse aux variations de la disponibilité
en acides aminés alimentaires. Il a notamment été montré que certaines kinases du foie impliquées
dans le contr6le du métabolisme énergétique modulent leur activité en fonction de cette disponibilité.
Ces kinases, Véritables voies de signalisation des acides aminés, sont au nombre de trois:
« mammalian target of rapamycin » (mTOR), « adenosine monophosphate-activated protein kinase »
(AMPK) et « general control non-depressible kinase 2 » (GCN2). Lorsque la disponibilité en acides
aminés augmente, la phosphorylation de la voie mTOR augmente tandis que celle de ’AMPK et de

GCN2 diminue dans le foie (Chotechuang et al., 2009).

L’objectif de cette thése est de déterminer le réle de deux de ces voies de signalisation, AMPK et
GCNZ2, dans les adaptations du métabolisme énergétique et protéigue en réponse aux variations en
protéines du régime alimentaire. Pour cela, nous avons utilisé deux modéles de souris génétiqguement
modifiées n’exprimant pas les deux isoformes de la sous-unité catalytique o de ’”AMPK ou GCN2
dans le foie. Ce manuscrit commence par une introduction bibliographique qui dans une premiere
partie rappelle le métabolisme des protéines, le role des voies de signalisation des acides aminés dans
le métabolisme énergétique, la prise alimentaire et le contréle du métabolisme protéique et dans une
seconde partie les conséquences sur la composition corporelle de la modulation de 1’apport en acides
aminés et les mécanismes sous-jacents. L’introduction est suivie d’un chapitre méthodologique sur les
outils utilisés dans nos études puis des quatre articles directement en relation avec le sujet. Enfin, la

derniére partie s’attache a discuter et mettre en perspective les résultats obtenus.
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Chapitre | : Introduction bibliographigue

1 Les acides aminés : nutriments et molécules « signal »

1.1 Généralités

1.1.1 Source des protéines
1.1.1.1  Consommation actuelle et source exogene des protéines

Protéines provient du grec ‘‘proteios’’ qui signifie primordial. Ces biopolymeres d’acides aminés
constituent avec les glucides et les lipides, les trois macronutriments indispensables a la vie. La
consommation actuelle de protéines au niveau mondial se situe entre 75 et 80 grammes par jour et par
personne. Les protéines alimentaires proviennent de sources végétales et animales. Suivant les
différentes régions du globe, la contribution relative des protéines végétales (blé, riz, mais, orge,
millet, sorgho, avoine, seigle, tubercule, 1égumineuse) et animales a I’apport total en protéines varient
fortement. Ainsi en Europe et aux Etats-Unis, les protéines végétales n’interviennent que pour 30% de
I’apport global quand ce pourcentage monte entre 80 et 90% en Asie et en Afrique (Cayot et al.,
1997). Par ailleurs, ces différences ont tendance a s’accroitre. En effet, entre 1961 et 2009, la
consommation de protéines animales a augmenté de 40 a 60 g dans les pays développés alors qu’elle
est restée stable dans les pays les plus pauvres. La consommation de protéines végétales est quant a

elle restée relativement stable (Combris and Martin, 2013).

Actuellement, I’apport recommandé en protéines est de 0.83 g/kg/jour ce qui signifie qu’entre 10 et
15% des besoins en énergie doivent étre couverts par I’apport en protéines (Joint Expert Consultation
on Protein and Amino Acid Requirements in Human Nutrition, 2007). La densité énergétique brute
des protéines, mesurée en bombe calorimétrique est de 5.4 kcal/g contre 4.1 pour les glucides, mais
I’énergie disponible pour 1’organisme est réduite a 4 kcal/g du fait de I’énergie perdue dans 1’urée.
Pourtant, malgré une densité énergétique du méme ordre de grandeur, I’augmentation ou la baisse du
niveau d’apport protéique dans I’alimentation a de fortes conséquences au niveau du métabolisme
énergétique et de la composition corporelle. Le ratio protéines/glucides est donc particuliérement
intéressant a étudier lorsqu’il s’agit d’observer les conséquences métaboliques d’un régime (Morrison

and Laeger, 2015).
1.1.1.2  Les acides aminés, briques des protéines

Chez I’Homme, vingt acides aminés rentrent dans la séquence des protéines et neuf sont considérés
comme indispensables. Les acides aminés indispensables sont définis comme des acides aminés qui ne
peuvent pas étre synthétisés de novo ou en quantité suffisante par 1’organisme. Ils doivent donc étre
apportés par 1’alimentation. Seulement huit ont été identifiés comme indispensables dans les années

cinquante (Rose, 1957). Des travaux ultérieurs menés par Kopple et Swendseid ont démontré que
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I'histidine était également indispensable (Kopple a.nd Swendseid, 1975). L’ensemble des acides

aminés protéinogénes dont les indispensables sont représentés dans la Figure 1:
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Figure 1: Les 20 acides aminés protéinogenes (Coumpoundchem.com)

20 acides aminés, dits protéinogenes, rentrent dans la séquence des protéines. Ces 20 acides aminés différent dans leur radical carboné qui
peut étre aliphatique, aromatique, acide, basique, hydroxylique, soufré ou amide. Ils peuvent étre non-indispensables (entourés par une ligne

pleine) ou indispensables (entourés par une ligne pointillée), dans ce dernier cas, il est nécessaire qu’ils soient apportés par I’alimentation.

Le caractére indispensable des acides aminés est toutefois relatif. En effet, certains acides aminés
peuvent devenir limitants dans certaines conditions physiopathologiques et sont appelés
« conditionnellement indispensables ». Ainsi, chez les prématurés, la cystéine peut étre considérée
comme indispensable du fait de I’'immaturité du systéme enzymatique impliquant la cystathionase
(Gaull et al., 1972; Sturman et al., 1970). De méme, chez les personnes atteintes de phénylcétonurie
chez qui la phénylalanine s’accumule, 1’apport en cet acide aminé doit étre limité. La tyrosine
synthétisée habituellement a partir de phénylalanine devient donc indispensable chez ces individus
(MacLeod and Ney, 2010).

1.1.1.3  Source endogene des protéines

Les protéines et acides aminés que 1’on trouve dans la lumiére intestinale ne proviennent pas
uniquement de 1’alimentation, il en existe une source endogene. En effet, une étude datant des années
60 a observé chez le rat nourri avec un régime aprotéique une sécrétion journaliere de protéines de
I’ordre de 150 mg prouvant ainsi I’existence d’une source endogéne des protéines et acides aminés
(Twombly and Meyer, 1961).

On estime chez ’homme que les protéines et acides aminés dans la lumiére intestinale proviennent des

protéines alimentaires exogeénes de 1’ordre de 40 a 110 grammes par jour mais également des protéines
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endogénes sécrétées de ’ordre de 20 a 50 g par jour. Les protéines endogénes correspondent aux
protéines des cellules desquamées (5 a 6 g/jour), aux protéines salivaires, intestinales, gastriques,
biliaires et pancréatiques sécrétées pour assurer le processus digestif (12 a 33 g/jour) et enfin aux
pertes d’origine plasmatique (3 a 6 g/jour) (Bernier et al., 1988). Le flux de protéines endogéne est
dépendant de plusieurs facteurs alimentaires tels que la proximité du repas, sa nature, sa composition
protéique, lipidique et glucidique, la présence de facteurs antinutritionnels ainsi que sa capacité a
stimuler la libération de cholécystokinine qui est impliquée dans la sécrétion de protéases

pancréatiques. Ce flux peut ainsi étre multiplié par trois a la suite d’un repas (Arnal et al., 1997).

1.1.2 Digestion des protéines
1.1.2.1  Le processus de digestion et le transport des peptides et acides aminés

Au cours de la mastication, les protéines alimentaires commencent a étre mises en solution dans la
salive mais c’est I’estomac qui est I’acteur principal de la digestion des protéines grace a 1’action de
I’acide chlorhydrique qui va provoquer une dénaturation des structure tertiaires et quaternaires des
protéines et ainsi favoriser I’action des enzymes de dégradation. Un grand nombre d’enzymes
interviennent ensuite dans la digestion des protéines alimentaires. Celles-ci sont tout d’abord
transformées en peptides plus courts via I’action de la pepsine sécrétée dans le suc gastrique par
I’estomac. La pepsine clive les liaisons peptidiques en amont des acides aminés aromatiques.
Interviennent par la suite au niveau du duodénum les endopeptidases du pancréas (trypsine,
chymotrypsine, élastase) (Arnal et al., 1997). L’efficacité de la protéolyse pancréatique est trés
importante : une étude chez I’homme rapporte que 15 minutes aprés 1’ingestion d’un repas contenant
15 g de protéines de lait ou de gélatine, environ 50% des acides aminés est sous forme libre ou de

petits peptides (Nixon and Mawer, 1970).

Le résultat de 1’action des endopeptidases pancréatiques est un mélange de 25 a 30 % d’acides aminés
libres et de 60 a 70 % d’oligopeptides a 2-6 acides aminés (Adibi and Mercer, 1973; Gray and Cooper,
1971). A part une petite partie des protéines qui ne sont pas digérées et peuvent étre absorbées intactes
par endocytose dans I’intestin (Ménard et al., 2010), le reste des protéines ne peut étre absorbé que
sous forme d’acides aminés libres, de di- ou tripeptides. Les peptides composés de plus de trois acides
aminés doivent donc étre transformés en fragments plus petits. Ceci est réalisé grace aux
carboxypeptidases et aminopeptidases des cellules de la bordure en brosse de la paroi interne de

I’intestin gréle (Freeman et al., 1979).

L’absorption des produits de la digestion des protéines s’effectue essentiellement au niveau du
jéjunum et du duodénum (Gausserés et al., 1996). Les di- et tri-peptides entrent dans les entérocytes
grace a des co-transporteurs H+/peptides appelés Pept-1 situés sur la membrane apicale des

entérocytes (Adibi, 1997; Liang et al., 1995). Dans les entérocytes, ils vont étre pour la grande
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majorité hydrolysés en acides aminés libres via I’action de di- et tri-peptidases (Erickson and Kim,
1990).

Les acides aminés libres sont quant a eux absorbés par I’intermédiaire de plusieurs systemes de
transport dont la nature dépend de la structure de I’acide aminé. 1l peut s’agir d’une diffusion passive
ou d'un transport actif via un transporteur dépendant ou indépendant a 1’ion sodium (Broer, 2008). Une
partie des acides aminés absorbés va directement étre utilisée pour le métabolisme des entérocytes
notamment la glutamine qui fournit de 30 a 50% de I’énergie des entérocytes (Darmaun, 1993).

L’autre partie rejoint la circulation par I’intermédiaire du systéme porte.

La digestion intestinale des protéines n’est toutefois pas compléte, une partie de ces protéines, de
I’ordre de 5 a 10% chez les monogastriques (Mariotti et al., 1999), atteignent ainsi le colon sous forme
de peptides ou de protéines intactes et peut étre métabolisée par les bactéries du colon ce qui conduit a
la production d’acides gras a courte chaine, de thiols, de CO,, d’H, et de H,S qui peuvent avoir des
actions toxiques au niveau de 1’épithélium intestinal (Macfarlane and Macfarlane, 2012). Les étapes
principales de la digestion et de 1’absorption des acides aminés sont rappelées dans la Figure 2 ci-

dessous :
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Figure 2: Les principales étapes du processus digestif

Les protéines sont ingérées et mises en solution par la salive (1). Elles rejoignent ensuite 1’estomac ou elles subissent 1’action de la pepsine
qui les transforme en acides aminés libres et oligopeptides (2). L’action des endopeptidases et carboxypeptidases de I’intestin permet de
couper les oligopeptides en fragments plus petits : di- et tripeptides (3). Les acides aminés libres diffusent a travers la membrane des
entérocytes ou sont transportés par des transporteurs dépendants ou non a I’ion sodium. Les di- et tripeptides sont majoritairement transportés
par le transporteur Pept-1 et sont lysés en acides aminés libres par des di- et tri-peptidases situés dans le cytoplasme des entérocytes. Les

acides aminés libres rejoignent ensuite la circulation sanguine par la veine porte.
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1.1.2.2  Variabilité de la digestion et de I’absorption des protéines

Les protéines et les acides aminés sont les principaux nutriments pourvoyeurs d’azote. Afin de suivre
les flux en acides aminés et en protéines, il est plus aisé d’évaluer les flux d’azote. La digestibilité
protéique est ainsi définie comme le rapport entre la quantité d’azote alimentaire dans les protéines qui
va étre disponible pour le métabolisme de 1I’héte et la quantité d’azote alimentaire dans les protéines
consommées. La digestibilité est donc un paramétre primordial de 1’évaluation de la qualité
nutritionnelle des protéines. Les méthodes d’évaluation de la digestibilité sont multiples: la
digestibilité apparente est définie comme le rapport entre la quantité d’azote retrouvée dans les
digestats et celle ingérée. Toutefois, comme évoqué précédemment, une partie des protéines est
d’origine endogene. Ainsi 1’étude des digestats surestime la quantité d’azote alimentaire provenant
directement des protéines alimentaires (Fuller and Tomé, 2005). C’est pourquoi on considére
également la digestibilité vraie et la digestibilité réelle. La digestibilité vraie prend en compte les
pertes basales en azote et la digestibilité réelle tient compte des pertes totales en azote (basales et
spécifiques) (Darragh and Hodgkinson, 2000). Il a été mesuré que la digestibilité des protéines
d’origine animale étaient supérieures a celle d’origine végétale, de I’ordre de plus de 95% contre 85 a

92% respectivement (Wu, 2016).

Les caractéristiques intrinseques des protéines peuvent aussi avoir un impact sur la cinétique
d’apparition des acides aminés dans le plasma. Les travaux de Boirie ont ainsi permis de définir deux
types de protéines, définies comme lentes ou rapides selon la cinétique d’apparition des acides aminés
dans le sang. Ses travaux ont mis en évidence que 1’ingestion de protéines du lactosérum conduisait a
une augmentation forte et transitoire de la leucine dans le plasma (protéine rapide) tandis que la
consommation de caséine s’accompagnait d’une libération plus faible et plus constante (protéine lente)
comme le montre la Figure 3 représentant les taux d’enrichissement plasmatique en leucine a la suite

d’un repas a base de protéines de caséine (ronds noirs) ou de lactosérum (triangles blancs).
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Figure 3: Cinétique d’apparition dans le plasma de la leucine a la suite d’un repas a base de

caséine (CAS) ou de protéines du lactosérum (WP) (Boirie et al., 1997).

16 individus ont été nourris avec des fractions protéiques de lait, caséine (CAS) ou lactosérum (WP), contenant de la leucine marquée, **C-
CAS ou *C-WP. Des prélévements de sang ont ensuite été réalisés toutes les 20 minutes pendant 7 heures. L enrichissement du plasma en

13C-Leucine a été mesurée par chromatographie en phase gazeuse.

Ces différences de cinétiques d’absorption s’expliquent par le fait que la vidange gastrique des deux
protéines n’est pas la méme. Tandis que la caséine coagule dans I’estomac et rejoint le duodénum
progressivement, les protéines du lactosérum quittent rapidement 1’estomac pour rejoindre ’intestin.
Ces différences de vitesse d’absorption se traduisent par des conséquences importantes sur le
métabolisme postprandial. Ainsi dans la méme étude, Boirie et al montrent que la consommation de
caséine diminue la protéolyse de 34% et stimule la synthése protéique du corps entier. La
consommation de protéines du lactosérum quant a elle n’a pas d’effet sur la protéolyse mais stimule la

synthése protéique de maniére plus importante (Boirie et al., 1997).
1.1.2.3  Conséquences du niveau d’apport sur la disponibilité en acides aminés

Chez des rats, il a été montré que I’adaptation a un régime faible en protéines conduit a une baisse de
la concentration plasmatique a jeun de tous les acides aminés a 1’exception de I’histidine et de la lysine
(Batistela et al., 2014). Plus précisément, Laeger et al. ont observé que la consommation d’un régime
faible en protéines entrainait une baisse des taux circulants de certains acides aminés, en particulier de
la thréonine et des acides aminés ramifiés mais qu’aprés quatre jours d’adaptation au régime, les

concentrations avaient tendance a se normaliser (Laeger et al., 2014a).

Dans un contexte d’augmentation de l'apport en protéines alimentaire, il a été observé chez des

hommes que, doubler 1’apport protéique pendant 7 jours entraine une augmentation de la concentration
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sanguine en acides aminés ramifiés et une diminution de celle en acides aminés non indispensables
(Morens et al., 2003). En accord avec ces résultats, Peters et al. ont montré qu’augmenter le contenu
en caséine du régime chez des rats pendant 11 jours augmente la concentration en acides aminés
ramifiés et décroit la concentration en acides aminés non-indispensables dans le plasma lors de la
phase de digestion (Peters and Harper, 1985). Une autre étude, ayant utilisé des régimes supplémentés
en acides aminés indispensables (Leucine, isoleucine, valine, phénylalnine) montre que la
concentration plasmatique en acides aminés en période postabsorptive est directement lié est a la

composition du régime (Block and Harper, 1991).

1.1.3 Le role central du foie dans le métabolisme des protéines
1.1.3.1  Structure du foie

Le foie est impliqué dans les adaptations du métabolisme énergétique en réponse aux variations des
protéines du régime. Il est composé en majorité d’un type cellulaire, les cellules parenchymateuses ou
hépatocytes, mais comprend également d’autres types comme les cellules endothéliales impliquées
dans la prolifération hépatocytaire, les cellules de Kupffer qui vont intervenir dans les réactions
immunitaires, les cellules étoilées ou dite de Ito jouant un rdle majeur dans la régulation de la
croissance hépatique, les cellules «natural killer » étant des lymphocytes intrahépatiques. La
contribution de chaque type cellulaire a la structure du foie est décrite dans le Tableau 1 :

Tableau 1: Contribution des différents types cellulaires a la structure du foie (Gebhardt, 1992)

Type cellulaire Contribution (%)
Hépatocytes 60-65
Cellules endothéliales 15-20
Cellules de Kupffer 8-12
Cellules étoilés 3-8
Cellules « natural killer » <2

1.1.3.2  Place du foie dans le métabolisme protéique

Une fois absorbés par I’intestin, les acides aminés alimentaires atteignent le foie par I’intermédiaire de
la veine porte. Ces acides aminés sont rejoints par ceux provenant de la protéolyse des protéines
corporelles ainsi que du recyclage des sécrétions de 1’intestin gréle. Le foie va prélever et métaboliser
une grande partie des acides aminés lui arrivant. Il est estimé que 57% des acides aminés arrivant au
foie sont catabolisés, 21% sont utilisés pour la synthése protéique et les 22% restants rejoignent la

circulation générale (Arnal et al., 1997).
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Le foie joue un rdle essentiel dans la synthése protéique. On estime qu’un gramme de foie synthétise
prés de six fois plus de protéines qu’un gramme de muscle. En plus de ses protéines constitutives, le
foie intervient dans la synthese d’une grande partie des protéines plasmatiques (albumine, transférine,
protéine C-réactive). A ce titre, il a été montré que le foie préléve une grande partie des acides aminés
indispensables pour la synthese de ses protéines. Chez le porcelet, le foie capte ainsi, 13 a 18% de la
leucine, de la lysine et de la phénylalanine et 33% de la thréonine (Stoll et al., 1998).

Le corps n’ayant pas de capacité de stockage des protéines apportées en exces, les acides aminés
excédentaires sont captés par le foie ou ils sont désaminés ou transaminés. La désamination est la
réaction chimique qui conduit a la perte de la fonction amine d’un acide amingé. La transamination, est
la réaction de transfert de la fonction amine d’un acide aminé a un acide a-cétonique qui est un acide
organique portant une fonction acide carboxylique et une fonction cétone. Elle est catalysée par des

enzymes appelés transaminases ou aminotransférases (Figure 4).
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Figure 4: Réactions de désamination et de transamination

La dégradation des acides aminés démarre par la perte de la fonction amine, celle-ci peut étre réalisée par transamination, c’est-a-dire le
transfert de la fonction amine sur un acide a-cétonique ou par désamination. La perte de la fonction amine sous forme d’ammoniac NH3

résultant de la désamination est transférée sur le glutamate pour former la glutamine et/ou rejoint le cycle de l'urée.

Le squelette carboné (acide a-cétonique) résultant de la perte de la fonction amine lors de ces deux
réactions peut étre converti en acétyl-CoA afin de rejoindre le cycle de Krebs, y étre oxydé et conduire
a la production de CO; et H,0. L’oxydation des acides aminés produit toutefois moins d’énergie que

celle des acides gras ou du glucose et dépend I’acide aminé considéré. Ainsi il a été estimé que
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I’efficacité du transfert de 1’énergie depuis 1’acide aminé vers I’ATP est de 29% pour la méthionine et

de 59% pour I’isoleucine (G. Wu 2009).

Lorsque la transamination est effectuée entre un acide aminé et 1’alpha-cétoglutarate, elle permet de
fixer I’azote libre libéré sous forme d’ammoniaque. En effet, ’ammoniac, NH3, est toxique
notamment pour le systéme nerveux central, ’organisme a donc besoin de réduire I’existence de
I’azote sous cette forme. Le glutamate formé est ensuite converti en glutamine gréce a la glutamine
synthase, ce qui permet le transport de deux groupements amines sous une forme neutre jusqu’au foie.
Dans le foie, la glutamine redonne du glutamate et de ’ammoniac qui rejoint alors le cycle de ['urée
permettant I’élimination de I’azote sous une forme neutre, hydrosoluble et concentrée : ['urée. L urée
produite par le foie est transportée jusqu’aux reins pour étre excrété dans ’urine. Une partie, de 1’ordre
de 10% est toutefois excrété sous forme d’ammonium (Weiner et al., 2015). Il est important de noter
que les acides aminés ramifiés (leucine, isoleucine, valine) sont largement épargnés par ’activité
cataboligue du foie du fait de la faible activité des transaminases hépatiques spécifiques de ces acides
aminés et sont essentiellement catabolisés au niveau des organes périphériques comme le muscle et le
cerveau (Jungas et al., 1992; Hutson et al., 2005). Les réactions de transamination au niveau du foie
permettent également la synthése d’acides aminés non-indispensables comme I’aspartate a partir
d’oxaloacétate ou d’alanine a partir de pyruvate. Une partie des squelettes carbonés peut également
rejoindre la voie de la néoglucogénése, qui est la voie de synthese de glucose a partir de composés non
glucidiques. Celle-ci est mise en place en cas d’apport trop faible en glucides ou lors d’un je(ine. A ce
titre, 1’alanine a un role particuliérement important dans 1’homéostasie glucidique. Cet acide aminé
peut étre transformé en pyruvate afin de rejoindre la voie de la néoglucogénese et permettre la
synthése de glucose. Ce méme glucose peut étre capté par le muscle et reconverti en alanine par
I’intermédiaire du pyruvate dans un processus appelé cycle alanine/glucose (Brosnan, 2003; Wu,
2009).

Une autre partie des acides aminés sont cétogéniques et conduisent a la production d’acéto-acétate et
B-hydroxybutyrate (lysine, leucine) et enfin les derniers sont a la fois cétogéniques et glucogéniques
(Phénylalanine, Isoleucine, Tryptopthane, Tyrosine, Lysine). Les réactions sont réalisées en grande
partie dans la mitochondrie des hépatocytes aprés captation des acides aminés ou de leur squelette
carboné (Salway, 2013). Le point d’entrée dans le cycle de Krebs et dans la néoglucogénése des

différents acides aminés en fonction du devenir de leur radical carboné est représenté dans la Figure 5.
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Figure 5: Destinée des squelettes carbones

Le squelette carboné des acides aminés peut conduire a la formation de corps cétoniques ou de glucose. Certains acides aminés comme la
lysine et la leucine (en vert) sont strictement cétogéniques et ne peuvent conduire a la formation que d’acéto-acétate et de B-hydroxybutyrate
par I’intermédiaire de I’acétyl-CoA. D’autres acides aminés (Tryptophane, Tyrosine, Phénylalanine, Thréonine, Isoleucine) en plus d’étre
précurseurs de D’acétyl-CoA peuvent servir également de précurseurs de molécules du cycle de Krebs et étre réorientés vers la

néoglucogénese, ces acides aminés sont a la fois cétogéniques et glucogéniques. Enfin, le reste des acides aminés est strictement

glucogénique.
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1.2 Turnover, besoin et qualité des protéines

1.2.1 Concept de turnover protéique

Chez un homme de 70 kg, on estime que le compartiment des protéines représente ~15% du poids
corporel soit entre 10 et 12 kg (Arnal et al., 1997). Les protéines corporelles sont inégalement réparties
dans le corps. Les muscles squelettiques, de par leur composition et leur forte contribution au poids
total de I’individu concentrent de 40 a 45% des protéines corporelles. Ce compartiment est stable chez
un individu adulte en bonne santé mais subit en permanence une dynamique d’interconversion liée a
des processus anaboliques et cataboliques. En effet, chaque jour, une partie du pool protéique est
détruit lors de la protéolyse tandis que de nouvelles protéines sont synthétisées lors de la synthese
protéique. Ces deux processus antagonistes permettent le renouvellement de 250 & 300 grammes de
protéines par jour permettant ainsi a 1’organisme de mieux s’adapter aux différentes conditions
nutritionnelles et physiologiques. On estime que ce renouvellement est de 1’ordre de 80 g/j au niveau
musculaire, de 120 g/j au niveau du foie, du pancréas, du tissu intestinal, des cellules sanguines et de

la peau et de 50 g/j dans les autres tissus (Arnal et al., 1997).

Un déséquilibre entre ces deux processus peut conduire soit a une augmentation des protéines
corporelles dans le cas ou la synthéese excéde la protéolyse, ce qui arrive lors des périodes de
croissance chez I’enfant ou de prise de masse musculaire chez les athlétes, soit & une diminution des
protéines corporelles lorsque la protéolyse devient supérieure a la synthése, ce qui arrive lors d’un

jedine, chez la personne agée sarcopénique ou lors de la cachexie cancéreuse (Arnal et al., 1997).

Synthése protéique et protéolyse interagissent avec le pool des acides aminés libres qui représente
moins de 1% des acides aminés totaux (80 g) et qui se divise lui-méme en deux compartiments : le
compartiment des acides aminés libres intracellulaires (75 g environ) qu’on peut trouver sous leur
forme activée liée aux ARN de transfert et le compartiment extracellulaire composé des acides aminés
libres circulants (5 g environ). Les acides aminés libres intracellulaires peuvent étre utilisés dans les
processus oxydatifs ou servir de précurseur d’autres molécules. Enfin, une partie des acides aminés
peut étre perdue de facon irréversible lors de pertes obligatoires : pertes urinaires et fécales et autres
(chutes de cheveux et d’ongles, desquamation de cellules, sueur, sébum). Les pertes en acides aminés
sont compensées par I’apport en acides aminés alimentaires. L’illustration du turnover protéique Se

trouve dans la figure 6 ci-dessous :
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Figure 6: Turnover protéique

Les protéines corporelles sont en constant renouvellement et subissent des pertes obligatoires (pertes urinaires, fécales et autres). Une partie
est dégradée par protéolyse tandis qu’une autre est synthétisée. Le pool d’acides aminés libres regoit les acides aminés issus de la protéolyse
et les acides aminés alimentaires et sert de compartiment précurseur pour la synthése de protéines et d’autres composés. Une partie des

acides aminés libres peut étre oxydée et conduire a la production d’urée, de H,0, et de CO,.

1.2.2 Apports et besoin en protéines et en acides aminés
1.2.21  Besoin en azote

Le bilan azoté correspond a la différence entre 1’azote ingéré et 1’azote excrété et doit étre équilibré.
Les pertes azotées obligatoires se chiffrent environ a 54 mg/kg/j ce qui représente un besoin protéique
de 0,34 g/kg/j. Le rendement de 1’utilisation des protéines alimentaires n’étant pas de 100%, un apport
de 0.66 g/kg/j est nécessaire pour assurer 1’équilibre du bilan azoté. En appliquant un coefficient de
sécurité, les apports protéiques recommandés chez 1’homme adulte en bonne santé sont 0.83 g/kg/j

(Joint Expert Consultation on Protein and Amino Acid Requirements in Human Nutrition, 2007).
1.2.2.2  Besoin en acides aminés indispensables

Ces apports en protéines doivent également couvrir les besoins en acides aminés indispensables. Il est

donc important d’avoir des méthodes d’estimation des besoins en acides aminés indispensables et

éventuellement de leur évolution en fonction du stade physiologique de I’individu. En premier lieu, la

méthode du bilan azoté a été utilisée afin de déterminer le caractére indispensable et le besoin en
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acides aminés. Le besoin en un acide aminé indispensable est alors défini comme la quantité minimale
de cet acide aminé a apporter afin que le bilan azoté soit équilibré. Toutefois, cette méthode a de
nombreuses limitations car il est difficile de quantifier précisément les pertes azotées obligatoires et
une modification du bilan ne permet pas de conclure si son origine provient d’une modulation de la

rétention ou des pertes en azote.

Le bilan azoté a été remplacé depuis plusieurs années par deux méthodes utilisant des isotopes
stables : la méthode du bilan traceur et celle de ’oxydation de 1’acide aminé indicateur. Ces deux
méthodes reposent sur le principe qu’une augmentation de 1’oxydation d’un acide aminé est un
indicateur de son exceés. Ainsi, dans le cas de la méthode du bilan traceur, I’oxydation de I’acide aminé
testé est mesurée par 1’oxydation d’un traceur de cet acide aminé, par exemple la *C-lysine pour
estimer les besoins en lysine. Dans le cas de I’acide aminé indicateur, on mesure 1’oxydation d’un
acide aminé différent de celui dont on veut estimer le besoin, souvent la 13C—phénylalanine. En effet,
tant que 1’acide aminé dont on veut connaitre le besoin est apporté en quantité insuffisante alors

I’acide aminé indicateur est lui en exces et est donc oxydé (Fuller and Tomé, 2005).
1.2.2.3  Qualité des protéines

La qualité d’une protéine dépend donc a la fois de sa capacité a pouvoir répondre aux besoins en azote
et en acides aminés indispensables. Cette qualité va étre influencée par la digestibilité de la protéine et
par son profil en acides aminés. La méthode d’évaluation de la qualité des protéines la plus courante,
le PD-CAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score), a été mise en place par la FAO et
I’OMS en 1989 (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1991). Elle repose sur la
comparaison du profil en acides aminés indispensables de la protéine étudiée avec celui d’une protéine
de référence censée parfaitement répondre aux besoins en acides aminés. La méthode calcule
I’abondance de chaque acide aminé indispensable dans la protéine étudiée par rapport a son abondance
dans la protéine de référence. La valeur obtenue la plus basse suite a ce calcul est I’indice chimique, et

correspond a I’acide aminé le plus limitant pour la synthése protéique.

Le PD-CAAS ajuste aussi la valeur de 1’indice chimique par la digestibilité de la protéine afin de

mieux traduire la capacité de la protéine a satisfaire le besoin en acide aminé indispensable.

) o mg du ler AA limitant dans 1 g de la protéine
PD — CAAS (%) = Digestibilité x

mg du méme AA dans 1 g de la protéine de référence

Le PD-CAAS offre un score qui peut avoir une valeur de 0 % & 100% voire plus. Dans ce dernier cas,

aucun des acides aminés indispensables de la protéine n’est limitant.

Cette méthode a toutefois des limites puisqu’elle considére la digestibilité fécale mesurée chez le rat
en croissance. Or, le rat n’est pas le modele le plus approprié pour ’homme et la digestibilité

individuelle des acides aminés différe et doit donc étre prise en compte. En outre, une partie des acides
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aminés indispensables retrouvés dans les féces est produite par les bactéries du gros intestin, ce qui

conduit a une sous-estimation de la digestibilité réelle de ces acides aminés (Bergen, 2015).

Depuis 2011, la FAO recommande donc 1’utilisation du DIAAS (Digestible Indispensable Amino
Acid Score) calculé a partir des valeurs de digestibilité iléale individuelle de chaque acide aminé
indispensable présent dans la protéine étudiée (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2013).
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1.3 Synthese et catabolisme des protéines

1.3.1 Synthese protéique

La synthese protéique regroupe 1I’ensemble des processus qui permettent aux cellules de produire leurs

protéines. Ces processus sont au nombre de 6:

-la transcription de I’ADN en ARN messager

-le transport de I’ ARN messager depuis le noyau vers le cytosol
-I’aminoacylation des ARN de transfert

-la traduction de I’ARN messager en chaines polypeptidiques

-les modifications post-traductionnelles des protéines

La synthese protéique est un mécanisme trés complexe et couteux en énergie faisant intervenir prés de
300 molécules (Nelson and Cox, 2013). Une étude mené chez le poussin a ainsi rapporté que le colt
énergétique de la synthéese protéique est de 0.24 kcal par gramme de protéine synthétisée (Aoyagi et
al., 1988). L’étape de traduction nous intéressera plus particuliérement car ce processus est sous le
contrdle d’un grand nombre d’enzymes dont 1’état de phosphorylation et donc d’activation/inhibition

est sous le controle des conditions nutritionnelles comme la disponibilité en acides aminés.

Le processus de traduction se découpe en trois phases successives : I’initiation, 1’élongation et la

terminaison.
1.3.1.1  L’initiation

L’initiation consiste tout d’abord a reconnaitre le point de départ du message codé porté par I’ARN
messager. Chez les eucaryotes, la biosynthése de la chaine polypeptidique démarre au niveau d’un
codon AUG, codant la méthionine. Cela se fait par la formation d’un complexe appelé complexe de
pré-initiation 43S, formé de la petite sous-unité ribosomale (40S) et de facteurs d’initiation eukaryotic
Initiation Factor (elF), elF1, elF1A, elF3 et elF5 , de I’ARN de transfert 1ié a la méthionine et du
facteur d’initiation eIF-2 composé de trois sous unités a, B, y dont la derniére est liée au GTP (Kapp
and Lorsch, 2004). L’ARNm est associé au complexe elF4F composé des facteurs elF4A, elF4B,
elFAE et elFAG, qui va venir se lier spécifiquement au complexe de pré-initiation 43S par
I’intermédiaire du facteur d’initiation eIF3 (Gingras et al., 1999; Gross et al., 2003). Une fois le
complexe fixé, I'un des facteurs d’initiation, elF4A, ayant une activité hélicase va permettre de
supprimer les appariements intramoléculaires de bases et autorise le déplacement du complexe de pré-
initiation le long de I’ ARN messager afin de trouver le codon de départ (Oberer et al., 2005). A la suite
de I’hydrolyse du GTP lié a elF2 en GDP. Les facteurs d’initiation elF1, eIF1A, elF3 et elF5 et elF4F
se détache alors du complexe, la sous-unité ribosomale 60S peut alors venir se fixer sur le complexe
de pré-initiation pour former le complexe ribosomal 80S et débuter la phase d’élongation (LOpez-
Lastra et al., 2005).
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Figure 7: Schéma explicatif de I'étape d'initiation de la traduction protéique et de sa régulation

(Chotechuang, 2010)

Dans un premier temps, le complexe (elF4B-el4G-elF4E-eIF4A) et I’ARNm s’associe. Ce nouveau complexe va se fixer a la sous-unité
ribosomale 40S, avec un autre complexe formé d’elF1, elF1A, elF3 et elF5, d’elF2 associé au GTP et au méthyonil-ARNt et ainsi former le
complexe de préinitiation 43S. Le facteur d’initiation eIF4A a une activité hélicase et va permettre de supprimer les appariements
intramoléculaires de bases et autorise ainsi le déplacement du complexe de pré-initiation le long de I’ARN messager afin de trouver le codon
de départ A la suite de I’hydrolyse du GTP en GDP, les facteurs d’initiation sont libérés et la sous-unité ribosomale 60S vient alors se fixer.

L’étape d’¢élongation peut alors démarrer.
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1.3.1.2 L’élongation

A I’étape d’initiation succede 1’étape d’élongation. On assiste lors de ce processus au recrutement des
ARN de transfert liés a leur acide aminé spécifique et a la formation de la chaine polypeptidique par
liaison des acides aminés selon I’ordre de la succession des codons définis par 1’enchainement des
bases de ’ARN messager. Le cycle d’élongation nécessite le recrutement de facteurs d’élongation
notamment eukaryotic elongation factor 1A (eEF1A) qui va se lier a ’ARN de transfert (tRNA)
permettant la formation du complexe suivant: AA-tRNA-eEF1A-GTP. L’anticodon de I’ARN de
transfert vient s’associer au codon positionné sur le « site A ». Si I’appariement est fort, I’hydrolyse du
GTP est réalisée, ceci entraine la dissociation d’eEF1A et déclenche la liaison entre la méthionine et le
deuxiéme acide aminé. A I’inverse, Si I’appariement est faible, le GTP n’est pas hydrolysé et la liaison
peptidique n’est pas réalisée. Apres 1’hydrolyse du GTP, le complexe ¢eEF1A-GDP se lie & eEF1B afin
de permettre le recyclage du GDP en GTP. Le complexe eEF1A-GTP est a nouveau fonctionnel et
peut se lier a I’acide aminé suivant et ainsi contribuer a I’élongation de la chaine polypeptidique.
L’ARN de transfert qui portait I’acide aminé sur lequel la liaison vient d’étre effectuée est chassé de
son site grace a 1’hydrolyse d’un GTP porté¢ par un deuxieme facteur d’élongation : eEF2. Cette
opération s’accompagne d’un déplacement du ribosome sur I’ARN, appelé translocation. L’ensemble
du processus se répéte jusqu’a atteindre un codon de terminaison UAA, UAG ou UGA qui signale la

fin de la synthése du polypeptide (Groppo and Richter, 2009; Kasinath et al., 2006).

Plusieurs ribosomes peuvent se fixer sur le méme ARN messsager, cet ensemble prend 1’aspect d’un
collier de perles, appelé polysome. Une augmentation du nombre de polysomes et de du nombre de
ribosomes associés par brin d’ARN messager peut étre un marqueur intéressant du flux de synthése
protéique (Esposito et al., 2010). Cependant le niveau de régulation du nombre de polysomes reste

encore peu connu.
1.3.1.3 Laterminaison

Une fois 1’un des codons de terminaison rencontré, les facteurs eukaryotic release factors (eRFs) dont
eRF1 qui est lié a eRF3 et au GTP, reconnaissent I’un des trois codons stop et s’y fixent. Cela entraine
alors I’hydrolyse du GTP en GDP, la dissociation des deux sous-unités ribosomales et la libération de
I’ARN messager (Kisselev et al., 2003; Salas-Marco and Bedwell, 2004). Les étapes de 1’élongation et

de la terminaison sont schématisées sur la Figure 8:
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Figure 8: Schéma explicatif de I'étape d'élongation et de terminaison (Chotechuang, 2010)

L’étape d’élongation démarre au niveau d’un codon AUG codant pour la méthionine, Des facteurs d’élongation associés au GTP et a un
ARNt li¢ a un acide aminé sont recrutés. Si I’appariement entre le codon de I’ARNm et I’anticodon de I’ARNt est fort, I’hydrolyse du GTP
est alors réalisée et une liaison est effectuée entre la méthionine et le deuxiéme acide aminé (1). L’hydrolyse par la suite du GTP porté par le
facteur d’élongation eEF2 permet 1’éjection de I’ARN de transfert (2). Le cycle peut alors se répéter pour permettre d’allonger le peptide en
cours de synthese. Les facteurs eRF1 qui est lié & eRF3 et au GTP, reconnaissent 1’un des trois codons stop et s’y fixe. Cela entraine alors

I’hydrolyse du GTP en GDP, la dissociation des deux sous-unités ribosomales et la libération de I’ARN messager (3).
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1.3.1.4 Maturation

La traduction permet I’obtention d’un peptide n’ayant qu’une structure primaire. Par la suite, un
certain nombre de modifications post-traductionnelles permettent a la protéine de devenir
fonctionnelle pendant un processus appelé maturation. Ce processus recouvre les différentes

modifications de la protéine (Nelson and Cox, 2013):

-acquisition des structures secondaires, tertiaires et quaternaires

-modification de certains acides aminés (méthylation de I’histidine ou de la leucine, hydroxylation de
la proline, par exemple)

-glycosylation

-coupures de pré-protéines en protéines fonctionnelles
1.3.2 Laprotéolyse

La protéolyse est la dégradation enzymatique des protéines, il s’agit de la principale source d’acides
aminés pour 1’organisme. La protéolyse recouvre quatre systemes principaux : le systéme lysosomial,

le systéme ubiquitine-protéasome, le systéme calpaine et le systéme caspase.
1.3.2.1  Le systeme lysosomial

Le lysosome est un organite que 1’on trouve dans toutes les cellules nucléées. Le systeme lysosomial
intervient principalement pour la dégradation des protéines intracellulaires a demi-vie longue, sur les
membranes cellulaires, les protéines extracellulaires et certains organelles (Dunn, 1994; Reggiori and
Klionsky, 2002). Le systéme lysosomial est particulierement utilisé dans les organes ou le turnover des
protéines plasmatiques est important comme le foie. Les lysosomes contiennent des hydrolases ainsi
que des endopeptidases et des exopeptidases actives en milieu acide: les cathepsines. Ces derniéres
sont dénommées en fonction du résidu catalytique impliqué au site actif dans le clivage de la liaison
peptidique : les sérine-cathepsines (A et G), les aspartique-cathepsines (D et E, Napsine), les cystéine-
cathepsines (B, C, F, H, K, L, O, S\W, V et Z/X) et la cystéine-protéase-asparagine-endopeptidases
(Maire, 2012).

La dégradation protéique lysosomiale emprunte trois voies différentes dont I’autophagie. Cette
derniére peut elle-méme correspondre a trois processus différents: la macroautophagie, la
microautophagie et I’autophagie réalisée par des chaperons dite chaperone-mediated autophagy
(CMA) (Cuervo, 2004).

La macroautophagie, conduit a la dégradation de protéines solubles mais également d’organelles
complétes. Elle est principalement activée durant des périodes de restriction énergétique et constitue la
principale source en acides aminés, glucides et nucléotides lors d’une période de restriction. Elle

procede par formation d’une vésicule a double membrane, 1’autophagosome, autour de I’élément a
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dégrader puis par fusion avec le lysosome. La formation de 1’autophagosome est un mécanisme

complexe faisant intervenir 18 protéines ATG (Autophagy-related gene) (Noda et al., 2009)

La microautophagie conduit également a la dégradation de protéines solubles ou d’organelles
complétes mais procéde par dépression de la membrane du lysosome et endocytose des éléments a
dégrader.

Enfin, lors de la CMA, il n’y a pas de formation de vésicules, des protéines chaperonnes se fixent au
substrat et sont reconnus par des récepteurs situés sur la membrane du lysosome. Aprés avoir déplié la
protéine, celle-ci est transloquée dans la lumiére du lysosome afin d’étre dégradée. Les trois voies de

’autophagie sont récapitulées dans la Figure 9 :

Macroautophagie Autophagie
P médiée par les
[ .\ e chaperons (CMA)
s \N— (\ ﬂ..
0- \’ Autophagosomes -
e/
Lysosome
Cytoplasme
Microautophagie

Figure 9: Les trois processus de ’autophagie

L’autophagie regroupe trois processus différents : La macroautophagie permet la dégradation lysosomiale de protéines ou d’organelles par
formation d’un autophagosome, transport puis fusion avec le lysosome. La microautophagie permet la dégradation d’éléments similaires par
endocytose directement au niveau de la membrane du lysosome. Enfin, I’autophagie médiée par les chaperons (CMA), permet la

translocation dans la lumiére du lysosome par reconnaissance de protéines marquées par des protéines chaperones.

Le systéme lysosomial peut aussi emprunter deux autres voies moins importantes, Cvt (cytosol to
vacuole targeting pathway) qui permettent le transport des hydrolases depuis le cytosol vers le
lysosome et Vid (vacuolar import and degradation pathway), surtout décrites chez les bactéries et la
levure et qui permettent la dégradation d’enzymes inutiles en cas de changement des conditions du
milieu (Cuervo, 2004).

1.3.2.2  Le systeme ubiquitine-protéasome

Le systéme ubiquitine-protéasome est 1’autre systéme majeur impliqué dans la dégradation des

protéines dans les cellules de mammifeéres. Les substrats préférentiels sont les protéines intracellulaires

normales a demi-vie courte ou longue mais également les protéines ayant des défauts de conformation.

La dégradation se déroule en deux étapes principales : la liaison covalente entre la protéine a dégrader
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et I’ubiquitine, peptide de 76 acides aminés tres bien conservé, et ensuite la reconnaissance du signal
et la dégradation de la protéine polyubiquitinée en acides aminés et en peptides courts par le
protéasome 26S.

L’ubiquitination des protéines fait intervenir un systéme d’enzymes. Tout d’abord, 1’ubiquitin-
activating enzyme ou E1 active 1’ubiquitine par formation d’une liaison thioester. Celle-ci est ensuite
transférée vers des enzymes de conjugaison appelées ubiquitin-conjugating enzymes ou E2 qui vont

permettre la reconnaissance de certains substrats et le transfert de 1’ubiquitine sur ces derniers.

Les enzymes E3 (ubiquitin ligase) et E4 peuvent également intervenir dans la reconnaissance des

substrats et I’élongation de certaines chaines d’ubiquitine respectivement (Coux and Piechaczyk,
2000).

1.3.2.3  Le systéme calpaine

Ce systéme est spécialisé dans la dégradation des protéines du cytosquelette. Il est sous contrble des
ions calcium Ca®". Il existe deux types de calpaines, les calpaines de type | activées a des
concentrations cytosoliques en Ca®" inférieures @ 1 mM et les calpaines de type Il activées & des
concentrations en Ca®* supérieures & 1 mM. La régulation de I’activité des calpaines dépend donc de la
concentration en calcium intracellulaire, et par conséquent de I’activité des pompes calcium Ca?'-
ATPase, mais aussi de la présence de calpastatine, protéine ayant une activité inhibitrice sur I’activité
des calpaines. L’activité protéolytique de ce systéme dépend ainsi de I’équilibre entre calpaines et

calpastatine (Goll et al., 2003).
1.3.2.4  Le systeme caspase

Enfin, les caspases (cysteine-dependent aspartate-directed proteases) sont des protéases
cytoplasmiques possédant un résidu catalytique cystéine et coupant leurs substrats aprés un résidu
aspartate. Le génome humain code 14 caspases classés en quatre groupes selon 1’organisation de leur
domaine. Les caspases sont impliquées dans I’exécution de la réponse inflammatoire et jouent un réle

particulier dans la mort cellulaire programmée : 1’apoptose ou la pyroptose (Galluzzi et al., 2016).

Les caspases impliquées dans 1’apoptose peuvent étre initiatrices (caspases 2, 8, 9, 10) et sont activées
par dimérisation ou trimérisation ou effectrices, et avoir une activité protéoylique (caspases 3, 6 et 7).
Ces derniéres sont alors synthétisées sous forme de pro-caspases et activées par coupure de la protéine

apres un résidu aspartate par les caspases initiatrices (Lavrik, 2005).
1.3.2.5 Ciblage des protéines a dégrader

Il existe un systeme de ciblage des protéines a dégrader. Il a été mis en évidence que certains acides
aminés comme la méthionine, la glycine, la sérine, 1’alanine, la thréonine et la valine sont stabilisants
et assurent a la protéine qui les portent en position N-terminal une demi-vie en général supérieure a

20h, tandis que d’autres sont déstabilisants comme la lysine, 1’aspartate, la leucine, la lysine et
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I’arginine et sont portés par les protéines & demi-vie courte. Ces acides aminés en position N-terminal

peuvent étre modifiés ou au contraire protégés par une acétylation (Gonda et al., 1989).

Il a par ailleurs été rapporté que les protéines PEST, riches en proline, glutamine, sérine ou thréonine
étaient dégradées plus rapidement que les autres protéines (Rogers et al., 1986) et que les protéines qui
incluent la séquence KFERQ (Lysine-Phenylalanine-Glutamine-Arginine-Glutamine) sont plus
particuliérement réorientées vers la voie de la Chaperone-mediated autophagy (CMA) (Dice, 1990).
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1.4 Les acides aminés : des molécules « signal »

En plus de leur role de briques des protéines, les acides aminés jouent un véritable role de signalisation
permettant de contréler 1’expression de certains génes et de moduler I’activité de certaines Kinases.
Ces kinases sont au hombre de trois : AMPK (AMP-activated kinase), mTOR (mammalian target of

rapamycin) et GCN2 (general control nonderepresible-2) (Chotechuang et al., 2009).

Nous étudierons donc dans la partie suivante le rdle de ces trois voies de signalisation dans le contrdle
du métabolisme énergétique et protéique ainsi que les facteurs nutritionnels ou hormonaux influencant

leur activité.
1.4.1 Les senseurs des acides aminés: mTOR

1.41.1  Généralités

mTOR aussi connu sous le nom de « FK506 binding protein 12-rapamycin » est une sérine/thréonine
kinase impliquée dans le contrdle de la synthese protéique (Helliwell et al. 1994). Cette protéine a été
identifiée et clonée aprés la découverte de deux genes pendant un test de résistance a la rapamycine
chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Helliwell et al., 1994).

Le systtme mTOR existe sous forme de deux complexes ayant des fonctions et des structures
différentes : mTOR1 et mTOR2. mMTORL1 est composée de mTOR, de Raptor (une protéine de
régulation associée a mTOR), de PRAS40 (proline-rich Akt substrate de 40kDa), de Deptor (DEP
domain-containing mTOR-interacting protein) et d'une protéine apparentée a la sous-unité¢  du
complexe protéique G/LST8 (mLST8/GBL). mTORI1 est activee par phosphorylation, est sensible aux
nutriments et aux facteurs de croissance et est inhibée par la rapamycine (Gwinn, 2008).
L’assemblement de mTORI se fait au niveau de la membrane des endosomes et lysosomes (Anthony,
2015). Cette kinase a pour cible 4E-BP1 (elF4E-binding protein-1) et la protéine kinase p70S6K1.
Leur phosphorylation a pour conséquence d’initier la synthése protéique et d’inhiber I’autophagie
(Kim et al., 2002, 2003). L’activation de mTORI1 requiert au préalable sa liaison avec la protéine Ras
homolog enriched in brain (RHEB) qui possede une activité GTPase (Long et al., 2005)

mTOR?2 est composée de mTOR, de la protéine Rictor qui est insensible a la rapamycine, de GBL, et
de la protéine kinase activée par le stress (mSIN1). mTOR2 (qui n’a pas pour cible 4E-BP1 et
p70S6K1) phosphoryle la protéine kinase B et a un rdle dans la régulation de la prolifération

cellulaire, la différentiation, la migration et la réorganisation du cytosquelette (Sarbassov et al., 2004).

mTOR1 nous intéressera plus particulierement dans ce travail car répondant a la disponibilité en

acides aminés.
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1.4.1.2  Rdle dans le métabolisme énergétique

mTORL1 est impliquée dans le contrle du métabolisme énergétique et a pour fonction générale de
réduire les voies cataboliques au profit des voies anaboliques. En effet, un traitement avec la
rapamycine, qui inhibe mTOR, augmente 1’oxydation des acides gras et réduit leur synthése par
I’intermédiaire d’une diminution de 1’expression de 1’acétyl-CoA carboxylase dans des hépatocytes de
rats (ACC) (Brown et al., 2007). En accord avec ces résultats, ’activation du comlexe mTOR1
augmente 1’expression et ’activation des facteurs de transcription peroxisome proliferator activated
receptor gamma (PPARYy) et sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c) et permet ainsi
de stimuler la lipogénese dans le foie et la différenciation de préadipocytes en adipocytes (Laplante
and Sabatini, 2009). Une étude a également rapporté que la stimulation de mTOR1, tout comme la
délétion de 4E-BP1 et 4E-BP2 dans le tissu adipeux, permettait de stimuler I’expression de ETS-
related gene-1 (Egrl) et ainsi de bloquer la lipolyse par inhibition de I’expression de I'Adipose
triglyceride lipase (ATGL) (Singh et al., 2015). Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent qu’une
inhibition de mTOR ou de ses cibles tend a diminuer la lipogénése par diverses voies tandis que son

activation [’augmente.

De la méme maniére, une inhibition de ’activité de mTORZ1 diminue le transport du glucose ainsi que

la synthese de glycogéne dans des hépatocytes respectivement de 20 et 30% (Brown et al., 2007).
1.4.1.3 ROdle dans le contrble de la synthése protéique et de la protéolyse

MTOR a pour cible 4E-BP1 et p70S6K1 impliqués dans le contréle de I’initiation de la traduction des
ARN messagers en protéines. 4E-BP1 non phosphorylé est lié a elF4E ce qui empéche ce dernier de se
lier a un autre facteur d’initiation eIF4G et prévient la formation du complexe d’initiation de la
traduction avec la sous-unité ribosomale 40S. La phosphorylation de 4E-BP1 par mTOR sur les sites
thréonine 37 et 46 réduit 1’affinité de 4E-BP1 pour elF4E et permet la formation de ce complexe
d’initiation (Kimball, 2002). En paralléle, ’activation de p70S6K1 par phosphorylation permet a cette
protéine kinase de phosphoryler en retour la protéine ribosomale S6, un composant de la sous-unité
ribosomale 40S et permet I’initiation de la traduction (Meyuhas, 2000). Toutefois, il est important de
noter que le lien entre la stimulation de la voie mTORL1 et de ses cibles impliqués dans le contrdle de

I’initiation de la traduction protéique et I’intensité de la protéosynthése est encore peu clair.

mMTOR est aussi impliquée dans le contrdle de la protéolyse notamment en inhibant la voie de
I’autophagie (Shintani and Klionsky, 2004) par I’intermédiaire de I' activation de la protéine kinase
p70S6K1 (Scott et al., 2004) et en s’opposant a ’activation de ULK 1, protéine Kinase qui est impliqué

dans le recrutement des protéines ATG (Kim et al., 2011).
1.4.1.4  Role dans le contrdle de la prise alimentaire

Un role direct de mTOR dans le contrble de la prise alimentaire a été mis en évidence par Cota et al.

(Cota, 2006). En effet, ces auteurs ont montré que 1’injection intracérébroventriculaire (icv) de leucine
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ou de la leptine réduisait la prise alimentaire via une activation de mTOR1 dans I’hypothalamus et que
cet effet était aboli par la rapamycine. De méme, d’autres activateurs de mTOR1 comme le glucose,
les facteurs de croissance, un régime HP réduisent la prise alimentaire (Cota et al., 2008; Ropelle et
al., 2008) au contraire d’un régime gras qui réduit I’activitt de mTOR dans I’hypothalamus et

augmente la prise alimentaire (Cota et al., 2008).

Les effets de mTORL sur la prise alimentaire sont probablement médiés par la protéine kinase cible
p70S6K1 car I’injection d’un adénovirus dans I’hypothalamus médiobasal contenant une version
dominante négative de p70S6K1 augmente la prise alimentaire, tandis que la surexpression d’une
version constitutivement active de cette protéine la diminue (Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008). En
accord avec ces résultats, les travaux de Cota ont montré que 1’effet anorexigene de la leptine était

supprime chez des souris n’exprimant pas le géne codant pour p70S6K 1 (Cota et al., 2008).
1.415  Réponse de lactivité de mTOR aux conditions nutritionnelles et hormonales

L’activitt de mTORL1 répond a des messages hormonaux et nutritionnels. Chez le rat, la
phosphorylation de mTOR1 est augmentée sous régime HP dans le foie (Chotechuang et al., 2009) et
dans I’hypothalamus (Ropelle et al., 2008). Dans le foie, les acides aminés ramifiés, et en particulier la
leucine, peuvent aussi activer mTORL et ses cibles en présence d’insuline et stimuler ’initiation de la
synthese protéique (Escobar, 2005; Fox et al., 1998; ljichi et al., 2003; Meijer and Dubbelhuis, 2004;
Shigemitsu et al., 1999). Enfin, il a été observé que la supplémentation du repas en arginine chez des
porcelets entraine une augmentation de la phosphorylation, donc de I’activation, de mTORL1 et de ses
cibles dont 4E-BP1 dans le muscle (Yao et al., 2008). La disponibilité en acides aminés peut aussi agir
via une action sur l’interaction entre Raptor et mTOR, facilitant ainsi ’accés de mTOR1 a ses
substrats (Hay and Sonenberg, 2004). Au contraire, la diminution de la disponibilité en acides aminés
tend a diminuer la phosporylation de mTOR et réduit également les possibilités d’assemblage du
complexe mTOR1 ce qui a pour conséquence de réduire la synthése protéique et de faciliter
I’autophagie (Anthony, 2015).

mTORL1 est également sensible a la disponibilité en glucose. En effet, des cellules HT22 (lignée de
cellules immortelles de 1”’hippocampe) traitées avec de fortes concentrations en glucose présentent une
plus forte phosphorylation de mTOR et de sa cible p70S6K1 (Liu et al., 2015). Concernant la réponse
de mTOR a la disponibilité en lipides, il a été montré que la consommation d’un régime gras augmente
la phosphorylation des complexes mTOR1 et mTOR?2 et de leurs cibles dans le muscle (Rivas et al.,
2009) mais la diminue dans 1’hypothalamus (Cota et al., 2008) et dans le foie contrant ainsi 1’effet

stimulateur des acides aminés (Kimball et al., 2015).

mTORL1 integre enfin des messages hormonaux. Il a été observé que sa phosphorylation était
augmentée par I’insuline et par le facteur de croissance insulin-like growth factor 1 (IGF1l) par

I’intermédiaire de la protéine kinase Akt (Proud, 2004).
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1.4.2 Les senseurs des acides aminés: AMPK
1.42.1 Généralités

L’ adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) est une protéine kinase ubiquitaire tres
bien conservée servant de senseur de 1’énergie intracellulaire (Viollet et al., 2007). 1l s’agit d’une
protéine a structure quaternaire composée d’une sous-unité catalytique o et de deux sous-unités

régulatrices [ et y existants sous plusieurs isoformes (al, a2, B1, B2, v1, y2, et y3).

L’AMPK est activée par phosphorylation de la sous-unité o par des kinases en amont comme le tumor
repressor LKB1 dans le foie et le muscle strié squelettique (Hardie, 2004; Sakamoto et al., 2005) et
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2) dans le cerveau principalement
(Anderson et al., 2008; Hawley et al., 2005). Une étude a aussi montré que Transforming growth
factor-g-activated kinase 1 (TAK1) pouvait phosphoryler I’AMPK (Momcilovic et al., 2006). Cette
phosphorylation multiplie par 100 I’activité de la sous-unité catalytique o (Hawley et al., 1996).

La phosphorylation d’AMPK survient principalement lors d’une déplétion de la disponibilité en ATP
ou une augmentation du ratio AMP:ATP dans la cellule. L’AMP vient alors se fixer sur des structures
en tandem crystathionine-B-synthase (CBS) conduisant a un changement conformationnel de I’AMPK
ce qui permet d’exposer la boucle d’activation de la sous-unité catalytique o et d’en phosphoryler le

résidu thréonine Thr172 mais aussi d’inhiber sa déphosphorylation (Hawley et al., 1996).

La phosphorylation de ’AMPK est réversible et probablement médiée par des protéines phosphatases
comme la protéine phosphtase-2C (PP2C) ou la protéine phosphatase-2A (PP2A) (Sanders et al.,
2007; Wang, 2004; Wu et al., 2007).

1.4.2.2 Rodle dans le métabolisme énergétique

Lorsque ’AMPK est activée par phosphorylation, celle-ci va réguler un certain nombre de voies
métaboliques afin de restaurer la balance énergétique de la cellule. Elle va ainsi inhiber les voies
anaboliques consommatrices d’ATP comme la synthése d’acides gras et la synthése de cholestérol et
stimuler les voies cataboliques productrices d’ATP comme la glycolyse et I’oxydation des acides gras

(Carling 2004; Viollet et al. 2007).

Les effets de I’AMPK sont médiés par des réponses a court-terme, via la phosphorylation de protéines
de régulation, et a long terme via la modulation de 1’expression de certains génes. L’AMPK désactive
par phosphorylation 1’acéyl-CoA carboxylase (ACC) (Velasco et al., 1997) et I’hydroxy-3-
méthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA réductase) (Hardie, 2004), inhibe la glycerol-3-
phosphate acyltransférase (GPAT) (Muoio et al., 1999) et le facteur de transcription carbohydrate-
responsive element-binding protein (Chrebp) (Kawaguchi et al., 2002) ce qui participe aussi a la baisse

de la lipogénese et de la synthése de cholestérol.
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En modulant I’activité de I’ACC par phosphorylation sur le résidu Sérine 79, I’AMPK contrdle aussi
directement 1’oxydation et la synthése des acides gras. En effet, I’ACC est une enzyme responsable de
la synthése de malonyl-coA, qui est a la fois un précurseur de la lipogénése et un inhibiteur de
I’oxydation mitochondriale des acides gras via une régulation allostérique de la carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT-1), une protéine qui contréle 1’entrée des acyl-coA dans la mitochondrie.
Ainsi I’augmentation de I’activit¢ de I’AMPK inhibe la synthese de malonyl-coA ce qui a pour
conséquence une réduction de la synthése et une augmentation de 1’oxydation des acides gras (Viollet
et al., 2006). L’AMPK peut également activer la malonyl-CoA décarboxylase (MCD) qui catalyse la
réaction du malonyl-coA en acétyl-coA et ainsi réduire la concentration intracellulaire de malonyl-coA
(Assifi, 2005). L’AMPK phosphoryle aussi SREBP-1c ce qui entraine une inhibition de son clivage et
de sa translocation au niveau du noyau réprimant ainsi les génes de la lipogénése comme la fatty acid
synthase (FAS) et I’ACC. Enfin, il a été montré que I’AMPK inhibe I’activité de I’hormone sensitive
lipase (HSL) dans le tissu adipeux (Gaidhu and Ceddia, 2011), augmente 1’expression de peroxisome
proliferative activated receptor gamma coactivator 1-a (PGCl-o) impliqué dans la biogénése
mitochondriale (Foretz et al., 2010a) et est indispensable au brunissement du tissu adipeux blanc en
tissu adipeux beige (Mottillo et al., 2016), au moins du point de vue morphologique (Abdul-Rahman et
al., 2016).

L’AMPK est aussi fortement impliquée dans le contrdle du métabolisme glucidique et notamment de
la néoglucogeneése, de la glycogénogeneése et de la glycolyse.

Les résultats concernant le réle de I’AMPK dans le contrdle de la néoglucogénése restent toutefois
contradictoires. En effet, d’une part 1’utilisation d’un activateur de I’AMPK, le 5-Aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucléotide (AICAR), inhibe la production hépatique de glucose chez des rats obeses
insulino-résistants ou non (Bergeron et al., 2001) et la délétion de la protéine kinase LKB1 en amont
de I’AMPK conduit a une augmentation de la glycémie a jeun (Shaw, 2005). Ces effets pourraient étre
médiés par une phosphorylation du co-activateur transducer of regulated cyclic-AMP response
element binding activator 2 (TORC2) par I’AMPK. Ceci empécherait alors sa translocation et
I’expression de PGClo qui a un rdle important dans 1’activation des génes impliqués dans la
néoglucogénése (G6Pase, PEPCK) (Koo et al., 2005). Toutefois, d’autres travaux suggérent que
I’AMPK ne serait pas directement impliquée dans la production hépatique de glucose. En effet, la
délétion des isoformes al et 02 dans le foie de souris n’a pas de conséquence sur la glycémie et sur
I’expression des genes impliqués dans la néoglucogéneése. Par ailleurs, 1’incubation d’hépatocytes ou
I’AMPK ou LKB1 sont délétées avec de la metformine induit une baisse de I’expression de la PEPCK

et de la G6Pase comparable & celle observée dans des hépatocytes normaux (Foretz et al., 2010a).

La synthese de glycogéne, processus trés consommateur en énergie est aussi régulé par I’AMPK. En
effet, les isoformes de la glycogéne synthase sont phosphorylées par I’AMPK ce qui conduit a leur
inactivation (Carling and Hardie, 1989).
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Par ailleurs, en situation d’ischémie, ’AMPK phosphoryle la phosphofructokinase-2 (PFK2)
cardiaque (Marsin et al., 2000). L’AMPK a également pour cible les formes ubiquitaires et inductibles
de PFK2 qu’elle phosphoryle sur le résidu Ser461 (Bando, 2005). La phosphorylation de la PFK2 a
pour conséquence d’augmenter la concentration du fructose-2,6-bisphosphate intracellulaire, un
puissant stimulateur allostérique de la PFK1, ce qui stimule la glycolyse. Enfin, I’AMPK agit sur la
translocation du transporteur du glucose solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),

member 4 (GLUT4) dans le myocarde et y stimule ainsi le transport du glucose (Russell et al., 1999).
1.4.2.3  Rodle dans le contrble de la synthése protéique ou de la protéolyse

Lors de la traduction protéique, la phase d’¢longation cofite 1’équivalent d’environ 4 ATP par liaison
peptidique formée. Ce colit énergétique important justifie pourquoi I’AMPK est impliquée dans le

contrdle de la synthése protéique et notamment de 1’étape de traduction (Viollet et al., 2006).

L’action de I’AMPK sur la synthése protéique se fait essentiellement via une inhibition de mTOR.
L’AMPK peut effectivement phosphoryler et activer le tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), une
protéine qui forme un complexe avec tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) et stimule I’activité
GTPase de RHEB. Ceci résulte en la conversion de RHEB-GTP en sa forme inactive RHEB-GDP qui
n’est alors plus en mesure d’activer par phosphorylation mTOR1 (Luo et al., 2005). Par ailleurs, des
approches protéomiques ont montré que I’AMPK était capable de phosphoryler directement la
protéine Raptor associée a mTOR sur deux résidus Sérine et ainsi d’inhiber son activité (Gwinn et al.,
2008).

En plus d’une action inhibitrice au niveau de la traduction de la synthese protéique par I’intermédiaire
de mTOR1, ’AMPK peut aussi bloquer 1’étape d’élongation. En effet, I’AMPK a pour cible la kinase
eEF2K et D’active par phosphorylation sur un résidu sérine (Ser398). Cette kinase va alors
phosphoryler le facteur d’élongation eEF2 ce qui a pour conséquence d’empécher sa fixation sur les
ribosomes et bloque ainsi 1’étape d’élongation. Par ailleurs, il a été montré que p70S6K1, Kkinase
activée par mTOR, pouvait inhiber eEF2K par phosphorylation sur un autre résidu sérine (Ser366)

(Browne et al., 2004), cette action inhibitrice est donc diminuée si I’activité de mTOR1 est réprimee.

Enfin, ’AMPK a un réle important dans le contrdle de I’activité du protéasome et de 1’autophagie. En
effet, I’addition d’activateurs de I’AMPK dans un milieu contenant des fibroblastes de souris inhibe
I’activité du protéasome et cet effet disparait lorsque les deux isoformes de la sous-unité catalytique o
de ’AMPK ne sont pas exprimés (Viana et al., 2008). L’inhibition de ’AMPK quant a elle inhibe
complétement 1’autophagie dans des hépatocytes (Meley et al., 2006). En accord avec ces résultats, il a
été montré que ’AMPK est indispensable a ’activation par phosphorylation de la kinase ULK1 en
réponse a la restriction en glucose (Kim et al., 2011). Les rdles de I’AMPK dans le métabolisme des

glucides, lipides et protéines sont résumés dans la Figure 10.
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Figure 10: Role de I'AMPK dans le métabolisme énergétique et la synthése protéique

L’AMPK a une place importante dans le contrdle du métabolisme des glucides, lipides et protéines. Son activation entraine une stimulation
des voies permettant de produire de I’ATP comme la glycolyse, le prélévement du glucose, la biogénése mitochondriale et I’oxydation des

acides gras et inhibe les voies consommatrices d’ATP comme la synthése de glycogéne, de cholestérol, d’acides gras et de protéines.

1.4.2.4  Rodle dans le contrble de la prise alimentaire

L’expression d’une forme constitutivement active de I’AMPK dans 1’hypothalamus médiobasal
augmente 1’expression des neuropeptides orexigénes neuropeptide Y (NPY) et agouti-related peptide
(AgRP) dans le noyau arque (Minokoshi et al., 2004) alors que la baisse de 1’activité de I’AMPK est
directement associée a une inhibition de 1’expression de NPY et a une stimulation du précurseur
protéique pro-opiomélanocortine (POMC) (Ropelle et al., 2008).

Les effets de I’AMPK sur la prise alimentaire pourraient étre médiés directement par la concentration
en malonyl-CoA dans les cellules de ’hypothalamus. En effet, le malonyl-CoA, produit de I’ACC qui
est une enzyme cible inhibée par I’AMPK (Figure 10), sert d’indicateur du statut énergétique dans les
cellules de I’hypothalamus (Lane et al., 2008). Ainsi I’augmentation de la concentration de malonyl-
CoA dans I’hypothalamus par inhibition de la FAS diminue la prise alimentaire tandis que la
surexpression de la malonyl-CoA décarboxylase (MCD) qui réduit la concentration de malonyl-CoA
I’augmente. En résume, I’activation de I’AMPK inhibe I’activation de I’ACC conduisant a une plus
faible synthése de malonyl-CoA ce qui aurait pour conséquence de stimuler la prise alimentaire (Lane
et al., 2008).
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1.425  Réponse de activité de ’AMPK aux conditions nutritionnelles et hormonales

L’activité de I’AMPK est stimulée par phosphorylation sur le résidu Thréonine 172 en réponse a une
augmentation du ratio AMP:ATP. Ainsi, les conditions nutritionnelles en modifiant ce ratio peuvent
modifier 1’état de phosphorylation de I’AMPK.

Trois études ont ainsi rapporté que la phosphorylation de I’AMPK dans 1’hypothalamus et le foie était
sensible a la transition a jeun/nourri (Kim et al., 2004; Minokoshi et al., 2004; Suchankova et al.,
2005). De méme, il a été démontré que I’AMPK est activée par phosphorylation dans le foie lors d’une
restriction énergétique (Jiang et al., 2008) ou lors d’une période de jelne de 24 heures (Munday et al.,
1991; Winder et al., 1997). L’AMPK est par contre désactivée lorsque la concentration en glucose est
augmentée dans des myocytes en culture (Itani et al., 2003), des cellules d’hépatomes HepG2 (Zang et
al., 2004) ou des hépatocytes (Chotechuang et al., 2009). En accord avec ces résultats, il a été montré
gue maintenir une hyperglycémie par perfusion de glucose diminuait I’activit¢ de AMPK dans le
muscle et le foie chez le rat (Kraegen, 2005). De méme, 1’injection icv de glucose inhibe I’activité de
I’AMPK dans plusieurs zones de I’hypothalamus (Minokoshi et al., 2004). De fagcon surprenante, la
consommation d’un régime riche en sucres mais faibles en protéines induit une augmentation du
contenu en AMPK et de sa forme phosphorylée dans le muscle soleus de rats en croissance sans pour
autant avoir d’impact sur le ratio P-AMPK:AMPK (Batistela et al., 2014). Une étude similaire ne
rapporte toutefois aucun effet d’un tel régime sur les contenus en AMPK et P-AMPK et leur ratio dans

le muscle extensor digitorum longus (dos Santos et al., 2016).

La disponibilité énergétique cellulaire peut aussi étre indiquée par la concentration en glycogene de la
cellule. 1l a été montré que la sous-unité B de I’AMPK était lié¢ au glycogéne (Hudson et al., 2003;
Polekhina et al., 2003) et que le glycogéne une fois lié inhibait 1’activité de I’AMPK (Derave et al.,
2000; Wojtaszewski et al., 2002).

L’augmentation de I’apport en protéines dans le régime induit une diminution 1’activité AMPK dans le
foie (Chotechuang et al., 2009) et dans I’hypothalamus (Ropelle et al., 2008). Cette derniere étude
montre également que la consommation d’un régime riche en protéines est associée a un plus faible
niveau d’AMP et un plus faible ratio AMP:ATP en comparaison avec un régime normo protéique. En
accord avec ces resultats, les acides aminés (comme le glucose), diminuent la phosphorylation de
I’AMPK dans des hépatocytes (Chotechuang et al., 2009) et dans des cellules B pancréatiques (Leclerc
and Rutter, 2004). La leucine, en particulier, inhibe la phosphorylation de I’AMPK dans des
myoblastes en culture (Du et al., 2006) ou dans 1’hypothalamus de souris apres une injection icv
(Ropelle et al., 2008). Toutefois, les resultats de Kimball et al. ont montré une induction de la
phosphorylation de ’AMPK en réponse a de fortes concentrations en acides aminés dans des
hépatocytes (Kimball, 2004). Les mécanismes a 1’origine de cette action paradoxale des acides aminés
restent incompris mais repose probablement sur les concentrations en acides aminés utilisés dans le

milieu.
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L’activit¢ de I’AMPK est sensible a la disponibilité en lipides dans la cellule, une augmentation de
leur disponibilité ayant une action stimulatrice sur I’activité de I’AMPK. Clark et al. ont ainsi montré
une augmentation de la phosphorylation de I’AMPK dans des cceurs de rats perfusés avec des acides
gras saturés sans changement du statut énergétique de la cellule (Clark et al., 2004). De méme,
I’addition d’acides gras polyinsaturés dans un régime permet de diminuer I’inhibition de Ia
phosphorylation de I’AMPK dans les foies de rats renourris apres un je(ine de 21 heures (Suchankova
et al., 2005). Dans une étude in vivo, Watt et al. ont montré que I’incubation de cellules musculaires
avec de ’acide palmitique ou linoléique augmentait la phosphorylation de ’AMPK de 56 et 38 %

respectivement en comparaison de cellules non traitées (Watt et al., 2006).

L’AMPK intégre enfin des messages hormonaux. Ainsi, dans I’hypothalamus, la leptine inhibe tandis
que l’adiponectine stimule I’activit¢ de I’AMPK (Minokoshi et al., 2008). Dans le muscle
squelettique, ces deux hormones stimulent I’activation de ’AMPK ce qui va entrainer une
augmentation de 1’oxydation des acides gras. L’insuline quant a elle inhibe I’activité¢ de I’AMPK dans
I’hypothalamus (Minokoshi et al., 2004) et entraine la phosphorylation de la sous-unité catalytique
alpha au niveau du résidu Sérine (485/491) inhibant son activité dans des hépatocytes ou des myocytes

en culture (Valentine et al., 2014)

Les réponses de l’activit¢é de ’AMPK aux différents stimuli nutritionnels ou hormonaux sont

récapitulées dans le Tableau 2 :
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Tableau 2: Effet des différents stimuli nutritionnels ou hormonaux sur I'activité de I'”AMPK

Impact sur Pactivité de

Stimuli nutritionnel ou hormonal Tissu PAMPK Références
Foie (Suchankova et al., 2005)
Transition a jeun nourri ! (Kim et al., 2004; Minokoshi et al.,
Hypothalamus 2004)
Restriction énergétique Foie 1 (Jiang et al., 2008)
. (Munday et al., 1991; Winder et al.,
Jeun Foie i 1997)
Myocyte (Itani et al., 2003)
Hépatocytes (Chotechuang et al., 2009)
Hépatome (Zang et al., 2004)
T[Glucose] l
Hypothalamus (Minokoshi et al., 2004)
Muscle
(Kraegen, 2005)
Foie
Consommation d’un régime Muscle 1 (Batistela et al., 2014)
hyperglucidique Muscle — (dos Santos et al., 2016)
Hépatocytes 1 (Kimball, 2004)
1[Acides aminés] Hépatocytes (Chotechuang et al., 2009)
Cellules p- l (Leclerc and Rutter, 2004)
pancréatiques
Myoblastes (Du et al., 2006)
t[Leucine] !
Hypothalamus (Ropelle et al., 2008)
Foie (Chotechuang et al., 2009)
Consommation d’un régime HP !
Hypothalamus (Ropelle et al., 2008)
Myocytes (Watt et al., 2006)
1[Lipides] Coeur 1 (Clark et al., 2004)
Foie (Suchankova et al., 2005)
Hypothalamus i}
Leptine
Muscle i . .
(Minokoshi et al., 2008)
Hypothalamus
Adiponectine 1
Muscle
Myocytes
(Valentine et al., 2014)
Insuline Hépatocytes l
Hypothalamus (Minokoshi et al., 2004)
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1.4.3 Les senseurs des acides aminés: GCN2
1.43.1 Généralités

La kinase General control non-derepressible 2 (GCN2) aussi appelée chez les mammiferes
eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase (elF2AK4) a été identifiée pour la premiere fois
chez la levure comme acteur central de la signalisation de la déficience en acides aminés (Baird and
Wek, 2012; Chaveroux et al., 2010; Hinnebusch, 2005). GCN2 est composée de cing domaines
différents (RWD, pseudokinase, protéine kinase, HisRS-like, and C-terminal (CTD)) et est activée par

autophosphorylation en réponse a la déficience en acides aminés (Chaveroux et al., 2010).
1.4.3.2 Rodle dans le métabolisme énergétique

Le role de GCN2 dans le contréle du métabolisme énergétique est encore peu connu. Toutefois
guelques études, ayant recours a des modéles de souris ou GCN2 a été délété ont démontré que cette
kinase intervient dans le contréle de la néoglucogénese, de la lipogénése et de la sécrétion de
fibroblast growth factor 21 (FGF21).

Guo et Cavener ont montré qu’en réponse a un régime déficient en leucine, des souris KO-GCN2 ne
sont pas capables de diminuer la synthése des TG et I’expression de genes impliqués dans la
lipogenése comme SREBP-1c et la FAS, ce qui conduit au développement d’une stéatose hépatique
(Guo and Cavener, 2007). GCN2 est aussi impliqué dans le contréle de la néoglucogénese. En effet,
Xu a observé chez des souris KO-GCN2 total une moindre augmentation des taux circulants de
glucose suite a I’injection de pyruvate, un précurseur du glucose, ce qui suggére une moindre
activation de la néoglucogénése chez les souris n’exprimant pas GCN2. L’étude rapporte également
que les souris KO-GCN2 ne sont pas capables de réprimer 1’expression de la PEPCK et de CCAAT
enhancer-binding protein-g (C/EBPp), deux protéines clefs impliquées dans la néoglucogenese, lors

de la transition a jeun/nourri (Xu et al., 2013).

Enfin, GCN2 est impliqué dans le contrble de la sécrétion de FGF21, facteur fibroblastique impliqué
dans le contréle de 1’oxydation et la synthése des acides gras et la néoglucogénése (Laeger et al.,
2014b).

1.4.3.3 Rodle dans le contrble de la synthése protéique ou de la protéolyse

Lors d’une baisse de la disponibilité en un ou plusieurs acides aminés, les ARN de transfert non
associés aux acides aminés se lient aux domaines HisRS-like et CTD de GCN2 ce qui résulte en un
changement de conformation allostérique de la protéine. Ceci va conduire a son autophosphorylation
et son activation au niveau des thréonines 898 et thréonines 903 situées dans la boucle d’activation du
domaine protéine kinase lui permettant en retour de phosphoryler sa protéine cible elF2a et de bloquer
la traduction protéique (Harding et al., 2000; Romano et al., 1998; Sood et al., 2000). elF2a est

indispensable & la traduction protéique car il fournit aux ribosomes les méthionyl-tRNA en
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hydrolysant son GTP en GDP lors de la premicre étape de la traduction. Lorsque elF2a est
phosphorylé au niveau de la sérine 51 par GCN2 cela empéche le facteur d’initiation de la traduction
elF2B de recycler le GDP en GTP et de rendre a nouveau fonctionnel elF2a (Dever and Hinnebusch,
2005). Ainsi, il a été montré que les souris chez lesquelles GCN2 est délété présentent une synthése
protéique aberrante dans le foie sous régime déficient en leucine (Anthony et al., 2004). L’activation
par phosphorylation d’elF2a permet d’inhiber la synthése protéique globale et est indispensable a
I’activation de I’autophagie en réponse a la déficience en acides aminés. Cette phosphorylation permet
également d’augmenter la traduction du facteur de transcription appelé activating transcription factor
4 (ATF4) chez les eucaryotes et general control non-derepresible 4 (GCN4) chez la levure. Ce
dernier, en se fixant sur un élément de réponse aux acides aminés, promeut en retour 1’expression de
geénes impliqués dans I’adaptation au stress et codant pour des enzymes impliquées dans la biosynthese
des acides aminés (Hinnebusch, 2005; Sikalidis et al., 2011). Parmi les génes dont I’expression est
induite par ATF4 figure CHOP pour C/EBP homologous protein, qui a un rdle dans les processus de
prolifération et de différenciation cellulaire ainsi que dans le métabolisme énergétique. (Averous et al.,
2004).

1.4.3.4  Roble dans le contrble de la prise alimentaire

Il existe un mécanisme inné permettant aux omnivores d’exprimer une aversion pour les aliments
ayant une déficience en un ou plusieurs acides aminés (Gietzen, 1993). Cette aversion permet ainsi a
I’individu d’orienter son choix vers des aliments équilibrés afin de maintenir I’homéostasie des acides

aminés indispensables (Morrison et al., 2012).

On sait que la consommation de régimes déséquilibrés en acides aminés induit une augmentation de la
forme phosphorylée de elF2a dans les neurones du cortex piriforme antérieur, laissant supposer que
elF2a ainsi que GCN2 en amont pourraient étre impliqués dans le phénoméne d’aversion en réponse a
une déficience en acides aminés (Gietzen et al., 2004). Maurin et al. ont ainsi montré que chez des
souris ou GCNZ2 était délétée dans le cerveau, le niveau de phosphorylation de eIF2a dans les neurones
du cortex piriforme antérieur ainsi que I’amplitude du phénomeéne aversif étaient tous deux diminués
(Maurin et al., 2005). Par ailleurs, il a été montré que GCN2 était aussi activé dans les neurones du
noyau arqué de I’hypothalamus en réponse a un régime déficient en leucine et que, dans cette zone
précise, la délétion partielle de GCN2 par injection d’ARN interférents supprimait en partie le
phénoméne aversif. Cette méme étude rapporte aussi que I’activation de GCN2 dans 1’hypothalamus
médiobasal par injection de L-leucinol, ou I’inhibition de la phosphorylation d’elF2a par le salubrinal,
étaient tous deux capables de diminuer la prise alimentaire chez des souris sauvages (Maurin et al.,
2014).

Toutefois, une étude récente rapporte que GCN2 n’est pas activé dans le cerveau en réponse a la
consommation d’un régime déficient en acides aminés. Par ailleurs, aucune différence de prise

alimentaire n’est observée entre des souris sauvages et des souris KO-GCN2 nourries avec des
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régimes déficients en leucine, thréonine ou en acides aminés, remettant en question les précédents
résultats de la littérature (Leib and Knight, 2015).

1.435  Réponse de activité de GCN2 aux conditions nutritionnelles et hormonales

Comme évoqué précédemment, GCN2 répond a la déficience en acides aminés et bloque la synthése

protéique par phosphorylation d’elF2a.

Ainsi, dans des cultures cellulaires d’hépatomes, la déficience en un seul acide aminé, indispensable
ou non, conduit a une augmentation de la phosphorylation de elF2a et de ’activité de GCN2 (Kilberg
et al., 2005; Palii et al., 2009) (Figure 11).
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Figure 11: Conséquences de la déficience en un acide aminé sur la phosphorylation d’elF2a (Palii
et al., 2009).

Des cultures d’hépatomes ont été réalisées dans un milieu dans lequel un acide aminé a été retiré (arginine, histidine, isoleucine, leucine,
lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, tryptophane, valine). Les mesures de la forme phosphorylée et totale de eIF20 ont été réalisées

par Western-Blot. La figure représente le ratio de ces deux formes.

En plus d’étre un marqueur de la déficience en acides-aminés, GCN2 signale également la
surabondance en acides aminés. Chotechuang et al. ont en effet montré que les niveaux de
phosphorylation de GCN2 dans le foie étaient diminués a jeun et a 1’état nourri chez des rats nourris

pendant 14 jours avec un régime a forte teneur en protéines (Chotechuang et al., 2009).
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GCNB2 integre également un signal glucose. Il a été montré que la déficience en glucose entrainait une

augmentation de la phosphorylation de GCNZ2 et de sa cibleelF2a(Ye et al., 2010).
1.4.4 Les transporteurs d’acides aminés

Le groupe des solute carrier est une famille de transporteurs, pour la plupart membranaires, qui
regroupe 300 protéines regroupées en 52 familles (Hediger et al., 2004). Parmi ces 52 familles, 6 sont
impliguées dans le transport des acides aminés (SLC1, SLC6, SLC7, SLC36, SLC38, SLC43) (Taylor,
2014).

Les transporteurs d’acides aminés jouent aussi un réle dans la détection des acides aminés. En effet, il
a bien été établi qu’ils disposaient d’un role clé dans le maintien de la concentration en acides aminés
libres dans la cellule. Ceci suggére que les activités des voies de signalisation intracellulaires mTOR,
AMPK et GCN2 dépendent de I’activité de ces transporteurs situés sur la membrane cellulaire (Taylor,
2014). Les exemples sont nombreux concernant la phosphorylation de mTORL. Il a été observé que
I’activation de mTORI1 par les acides aminés nécessite la présence du transporteur Proton-assisted
Amino acid Transporter 1 (PAT1)/SLC36A1 (Ogmundsddttir et al., 2012). De la méme maniére, la
délétion des génes codant pour les transporteurs SLC38A2, SLC1A5, SLC7ADS réduit la croissance et
la prolifération de cellules en culture parallélement & une diminution de I’activation de mTORI
(Nicklin et al., 2009; Sinclair et al., 2013) et la surexpression de SLC7A5 dans des cellules de
carcinomes (Elorza et al., 2012) ou de SLC38A2 (Uno et al., 2015) dans le foie entraine I’activation de
mTORL. Enfin, il semble que le recrutement de mTORL1 au niveau de la membrane du lysosome soit
associée a I’accumulation d’acides aminés dans cet organite et donc a I’activité des transporteurs

d’acides aminés situés sur la membrane du lysosome (Zoncu et al., 2011).
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2 Modulation du niveau d’apport en acides aminés et

conséquences sur la composition corporelle

2.1 Partie introductive

2.1.1 L’obésité et dysfonctions associees

L’OMS définit I’obésité «comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui
représente un risque pour la santé». Considérée comme une maladie depuis 1997, I’obésité se
caractérise par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30 kg/m2. Selon I’OMS, en 2014, plus
de 600 millions de personnes dans le monde sont touchées par 1’obésité soit 9% de la population
mondiale avec de fortes disparités selon les continents. La prise de poids excessive conduisant a 1’état
d’obésité est due a un déséquilibre de la balance énergétique consécutive a une forte sédentarité et un
excés d’apport calorique selon la théorie des « Big Two » factors (Tremblay and Chaput, 2008).
L’énergie ingérée en exces est alors stockée sous forme de graisse dans le tissu adipeux. Toutefois, de
nombreuses études montrent que 1’étiologie de I’obésité est plus complexe combinant des facteurs
environnementaux, génétiques et épigénétiques. En effet, selon un rapport de I’OCDE, la prévalence
de I’obésité est supérieure a 30% aux Etats-Unis et au Mexique tandis qu’elle est inférieure a 5% au
Japon (Sassi, 2010). L’obésité touche également plus les femmes que les hommes : selon 1’étude
Obépi/Roche de 2012 réalisée sur la population frangaise, 15,7% des femmes contre 14,3% des
hommes sont obeses. 11 est aussi a noter, selon la méme étude, qu’il existe une inégalité sociale face a
I’obésité, les populations défavorisées ayant un revenu inférieur & 1200 euros présentent une
prévalence de I’obésité de 24.1% tandis que chez les populations avec un revenu supérieur a 3800
celle-ci chute a 8% (Eschwege et al., 2012). La prévalence de 1’obésité varie également beaucoup
selon les ethnies, concept qui recouvre bien souvent des différences a la fois sociales et génétiques.
Ainsi aux Etats-Unis, une étude récente rapporte que 1’obésité sévére est plus importante chez les
enfants d’origine hispanique (11.4%) ou noire (16.6%) que chez des enfants d’origine caucasienne

(8.4%) ou asiatique (7.9%) (Ford et al., 2016).

L’obésité est associée a de nombreuses comorbidités responsables de nombreux décés chaque année.
Outre une augmentation de maladies telles que le cancer, 1’obésité est associée a de nombreuses
dysfonctions métaboliques qui sont des facteurs de risque de développement du diabete de type 2, de
troubles cardiovasculaires et d’accident vasculaire cérébral (hypertension, hypercholestérolémie,
obeésité abdominale, hyperinsulinémie, hyperglycémie). Un individu contractant au moins trois de ces
dysfonctions métaboliques est atteint de ce qui est appelé le « syndrome métabolique » (Pritchett,
Foreyt, et Mann 2005). Les interventions hygiéno-diététiques associant un niveau d’exercice modéré a

un régime de restriction permettent d’améliorer les symptomes associés a 1’obésité et au syndrome
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métabolique du moins a court-terme (Pritchett et al., 2005). Mais il n’existe encore pas de consensus
sur le type de régime le plus efficace (Sacks et al., 2009). Toutefois, il a été montré, chez ’homme et
chez I’animal, que la modulation de la quantité des protéines dans le régime pouvait permettre

d’améliorer la composition corporelle.
2.1.2 L’hypothése de I’effet de levier des protéines

Dés le début XXéme siecle, des recherches suggérent que lorsque des rats sont mis en position de
choix alimentaire, ils régulent leur apport protéique de telle maniére a ce qu’il soit adapté a leurs
besoins nutritionnels (Menaker and Navia, 1973). Sur cette idée, Rozin et al. ont montré que plus la
quantité de protéines est faible dans I’aliment plus les rats consomment de cet aliment pour garantir
leur apport protéique (Rozin, 1968). En accord avec ces résultats, des expériences chez les souris ont
montré une augmentation de la prise alimentaire lorsque la concentration en protéines baisse aux

dépens des glucides (Sgrensen et al. 2008).

L’hypothese de I’effet de levier des protéines «

o 25 - protein leverage hypothesis » émise par
= L]
- 20 . . Simpson and Raubenheimer propose que de
= e 1210 . - .
E ol e maniére paradoxale, les protéines, qui ne
e = S . , ,
— 2 " . § Ve ~~_ 3 constituent qu’entre 10 et 15% de 1’apport
== T g B , )
@ = 8 énergétique moyen chez I’adulte, représentent
= - E 7 - - -
%E Fug= 851, P07,/ = 0372 le facteur clé expliquant la prise de poids et
2 L . L . .. I’obésité (Simpson and Raubenheimer, 2005).
Evolution de la quantité de Ces auteurs ont, en effet, observé que le ratio
protéines dans le régime entre tre | i 0l N triment
1970 et 2000 (%) entre les protéines et les autres nutriments

Figure 12: Corrélation entre ’évolution de la (Qlucides et lipides) avaient baissé  dans

quantité de protéines dans le régime entre 1970 et I’alimentation. Les individus, selon leur
2000 et la prévalence de l'obésité chez ’adulte en

2000 dans 13 pays (Simpson and Raubenheimer, hypothése, auraient donc  tendance 4

2005). consommer plus pour couvrir leur besoin en
(1: Australie, 2 : Canada, 3 : Danemark, 4 : Finlande, 5 : France, 6 : L. . .
Allemagne, 7 : ltalie, 8 : Pays-Bas, 9 : Nouvelle-Zélande, 10 : protéines. Cette consommation excessive,

Espagne, 11 : Suéde, 12 : Royaume-Uni, 13 : Etats-Unis) . ) .
souvent d’aliments a forte densité¢ énergétique

et faible teneur en protéines, expliquerait une prise de poids accrue chez ces individus. Afin d’illustrer
leur hypothese, ils ont montré qu’il y avait une corrélation étroite entre la variation de la quantité de
protéines dans le régime entre les années 1970 et 2000 et la prévalence de 1’obésité chez I’adulte (Voir
Figure 12 ci-dessus) (Simpson et Raubenheimer 2005). Ceci suggére un rble central des protéines dans

les phénomeénes de régulation du poids.
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Nous étudierons donc dans la partie suivante les conséquences sur la composition corporelle des
variations d'apport en protéines, tenterons de comprendre les mécanismes sous-jacents et I’implication

des voies de signalisation des protéines.
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2.2 Régime fort en protéines et consequences sur la composition

corporelle

2.2.1 Introduction sur les régimes hyperprotéiques
2.2.1.1  Utilisation des régimes hyperprotéiques

Il existe un débat important sur I’efficacité des régimes permettant de garantir une perte de poids
rapide et pérenne. Certaines études prénent une baisse de la quantité de gras dans I’alimentation tandis
gue d’autres encouragent une baisse de la quantité de sucres lors de régimes cétogénes (Freedman et
al., 2001; Willett, 1998). En effet, alors que la recommandation pour 1’apport en protéines est fixée
aux alentours de 0.8 g/kg/jour chez 1’adulte (Pesta and Samuel, 2014), ’augmentation des protéines
aux dépens des sucres dans le régime jusqu’a des niveaux atteignant 3.5 g/kg/jour est couramment
utilisée comme stratégie pour permettre la perte de masse grasse et le maintien de la masse maigre lors
de régimes amaigrissants. Ce type de régime appelé régime hyperprotéique (HP) est aussi largement
utilisé chez les athlétes en quéte de développement musculaire. Déja, lors des Olympiades de Berlin de
1936, il est rapporté que les athletes consommaient déja plus de 800 g de viande par jour (Bilsborough
and Mann, 2006)

2.2.1.2  Risques des régimes hyperprotéiques

Les régimes HP populaires recommandent des apports de 1’ordre de 71 a 162 grammes par jour
(Bilsborough and Mann, 2006) et aucune limite supérieure d’apport n’a été établie. Plusieurs études
ont cependant montré que les régimes HP provoquent une hyperfiltration au niveau rénal proche du
point de saturation. Une étude prospective menée chez 45,000 hommes agés de 40 a 75 ans a ainsi
montré une association positive entre la consommation de protéines d’origine animale et la survenue
de calculs rénaux (Curhan et al., 1993). Cependant, aucun effet d’un apport protéique de 1’ordre de 2.8
gramme par jour, soit plus de trois fois I’apport recommandé, n’a été montré sur la fonction rénale

chez des bodybuilders (Poortmans and Delalieux, 2000).

Des études de métabolomique ont montré que la consommation de grandes quantités d’acides aminés
ramifiés ou aromatiques sous régime gras pouvait conduire a I’accumulation de deux produits de
dégradation, le propionyl-CoA et le succinyl-CoA, qui interagissent avec le cycle d’oxydation des
acides gras entrainant la fabrication d’acylcarnitine et pouvant ainsi générer un stress au niveau de la
mitochondrie (Pesta and Samuel, 2014). Il a été aussi suggeré que les régimes forts en protéines ont
une action acidifiante due principalement aux sulfates provenant de 1’oxydation des acides aminés
soufrés : méthionine et cystéine. Cet effet est contré en partie par une perte calcique au niveau des 0s
et une réduction de leur masse (Barzel and Massey, 1998). Toutefois, cette hypothése a été réfutée,
une étude récente ayant montré que la consommation de régime HP a des effets bénéfiques sur la santé

osseuse et I’absorption du calcium au niveau de I’intestin (Cao and Nielsen, 2010).
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2.2.2 Effet d’un régime HP sur la composition corporelle et la prise de poids

De nombreuses études rapportent que les régimes HP permettent de diminuer la prise de poids voire de
diminuer le poids tout en maintenant la masse maigre chez I’Homme et chez I’animal (Blouet et al.,
2008; Clifton et al., 2009; Kim et al., 2014; Lacroix, 2004; Pichon et al., 2006; Skov et al., 1999;
Westerterp-Plantenga et al., 2004). Les régimes HP avec restriction calorique sont aussi caractérisés
par un meilleur suivi que les autres régimes restrictif ce qui garantit un meilleur maintien de la
composition corporelle sur le long terme (Pesta and Samuel, 2014). Chez le rat, il a été montré que la
consommation d’un régime, ou 50% de 1’énergie est apportée par les protéines, réduit de maniere
drastique au bout de 6 mois le tissu adipeux blanc comparé a un régime normo-protéique (Lacroix,
2004). En accord avec ces résultats, Pichon et al. ont observé que 1’augmentation des protéines dans le
régime diminue la prise de poids et ce d’autant plus fortement que le ratio glucides/lipides est faible
(Pichon et al., 2006). Une autre étude a observé gue cette baisse de prise de poids pouvait étre associée

a une diminution de la taille des adipocytes (Blouet et al., 2006).

Chez I’homme, Clifton et al. ont rapport¢é qu’un régime HP était plus efficace qu’un régime
normoprotéique (NP) pour diminuer la masse grasse chez des individus obéses (Clifton et al., 2009).
En outre, Westerterp-Plantenga et al. ont montré que les régimes HP permettaient un meilleur maintien
du poids sur le long terme puisque 1’augmentation de 20% de la consommation en protéines pendant
trois mois aprés une période d’amaigrissement diminue la reprise de poids de I’ordre de 50%
(Westerterp-Plantenga et al., 2004).

2.2.3 Effet d’un régime HP sur la prise alimentaire
2.2.3.1 Caractéristiques satiétogénes des protéines

Les effets bénéfiques des régimes HP sur la prise de masse grasse sont en grande partie dus a leur
capacité a infléchir la prise alimentaire (Halton and Hu, 2004; Westerterp-Plantenga, 2008). En effet,
les protéines sont décrites comme ayant un effet satiétogéne, plus élevé que les autres nutriments,
lipides et glucides chez I’Homme et chez 1’animal (Bensaid et al., 2002; Bensaid et al., 2003;
Marmonier et al., 2000). En plus de cet effet satiétogéne, les régimes riches en protéines ont été décrit
comme étant moins palatable que les autres nutriments sans pour autant causer d’aversion (Bensaid et
al., 2003; Jean et al., 2001). La consommation de protéines permet également de maintenir la satiété
pendant une période supérieure aux deux autres nutriments. 1l a ainsi été montré chez de jeunes adultes
que la consommation de snacks de 240 Kcal composés principalement par des protéines, des sucres ou

du gras décalaient I’heure du diner de 60, 34 et 25 minutes respectivement (Marmonier et al., 2000).

L’effet de diminution de la prise alimentaire de régimes HP est surtout visible lors de 1’introduction du
nouveau régime. Une fois les animaux habitués aux régime HP, ces derniers tendent a revenir a une

prise alimentaire équivalente au régime NP (Blouet et al., 2006).
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L’effet des protéines sur la prise alimentaire dépend aussi du type de protéine notamment de sa vitesse
de digestion et de son profil en acides aminés. Des études ont montré que les protéines rapides comme
les protéines du lactosérum ou du soja inhibent la prise alimentaire a court terme (1 h) de facon plus
importante que les protéines plus lentement digérées ou absorbées comme la caséine ou 1’albumine.
Cet effet n’est toutefois plus observable a 3h (Anderson et al., 2004; Bellissimo and Akhavan, 2015).
Les formes hydrolysées des protéines qui sont plus digestibles sont également plus satiétogénes que

les formes intactes (Grimble et al., 1986).

Il a été montré que les effets d’un régime HP sur la prise alimentaire pouvaient étre reproduits par la
supplémentation en certains acides aminés. Ceci a été observé chez le rongeur avec des régimes
supplémentés en histidine, leucine, phénylalanine, tryptophane, alanine et arginine (Block and Harper,
1991; Endo et al., 2010; Freudenberg et al., 2012; Jobgen et al., 2008; Kasaoka et al., 2004; Ruan et
al., 2014).

2.2.3.2  Meécanismes de régulation

11 est important de noter que 1’augmentation des protéines dans le régime se fait souvent aux dépens
des sucres, notamment ceux raffinés a fort index glycémique qui générent une faible satiété et ne

réduisent que faiblement la prise alimentaire (Ludwig et al., 1999)

Par ailleurs, I’effet satiétogéne des protéines s'accompagne de la stimulation de la sécrétion de
peptides gastro-intestinaux impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire et la diminution de la
motilité intestinale. L’équipe de Batterham a observé une augmentation des taux plasmatiques du
peptide anorexigéne peptide YY (PYY) chez des hommes et des souris suite a I’ingestion d’un régime
HP (Batterham et al., 2006). Dans cette méme étude, ils montrent que des souris délétées pour le géne
PYY ne présentent plus de diminution de la prise alimentaire sous régime HP et développent une
obésité. D’autres études ont montré qu’un repas riche en protéines et en glucides stimulent également
la libération de glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (Lejeune et al., 2006; Nilsson et al., 2007). Peu
d’études se sont penchées sur I’effet des régimes HP sur la cholécystokinine (CCK) (Veldhorst et al.,
2008). Sa sécrétion semble toutefois augmentée en régime HP (Journel et al., 2012). En plus de son
effet anorexigene, la CCK joue probablement un role dans la stimulation de la sécrétion pancréatique
de protéases permettant la digestion des protéines (Liddle, 1997). Les effets des régimes HP sur la
sécrétion de la grhéline, peptide orexigéne sécrété par I’estomac, a la suite d’un repas sont plus
contrastés. Tandis que certaines études ne montrent aucune modification supplémentaire sur sa
sécrétion par rapport a un régime normoprotéique, Blom et al. ont montré, chez I’homme, qu’un petit-
déjeuner ou 58.1% de I’énergie était apportée par les protéines baissait de manicre plus importante la
sécrétion postprandiale de ghréline qu’un petit-déjeuner ou seulement 19.3% de I’énergie était apporté
par les protéines (Blom et al., 2006). Le GLP-1 et la CCK ont une action stimulatrice sur le nerf vague

qui transmet ensuite les signaux de satiété au noyau du tractus solitaire (Journel et al., 2012).
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On sait désormais depuis plusieurs années que le contenu en acides aminés dans le liquide
céphalorachidien refléte les taux d’acides aminés circulants, lui-méme lié a la composition en
protéines du régime (Arrieta-Cruz and Gutierrez-Juarez, 2016). Mellinkoff, selon la théorie
aminostatique (Mellinkoff and Frankland, 1956), a été le premier a émettre 1’hypothése que les
fluctuations plasmatiques des concentrations en d’acides aminés pourraient agir sur le controle de la
prise alimentaire. Constatant, en effet, que «a rise in the serum amino acid concentration appears to
be accompanied by a waning of appetite », il a émis I’hypothése que lorsqu’une concentration seuil
des acides aminés est atteinte dans le plasma, la faim cesse, la satiété est atteinte. Veldhorst rappelle
que plusieurs études vont dans ce sens en montrant que I’amplitude de la satiété générée par des
peptides dépend en grande partie de I’augmentation des concentrations plasmatiques en acides aminés

(Veldhorst et al., 2008).

Les acides aminés ramifiés seuls, et notamment la leucine, peuvent reproduire les effets d’un régime
riche en protéine ou d’un mélange d’acides aminés. Il n’est pas surprenant que la leucine puisse servir
de signal de satiété. En effet, sa concentration, contrairement a celle du glucose ou des TG, est
multipliée plusieurs fois a la suite d’un repas (Lynch, 2006). De méme, la supplémentation en leucine
dans le régime ou dans I’eau de boisson diminue la prise alimentaire chez des rats et des souris
(Freudenberg et al., 2012; Zhang et al., 2007), et I’injection icv de leucine, mais pas celle tryptophane,
thréonine, méthionine, lysine et sérine, diminue la prise alimentaire et le poids corporelle (Cota, 2006;
Laeger et al., 2014a) ce qui indique qu’au moins une part du signal anorexigene induit par la leucine
est générée au niveau central. L’action centrale de la leucine et des régimes HP s’effectue via une
augmentation de I’activit¢ de mTOR et une diminution de I’activitt AMPK au niveau de
I’hypothalamus, ce qui conduit a une augmentation de pro-opiomélanocortine (POMC), anorexigéne,
et a une diminution de NPY et AgRP, orexigenes, dans le noyau arqué de 1’hypothalamus (Cota, 2006;
Morrison et al., 2007; Ropelle et al., 2008).

Enfin, la consommation d’un régime HP est associée logiquement & une augmentation de 1’apport
d’histidine qui peut avoir un effet répresseur sur 1’appétit par I’intermédiaire de la production

d’histamine et I’activation neurones histaminergiques (Nakajima et al., 2001).
2.2.4 Effet « protéines »

2.2.3.3  Expériences sur le pair-feeding

Comme nous I’avons vu dans la partie précédente, une grande partie des effets bénéfiques des régimes
HP sur 1’adiposité est associée a la diminution de la prise alimentaire due a D’effet satiétogene des
protéines. Toutefois, des études de pair-feeding ont montré que lorsque I’on contrdle 1I’ingéré calorique
de rats nourris en régime NP de telle maniére a ce qu’il soit équivalent a celui de rats nourris en

régime HP. Les rats nourris en régime NP-pair fed (NP-PF) présentent au bout de 14 jours de régime
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une adiposité plus grande que les rats sous régime HP (Jean et al., 2001). Ceci est décrit dans la Figure

13 suivante :

Poids du gras total
40 -

——

30 -

ONP
15 - o NP-PF
10 - mHP

NP NP-PF HP
Regimes

Figure 13: Masse grasse totale chez des rats nourris en régime normoprotéique (NP),
hyperprotéique (HP) ou en normoprotéique pair-fed (NP-PF) (Jean et al., 2001).

Des rats ont été nourris pendant 14 jours avec un régime normoprotéique (NP), hyperprotéique (HP) ou en normoprotéique pair-fed (NP-PF).
A la fin de ces 14 jours, une composition corporelle a été réalisée et le poids de gras total mesuré. Des lettres différentes indiquent des
différences significatives (P<0.05). Les rats NP pair-fed étaient plus gras que les rats sous régime HP suggérant un effet spécifique des

protéines alimentaires

Il existe donc un effet spécifique des protéines sur le métabolisme énergétique qui, malgré leur densité
énergétique équivalente a celle des glucides, permet de réduire la prise de poids et de masse grasse.
Cet effet « protéines » sur la masse grasse est médié par une réorientation des acides aminés vers
d’autres voies que celle du stockage sous forme de lipides et par une augmentation de la dépense
énergétique.
2.2.3.4  Réorientations des protéines vers la synthese de glucose, corps cétoniques et
glycogene

Une partie des acides aminés alimentaires est réorientée vers la synthese de glucose, corps cétoniques
et glycogéne plutdt que vers le stockage de lipides. Sous régime NP, il a été montré que tous les acides
aminés désaminés étaient oxydés. Sous régime HP, au contraire, seulement la moitié des acides
aminés désaminés sont oxydés ce qui conduit a la génération d’une réserve de squelettes carbonés sous
forme d’acides aminés et d’ a-cétoacides (Fromentin et al., 2010; Stepien et al., 2011). Par ailleurs,
I’¢élévation des niveaux d’acides aminés dans le plasma stimule a la fois la sécrétion d’insuline et de

glucagon et ainsi la néoglucogenése. Ainsi, Veldhorst et al. ont observé une hausse de la
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néoglucogénése chez des hommes en bonne santé nourris avec un régime hyperprotéique (Veldhorst et
al., 2012). Chez le rat, I’augmentation de la quantité de protéines dans le régime induit une
augmentation de la synthése des ARN messagers codant pour la PEPCK, enzyme contrblant la
conversion de 1’oxaloacétate en phosphoénolpyruvate, a I’état de jeline comme a 1’état nourri, et de la
glucose 6- phosphatase (G6Pase), uniquement a 1’état de jeline, ce qui suggere une augmentation de la
synthése hépatique de glucose sous régime HP (Azzout-Marniche et al., 2006). La synthése de glucose
par les acides aminés pourrait participer a I’effet satiétogéne des protéines. En effet, cette
néoglucogénése hépatique maintiendrait de facon prolongée une glycémie haute et permettrait ainsi

de prolonger la satiété (Pesta and Samuel, 2014).

Une autre voie par laquelle les squelettes carbonés dérivés de la désamination des acides aminés
peuvent étre gérés est la cétogénese. En effet, chez ’homme et I’animal, une augmentation des taux
circulants de corps cétoniques (particulierement le B-hydroxybutyrate) a été observée en réponse a
I’ingestion d’un régime HP (Veldhorst et al., 2012; Chaumontet et al., 2015).

Enfin, selon le contenu en glucides du régime, 1’ingestion d’un régime HP peut étre associé soit un
maintien soit a une petite baisse des concentrations en glycogéne hépatique (Baum et al., 2006;
Gannon, 1993; Gannon and Nuttall, 1995; Krebs et al., 2003; Obeid et al., 2006). La stimulation de la
sécrétion d’insuline et de glucagon qui accompagne 1’ingestion d’un régime HP permet également un
renouvellement des stocks en glycogéne ainsi qu’une hausse de la conversion des acides aminés
alimentaires en glycogéne (Baum et al., 2006; Obeid et al., 2006; Stepien et al., 2011). En accord avec
ces résultats, il a été montré que la glutamine, la proline et 1’alanine avaient un effet stimulateur sur la
synthése de glycogene. Le mécanisme de stimulation de la synthése de glycogéne par la glutamine
serait basé sur une augmentation du volume cellulaire, appelé « cell swelling », et ferait intervenir un

transport Na+-dépendant des acides aminés (Baquet et al., 1991).
2.2.3.5  Effet sur la synthese et ’oxydation des acides gras

La diminution de la masse adipeuse observée sous régime HP est également la résultante de I'effet des
régimes HP sur la baisse de la lipogénése. En effet, Stepien et al. ont observé que les niveaux
d’expression de la FAS et de I’ACC dans le foie étaient réprimés pendant au moins 14 jours aprés
I’introduction d’un régime HP (Stepien et al., 2010). Par ailleurs, il a été observe que les expressions
de la FAS et de SREBP-1c étaient réduites dans le foie de rats nourris pendant 8 semaines sous régime
HP par rapport & des rats nourris en régime NP et NP-pair fed et donc indépendamment du niveau

d’énergie ingérée (Blouet et al., 2006).

La supplémentation en un seul acide aminé est également associée a une diminution de la lipogénése.
Ceci est vrai pour des acides aminés indispensables comme 1’histidine (Endo et al., 2010; Kasaoka et
al., 2004), la leucine (Freudenberg et al., 2012; Zhang et al., 2007), le tryptophane (Ruan et al., 2014)

mais également pour des acides aminés non indispensables comme 1’alanine (Araujo et al., 2016;
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Freudenberg et al., 2012) et I’arginine (Jobgen et al. 2008). Cette derniere étude suggére par ailleurs
que cette diminution de la masse grasse pourrait étre médiée par une augmentation de 1’oxydation des
lipides dans le tissu adipeux via une induction de I’expression de I’ AMPK et de PGC1-a. De méme, la
supplémentation en alanine peut diminuer la lipogénése dans le tissu adipeux par I’intermédiaire d’une

stimulation de la phosphorylation de I’AMPK qui en retour inactive I’ACC (Araujo et al., 2016).
2.2.3.6  Effet sur la dépense énergétique par rapport aux autres macronutriments

La thermogénese postprandiale est définie comme 1’augmentation de la dépense énergétique a la suite
d’un repas ou de I’ingestion d’un nutriment. Elle résulte du colt énergétique de 1’absorption de la
digestion et de la métabolisation des nutriments apportés par le repas et nous informe sur le codt
d’interconversion des nutriments dans les voies du métabolisme énergétique. Il a été montré que la
thermogénese postprandiale est de 1’ordre de 15 a 30% de 1’énergie ingérée pour les protéines tandis
que pour les sucres et les lipides cette valeur n’est que de 5 a 10% et de 0 a 3 % respectivement
(Acheson, 1993; Westerterp, 2004). Mikkelsen, de méme, a mis en évidence que tripler la contribution
énergétique des protéines dans le repas de 11 a 29 % augmentait la dépense énergétique de 1’ordre de

10% par jour (Mikkelsen et al., 2000).

L’augmentation de la dépense énergétique associée a la consommation des protéines pourrait
expliquer en partie leur effet satiétogéne. En effet, plusieurs auteurs ont suggéré que 1’augmentation du
métabolisme avait un effet inhibiteur sur la prise alimentaire (Even and Nicolaidis, 1985; Friedman,
1995). Les regimes HP peuvent également moduler I’expression des protéines de découplage (UCP).
Les protéines UCP sont des transporteurs qui découplent le retour des protons H* dans la matrice
mitochondriale de la production d’ATP. L’énergie issue de 1’oxydation des substrats est alors dissipée
sous forme de chaleur. Ainsi, Ropelle et al. ont montré que la consommation d’un régime HP pendant
trois semaines augmentait la quantité d’UCP1 dans le tissu adipeux brun chez le rat ou la souris obése
comparé a des animaux nourris avec un régime NP (Ropelle et al., 2008). Une autre étude a montré
des résultats similaires chez le rat mais aussi que I’augmentation des protéines dans le régime
augmentait la quantité d’UCP2 dans le foie. Ces changements d’abondance en protéines découplantes

étaient corrélés positivement a la dépense énergétique (Petzke et al., 2007).

Il est possible qu’une partie de I’effet des régimes HP sur la dépense énergétique soit médié par
I’augmentation de I’apport en certains acides aminés. En effet, la supplémentation en histidine dans le
régime augmente le contenu en UCP1 dans le tissu adipeux brun (Kasaoka et al., 2004). La
supplémentation en arginine a également un effet important sur la tissu adipeux brun en augmentant sa
masse de pres de 34%, participant ainsi a I’augmentation de la dépense énergétique (Fu et al., 2005;
Jobgen et al., 2008).
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2.2.5 Effet d’un régime HP sur la masse maigre, la synthése protéique et la protéolyse

Les régimes HP permettent de mieux préserver la masse maigre que les autres types de régimes en
particulier au cours de régimes hypocaloriques (Kim et al., 2014; Westerterp-Plantenga et al., 2004).
Une récente méta-analyse de 18 essais contrlés randomisés a rapporté que chez des adultes de plus de
50 ans, la préservation de la masse maigre était également plus importante lors d’un régime
d’amaigrissement avec une forte teneur en protéines (Kim et al., 2014). Ce maintien de la masse
maigre permet ainsi de limiter la diminution du métabolisme de repos induite par la restriction
alimentaire et garantit un meilleur maintien de la composition corporelle sur le long-terme (Dériaz et
al., 1992).

2.2.5.1  Effet d’un régime HP sur la synthése protéique

Les effets des régimes HP sur la synthése protéique sont toutefois controversés. Le temps d’exposition
au régime, la fenétre sur laquelle est mesurée la synthése protéique, I’espéce ainsi que 1’organe

considérés sont autant de parameétres qui peuvent expliquer ces résultats contradictoires.

De nombreuses études ne rapportent aucun effet des régimes HP sur I’anabolisme protéique au niveau
du muscle squelettique ou au niveau de protéines musculaires spécifiques comme la myosine et les
protéines sarcoplasmiques (Chevalier et al., 2009; Frank et al., 2005; Harber et al., 2005; Laurent et
al., 1984); d’autres rapportent que la vitesse de synthése fractionnaire dans le muscle est diminuée
chez des animaux nourris avec de grandes quantités de protéines (Masanes et al., 1999; Taillandier et
al., 1996). Des inhibitions de I’ordre de 34% et de 20% du taux de synthése protéique ont aussi été
observées dans le foie et dans le rein de rats sous régime HP (Chevalier et al., 2009). Dans un contexte
différent, il a été montré qu’une augmentation de la quantité de protéines dans le régime 12.7 a 20.7%
augmentait la synthése protéique dans le foie, le rein, le pancréas et le muscle chez le porcelet (Deng
et al., 2009). Chez I’homme, 1’augmentation des protéines dans le régime peut induire une hausse de la
synthése protéique jusqu’a 20% (Fereday et al., 1998; Forslund et al., 1998; Harber et al., 2005).

La supplémentation en acides aminés est couramment utilisée afin de garantir un haut niveau de
synthese protéigque. C'est le cas particuliérement en alimentation animale car elle permet de maximiser
la croissance des animaux de rente. Les acides aminés supplémentés sont ceux dont la quantité est
considérée comme limitante dans la ration. Ainsi la lysine est souvent supplémentée dans les rations

de porcs car souvent deficitaire dans une alimentation & base de céréales (Kerr and Easter, 1995).

Il 'a aussi été mis en évidence par des expériences in vivo et in vitro qu’une mixture d’acides aminés
permettait de stimuler la synthése protéique dans un diaphragme isolé de rat ou dans le muscle
squelettique et que cet effet était reproduit par I’addition dans le milieu des trois acides aminés
ramifiés (valine, leucine, isoleucine) (Fulks et al., 1975; Li and Jefferson, 1978). Les acides aminés
ramifiés stimulent également la synthése protéique dans des hépatocytes isolés (Dubbelhuis and
Meijer, 2002; ljichi et al., 2003).
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Parmi les acides aminés ramifiés, la leucine semble avoir I’effet anabolique le plus important. En effet,
la leucine, seule, stimule la synthese protéique dans le muscle a un niveau quasiment équivalent a celui
observé avec la combinaison des trois acides aminés ramifiés (Buse and Reid, 1975; Fulks et al., 1975;
Li and Jefferson, 1978). Une autre étude a montré que I’administration chronique pendant 12 jours de
leucine dans 1’eau de boisson peut stimuler la synthése protéique dans le muscle squelettique, le tissu
adipeux et le foie chez le rat nourris ad libitum (Lynch et al., 2002). Toutefois ces résultats n’ont pas
été reproduits lors d’une administration aigue de leucine (Anthony et al., 2001). Les effets des acides
aminés ramifiés et en particulier de la leucine sont médiés par la stimulation de la phosphorylation de
MTOR et de ses cibles en aval (Chotechuang et al., 2009). La leucine stimule aussi la phosphorylation
de elF4G, p70S6KL1 et de la protéine ribsomale S6 permettant ainsi de faciliter ’initiation de la

traduction protéique dans le muscle squelettique (Kimball and Jefferson, 2006).

L’arginine et la glutamine ont aussi des effets anaboliques. En effet, il a été montré que la
supplémentation en arginine ou l’augmentation de sa synthése endogeéne augmente [’accrétion
protéique dans le muscle ou le corps entier (Frank et al., 2007; Wu et al., 2004). Concernant la
glutamine, une relation positive entre sa concentration et le niveau de synthése protéique a été
observée chez le poulet (Watford and Wu, 2005). Par ailleurs, la perfusion de glutamine dans le
muscle squelettique de rat augmente la synthése protéique (MacLennan et al., 1987). Ces effets
anaboliques sont probablement médiés par une action sur la voie mTOR (Xia et al., 2003; Yao et al.,
2008). Il est important de noter que les acides aminés ramifiés sont des précurseurs de la glutamine, il

est ainsi possible qu’une partie de leur effet soit médié par la glutamine.
2.25.2  Effet d’un régime HP sur la protéolyse

La protéolyse, comme la protéosynthése est sous le contrdle des acides aminés. Le gain protéique sous
régime HP est d’ailleurs probablement plus dii a la diminution de la protéolyse qu’a I’augmentation de

la synthese.

Il a ainsi été montré que 1’ingestion aigué de protéines diminuait la protéolyse (Fereday et al., 1998;
Forslund et al., 1998) et que dans le foie, la protéolyse est inhibée a I’état nourri avec 1’augmentation
des protéines dans le régime (Chevalier et al., 2010). Chotechuang et al. ont aussi montré que la
protéolyse était diminuée de I’ordre de 14% chez des rats nourris pendant deux semaines sous régime
HP (Chotechuang et al., 2011). Cette méme étude montre que cette baisse est associée a une baisse de
I’expression de 1’ubiquitination des protéines, et qu’elle nécessite a la fois I’inhibition de I’AMPK et
I’activation de mTOR. Des acides aminés isolés peuvent également avoir un effet inhibteur sur
I’autophagie. Ainsi, la leucine, seule, inhibe la dégradation des protéines dans le muscle et dans le foie
(Meijer and Dubbelhuis, 2004; Nakashima et al., 2007; Tischler et al., 1982).En accord avec ces
résultats, il a été montré que les acides aminés ramifiés, en activant mTOR, diminue 1’autophagie

(Yoon, 2016). Une autre étude a rapporté que la glutamine inhibe la protéolyse dans les cellules a
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mucus de I’intestin gréle notamment par 1’intermédiaire d’une diminution de 1’ubiquitination des

protéines (Coéffier et al., 2003).
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2.3 Régime faible en protéines et conséquences sur la composition

corporelle

2.3.1 Introduction sur les régimes faibles en protéines

Dans les pays en voie de développement, les enfants, apres le sevrage, sont souvent nourris avec des
régimes a fort contenu en glucides mais faible en protéines (Patel and Srinivasan, 2011; Steyn et al.,
2014). 1l est donc important de déterminer les effets sur le poids et la composition corporelle des

régimes faibles en protéines chez I’individu et particulierement pendant la croissance.

Il n’existe pas de définition trés claire d’un régime faible en protéines mais ce type de régime est
souvent conseillé aux personnes ayant des défauts métaboliques de type phénylcétonurie ainsi qu’a
ceux ayant des problémes rénaux ou hépatiques (MacLeod and Ney, 2010; Mandayam and Mitch,
2006). La contribution énergétique des protéines dans un régime faible en protéines tourne
généralement autour de 5 a 6% soit environ la moitié ou le tiers de I’apport journalier recommandé
(Aparecida de Franga et al., 2014; dos Santos et al., 2016).

La restriction en protéines permettrait de reproduire les effets d’une restriction calorique sur une
période courte de 8 semaines chez la souris avec une diminution du poids total, de I’insuline, des TG
circulants, de la tolérance au glucose, de la sensibilité a ’insuline et une augmentation de la dépense
énergétique, des HDL circulants ceci malgré une augmentation de la prise alimentaire (Solon-Biet et
al., 2014).

2.3.2 Effet d’un régime LP sur la composition corporelle et la prise de poids

Sur des périodes longues, la consommation d’un régime faible en protéines chez la souris est
généralement associée & une augmentation du poids, de I’adiposité et de la quantité de gras intra-
hépatique qui suggerent que 1’augmentation de la prise alimentaire n’est que partiellement compensée

par une augmentation de la dépense énergétique (Huang et al. 2013; Solon-Biet et al. 2014).

Chez le rat en croissance nourri pendant 15 jours avec un régime faible en protéines, au contraire, il a
été montré que ces derniers présentaient un poids plus faible comparé a des rats nourris avec un
régime témoin mais toujours une adiposité plus grande avec notamment une augmentation de la taille

des tissus adipeux blancs et bruns (Aparecida de Franca et al., 2009).
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2.3.3 Mécanismes explicatifs de I’effet des régimes LP sur la composition corporelle

2.3.3.1  Effetsur la prise alimentaire

L’effet sur la prise alimentaire d’un régime faible en protéines est fonction de la quantité de protéines
dans le régime ainsi que du stade physiologique de I’individu (Menaker and Navia, 1973). Il a été
montré chez I’homme et chez I’animal qu’un régime faible en protéines augmente la prise alimentaire
22 tandis qu’un régime trés faible en protéines créé un
20 - » phénomene aversif et la diminue (Du et al., 2000;
Morrison and Laeger, 2015). Malgré cette
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Des rats en croissance ont été nourris pendant 15 jours avec
un régime témoin (C) ou faible en protéines (LP) ou  Féponse au repas, cette altération de la réponse pourrait

respectivement 17 ou 6% de I’énergie est apportée par les

faibles en protéines induisent chez le rat une faible
modulation de la sécrétion de CCK et de la ghréline en

expliquer en partie le phénoméne d’hyperphagie
protéines. La prise alimentaire a été suivie quotidiennement i . .
observé sous régime LP (Morrison and Laeger, 2015).

pendant les 15 jours de test.

Par ailleurs, La quantité en protéines dans le régime
peut conduire a une modulation du rapport tryptophane sur la somme des acides aminés neutres. La
sérotonine est synthétisée a partir de tryptophane et sa synthése est fonction de ce rapport car les
acides aminés neutres sont des compétiteurs du tryptophane au niveau du passage de la barriére
hémato-encéphalique (Fernstorn and Wurtman, 1972). Sous régime faible en protéines, le rapport
tryptophane/acides aminés neutres est élevé ce qui induirait une forte synthése de sérotonine et ainsi
encouragerait les rats a augmenter leur prise protéique et leur prise alimentaire en conséquence (Arnal
et al., 1997). En accord avec cette hypothése, il a été récemment montré qu’un régime riche en leucine

réduit simultanément la quantité de tryptophane disponible pour la synthése de sérotonine et la prise

alimentaire (Wessels et al., 2016).
2.3.3.2  Effet sur la synthése d’acides gras

Comme énoncé précédemment, la consommation de régimes faibles en protéines induit une
augmentation de I’adiposité et du gras intra-hépatique des individus en comparaison avec un régime
témoin (Huang et al., 2013; Solon-Biet et al., 2014). Ce résultat peut s’expliquer par le fait que

I’administration d’un régime faible en protéines augmente la lipogénése hépatique totale de 1’ordre de
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150% Par ailleurs, le contenu en SREBP-1c, facteur de transcription impliqué dans 1’expression de la
fatty acid synthase (FAS) et de I’acétyl-coA carboxylase (ACC), et I’activité¢ de la glycérokinase,
enzyme qui catalyse la phosphorylation du glycérol, sont augmentés respectivement de 30 et 50%
(Menezes et al., 2013). Par contre, Henegan et al. ont observé que la consommation d’un régime faible
en protéines est associé a une diminution de la lipogénése dans le foie et notamment de 1’expression de
la stearoyl-coenzyme A desaturase (SCD-1), FAS et SREBP1-c (Henagan et al., 2016). Toutefois,
dans cette étude, 10% de 1’énergie était apportée par les protéines contre 5 ou 6% dans les autres. Cette

différence pourrait expliquer ces résultats contradictoires.

L’accumulation de TG dans les adipocytes pourrait étre plus spécifiquement due a une baisse de la
lipolyse. En effet, Buzelle et al. ont montré que la lipogénése dans des adipocytes du tissu adipeux
épididymaire était globalement moins importante sous régime faible en protéines mais aussi que les
adipocytes des rats nourris en régime faible en protéines ne répondaient pas a ’action lipolytique de la
noradrénaline (Buzelle et al., 2010). Ainsi la moindre capacité a mobiliser les lipides expliquerait

I’accumulation de TG dans le tissu adipeux blanc chez les individus nourris avec ce type de régime.
2.3.3.3  Effet sur la dépense énergétique

Sous régime faible en protéines, une grande partie de I’augmentation de la prise alimentaire est
compensée par une augmentation de la dépense énergétique, ce qui explique que les différences en
termes de composition corporelle entre des animaux nourris en régime normal ou faible en protéines

sont finalement assez faibles (Huang et al., 2013).

Au niveau des organes, il a été montré que la température basale du tissu adipeux brun était augmentée
de 1.1 °C chez des animaux nourris en régime faible en protéines (de Franca et al., 2016) et que
I’administration de noradrénaline augmentait la température basale de 0.2 °C de plus chez les rats
nourris en régime faible en protéines. En ligne avec ces résultats, le contenu en protéines découplantes
UCP1 dans le tissu adipeux brun est augmenté de 60% probablement via une stimulation du systeme

sympathique (de Franca et al., 2016).

Les effets d’un régime LP sur la dépense énergétique pourraient étre médiés par la restriction en
méthionine. En effet, Malloy et al. ont montré que la dépense énergétique chez des rats nourris avec un
régime déficient en méthionine était supérieure a celle de rats nourris a satiété ou en pair-feeding sous
régime témoin (Malloy et al., 2006). En accord avec ces résultats, d’autres études ont montré que la
restriction en méthionine était accompagnée d’une augmentation de la dépense énergétique,

notamment de la thermogénése et de la température corporelle (Hasek et al., 2010, 2013).

Il est intéressant d’observer que les consommations de régimes faibles ou forts en protéines ont toutes
deux pour conséquences d’augmenter la dépense énergétique. Certains effets des deux types de régime

sont résumés dans la Figure 15 ci-dessous :
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Figure 15: Effets des régimes faible et fort en protéines
La masse maigre est diminuée en régime LP et augmentée en régime HP par rapport a un régime NP, ’adiposité et la prise alimentaire

suivent un schéma inverse. La dépense énergétique, par contre, est augmenté en régime LP et HP par rapport au régime NP.

2.3.34  FGF2I, principal médiateur de leffet des régimes LP

FGF21 est une protéine de 181 acides aminés appartenant a la famille des facteurs de croissance des
fibroblastes (Nishimura, T. et al., 2000). Dans le foie, FGF21 stimule la néoglucogénése, 1’oxydation
des acides gras et la cétogénese et inhibe la lipogénese. FGF21 a également des actions au niveau du
muscle, du tissu adipeux, du pancréas, du systeme nerveux central et des os que récapitule la Figure 16

(Gimeno and Moller, 2014) :

A Pancréas
S 4/ Prise alimentaire 1 Synthése d'insuline 7
= 1 Dépense énergétique

N

T Oxydation des acides gras 1 Captage du glucose

1 Néoglucogenése
t Cétogenése
| Lipogenese / FGF21 \

— Muscle

Foie
———

| Réponse a I'hormone T Captage du glucose Tissu
i Brunissement
Os de croissance T adipeux
blanc

==

Figure 16: Les différents roles de FGF21(Gimeno and Moller, 2014)

La protéine FGF21 a de multiples roles au niveau de nombreux organes. Elle stimule I’oxydation des acides gras, la néoglucogénése, la
cétogénese dans le foie, la prise alimentaire et la dépense énergétique, le captage de glucose dans le muscle et le tissu adipeux, la synthése
d’insuline dans le pancréas et le brunissement du tissu adipeux blanc. En paralléle, FGF21 diminue la lipogénése dans le foie et la réponse a

I’hormone de croissance dans 1’0s.
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Il semble d’ailleurs que 1’action de FGF21 sur I’oxydation des acides gras dans le foie passe par
I’activation de I’AMPK (Zhu et al., 2014).

La sécrétion de FGF21 répond directement a la disponibilité en acides aminés. L’absence d’un seul
acide aminé (leucine, histidine, méthionine, asparagine) est capable d’induire une augmentation de la
sécrétion de FGF21 par un mécanisme impliquant I’activation de GCN2 et du facteur de transcription
ATF4 (Ables et al., 2015; De Sousa-Coelho et al., 2012; Laeger et al., 2014b; Stone et al., 2014). La
restriction en protéines seule induit également une forte augmentation de la synthése de FGF21 qui est
responsable de ’augmentation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. En effet, chez des
souris KO-FGF21, ces augmentations sont absentes (Laeger et al., 2014b). 1l parait donc probable que
les effets des régimes faibles en protéines sur la prise alimentaire soient médiés par FGF21. En accord
avec ces résultats, il a été suggéré dans une étude récente que les effets bénéfiques sur la santé
vasculaire d’un régime végétalien pourraient étre médiés par FGF21 du fait de la 1égére restriction en

acides aminés (McCarty, 2016).
2.3.4 Effet d’un régime LP sur la masse maigre, la synthése protéique et la protéolyse

La consommation d’un régime LP est associée a une diminution de la masse maigre. Cette baisse est
attribuable principalement a une diminution des muscles squelettiques car il a été montré que le poids
du muscle extensor digitorum longus était réduit de 34% chez des rats nourris avec un régime faible en

protéines (dos Santos et al., 2016)

Les régimes faibles en protéines modulent le métabolisme des protéines en diminuant la protéolyse et
la synthése protéique, effets en partie médiés par la baisse de la disponibilité en certains acides aminés
dans le plasma. Seules les concentrations en histidine et en lysine plasmatiques ne sont pas affectées

suite a la consommation d’un régime faible en protéines (Batistela et al., 2014).

Chez des rats en croissance, la synthése protéique et la protéolyse dans le muscle soleus et dans des
cellules de muscle extensor digitorum longus in vitro sont diminués (Batistela et al., 2014). La
diminution de la protéolyse est un phénomeéne adaptatif permettant d’économiser les protéines
corporelles lors de la diminution de la disponibilité en acides aminés (dos Santos et al., 2016). Cette
diminution est médiée par une diminution de la synthése d’ARN messagers codant pour des génes
impliqués dans le systéme ubiquitine-protéasome dont 1’ubiquitine ligase (E3) (Batistela et al., 2014;
dos Santos et al., 2016), et par une diminution du systéme caspase dont 1’activité est réduite dans les
muscles de rats au bout de 15 jours de régime faible en protéine (dos Santos et al., 2016). Les foies de
souris nourries sous régime faible en protéines présentent un niveau élevé d’autophagie. De manicre
tres intéressante, le blocage de cette autophagie hépatique empéche les autres adaptations du

métabolisme hépatique comme la baisse de la biogénése mitochondriale (Henagan et al., 2016).

La diminution de la synthese protéique est médiée par une baisse de I’activité de la voie mTOR. En

effet dans les muscles extensor digitorum longus, la phosphorylation de p70S6K1 et de 4E-BP1, toutes
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deux cibles de mTOR, est diminuée. Il est possible que cela soit dii & une augmentation de ’activité de
I’AMPK qui bloque alors mTOR car sa phosphorylation est multiplié par 3 dans le muscle soleus de
rats nourris avec un régime faible en protéines (dos Santos et al., 2016). La diminution de la synthése
protéique sous régime faible en protéines pourrait étre spécifiguement médiée par la baisse de I’apport
en thréonine car il a été mis en évidence que lorsque I’apport de thréonine est réduit a 30% de 1’apport
adéquat pour la croissance, les taux de synthése protéique des mucines dans le duodénum, 1’iléon et le
colon sont réduits alors que ceux des protéines des muqueuses ne sont pas affectés (Faure et al., 2005).
Ceci est en accord avec les études de croissance chez le porcelet montrant que la thréonine est un acide

aminé particuliérement limitant pour la synthése protéique (Wang et al., 2007).
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Chapitre Il : Travaux de théese

1 Justification des travaux et objectifs des études

Dans cette partie introductive, nous avons vu que la modulation de I’apport en acides aminés avaient
des conséquences importantes sur le métabolisme énergétique et le métabolisme des protéines. Nous
avons vu, par exemple, que [’augmentation des protéines ou la supplémentation en certains acides
amingés représentaient une stratégie efficace pour limiter 1’adiposité par 1’intermédiaire d’une baisse de
la prise alimentaire et une hausse de la dépense énergétique. Cette partie introductive a aussi rappelé
I’existence de protéines kinases impliquées dans le contrble de la prise alimentaire, du métabolisme
énergétique et de la synthése protéique. L’activité de ces protéines kinases est sensible aux conditions
nutritionnelles notamment a ’apport en protéines et en acides aminés : lorsque la disponibilité en
acides aminés augmente, la phosphorylation et I’activité de mTOR augmentent tandis que celles de
GCN2 et de I’AMPK diminuent. Par ailleurs, il été montré que la sécrétion fibroblast growth factor 21
(FGF21) répondait a la restriction en acides aminés et était responsable d’une partie des effets des

régimes faibles en protéines. Toutefois, le contrdle de sa sécrétion est encore peu clair.

Une grande partie des études sur la signalisation des acides aminés s’est focalisée sur la place du foie.
En effet, cet organe complexe, en tant que premier organe traversé par les acides aminés issus de la
digestion des protéines jouent un réle primordial dans les adaptations au contenu en protéines du
régime. Le rble joué par les voies de signalisation dans le foie, AMPK et GCN2, et par FGF21 dans les
adaptations du métabolisme énergétique et protéique en réponse a la modulation de 1’apport en acides

aminés n’a toutefois pas encore été bien défini.

L’objectif de cette thése est donc de définir précisément les roles de I’AMPK et de GCN2 hépatiques
dans le contréle du métabolisme énergétique et de la synthése protéique en réponse aux modulations
de la teneur en protéines du régime, de préciser le controle nutritionnel de la sécrétion de FGF21 et de
comprendre ’implication de cette hépatokine dans les conséquences physiologiques associées a la

consommation de régimes faibles ou forts en protéines.
Ce travail de thése comprend ainsi deux études menées chez 1’animal ayant donné lieu a quatre articles

- Le premier a pour but de préciser les facteurs nutritionnels participant au contréle de la
sécrétion de FGF21 et I’éventuelle implication de FGF21 dans les phénotypes d’animaux
nourris en régime a faible ou forte concentrations en protéines.

- Les deux suivants cherchent a caractériser le role de ’AMPK et de GCN2 hépatique dans le

contréle du métabolisme énergétique en réponse aux variations en protéines du régime.
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- Le dernier article vise a préciser le role de ces deux voies dans le contrble de la synthese
protéique in vivo en réponse a I’ingestion de régime a faible, normale ou forte concentrations

en protéines.
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2 Rappel methodologique

Les études effectuées lors de ce travail ont utilisé deux modéles de souris KO. Notre travail ayant
cherché a caractériser le role du foie, les souris présentaient des délétions de I’AMPK ou de GCN2
spécifiqguement au niveau du foie. La reproduction des souris nécessaires a nos études a été effectuée
au sein de ’animalerie. Les souris reproductrices ont été nourries avec du régime P20 croissance dont
la composition est décrite dans le Tableau 3. Les souris étaient par la suite genotypées afin de

déterminer la présence ou pas de la délétion de I’AMPK ou de GCN2 dans le foie.
2.1 Modeéle expérimental: les souris KO

2.1.1 Modéle KO-AMPK foie spécifique

Nous avons collaboré avec I’équipe Genes, nutriments et fer de I’Institut Cochin qui nous a fourni le
premier modele de souris qui possédait une double délétion des isoformes al et a2 de la sous-unité
catalytique de ’AMPK au niveau du foie spécifiquement. Le western-blot ci-dessous représente
I’abondance des isoformes al et 02 dans le foie de souris sauvages ou KO nourries sous régime
normal (NP), faible (LP) ou fort (HP) en protéines et confirme que les isoformes al et a2 sont bien
délétées, les résidus de phosphorylation de I’AMPK sont probablement dus aux autres types cellulaires
qui existent dans le foie et dont nous avons parlé dans la partie introductive.

- ‘-..—- AMPK-0.1
AMPK-0:2

WT KO WT KO WT KO
NP LP HP

Figure 17: Abondance des isoformes al et a2 dans le foie de souris sauvages ou KO nourries Sous

régime normal (NP), faible (LP) ou fort (HP) en protéines.

Des souris KO-AMPK foie spécifique et sauvages ont été nourries pendant trois semaines avec un régime normal (NP), faible (LP) ou fort
(HP) en protéines. A la fin de ces trois semaines, aprés une nuit a jeun, les souris ont été renourries avec 1 gramme de leur régime test. Deux
heures plus tard, elles ont été euthanasiées par injection de pentobarbital en ip. Le foie a été immédiatement congélé, les protéines extraites et

les isoformes ol et a2 de I’AMPK révélées par la technique du western-blot.

Ce modele de souris a déja été étudié dans une étude récente (Hasenour et al., 2014). Cependant, dans
cette étude, les auteurs ont étudié le role de I’AMPK dans la médiation des effets de 1’augmentation de
la disponibilité en AMP. Ils ont ainsi montré que 1’inhibition de la production du glucose conséquente
a ’augmentation en AMP était indépendante de I’AMPK. Aucune étude n'a porté sur le role de
I'AMPK hépatique dans la détection des niveaux d'apport en protéines et par conséquent la modulation

des orientations métaboliques, en utilisant les KO AMPK comme modéle.
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2.1.2 Modele KO-GCNZ2 foie spécifique

Le deuxiéme modele, quant & lui, a été généré au sein de notre animalerie en croisant des souris
portant de maniére homozygote le géne codant dans le foie pour la Recombinase Cre avec des souris
dont les genes codant pour GCN2 étaient floxés : les souris GCN2-lox total. Ces derniéeres souris nous
ont été fournies par I’équipe Génes Nutriments de I’INRA de Theix dirigée par Pierre Fafournoux. Ces
souris portent de courtes séquences palindromiques de 13 paires de bases, , appelées séquences lox,
qui flanquent le douzieme exon du géne GCN2. La recombinase Cre peut reconnaitre les séquences
Lox et conduire a I’excision des bases nucléiques situées entre les deux séquences et ainsi a
I’invalidation du géne |a ou cette derniére est exprimée. Ce premier croisement a permis d’obtenir une
premiére génération de souris ayant un génotype intermédiaire. Ces derniéres ont alors été recroisées
(backcrossées) avec des souris GCN2-lox total. Ceci nous a permis de générer des souris ayant quatre
génotypes différents dont le modele d’étude possédant deux versions floxées de GCN2 ainsi que le
géne codant dans le foie pour la recombinase Cre. Ces souris ne présentent pas dans la séquence de
leur protéine la région contenant la lysine 618 indispensable a I’activité kinase de GCN2. Les deux
croisements successifs permettant d’obtenir notre modeéle d’étude sont récapitulés dans la Figure 18 ci-

dessous :
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Figure 18: Création du modéle KO-GCNZ2 foie spécifique

Un croisement entre des souris GCN2-lox total et des souris homozygotes Alb-Cre permet d’obtenir un génotype intermédiaire. Cette
génération intermédiaire est backcrossé avec les souris GCN2-lox total afin d’obtenir notre modeéle d’étude : des souris KO-GCN2 foie

spécifique.
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2.2 Protocole expérimental

Les souris de 7 semaines de type sauvages (WT) ou n’exprimant plus la voie AMPK ou GCN2 dans le
foie (KO) ont été nourries pendant trois semaines avec un régime a faible (LP), normale (NP) ou forte
(HP) teneur en protéines ou respectivement 5, 14 et 55% de 1’énergie était apportée par les protéines

(Tableau 3). La composition des régimes est décrite dans le tableau :

Tableau 3: Tableau de la composition des régimes utilisés dans notre étude

P20 | NP LP HP
Contenu (g/kg)
Protéines de lait 200 | 140 50 530
Amidon 570 | 622 700 287
Saccharose 93 100 113 46
Huile de soja 40 40 40 40
Minéraux 35 35 35 35
Vitamines 10 10 10 10
Cellulose 50 50 50 50
Choline 2 2 2 2
Contenu énergétique (%)
Protéines 205 | 145 52 546
Glucides 685 | 750 84.0 34.9
Lipides 105 | 105 105 105
Densité énergétique (kJ/g) 14.57 | 14.56 14.54 14.60

Pendant cette période, la prise alimentaire et la composition corporelle ont été suivies, les variations
des taux d’oxydation du glucose et des acides gras ont été mesurées par calorimétrie indirecte suite a
I’ingestion d’un repas calibré de 1 g (17 kJ) de leur régime test aprés une nuit de jedne. A la fin de
I’expérimentation les organes ont été prélevés afin d’évaluer le flux de synthése protéique,
I’expression génique et les niveaux d’activation des voies de signalisation et de leurs cibles. Le

protocole expérimental est décrit dans la Figure 19. :

= Expression génique

= Abondance et phosphorylation protéines

* Flux de synthése protéique

» Concentrations de métabolites et d’hormones

Calorimétrie indirecte

b

Euthanasie

Souris AMPK-KO foie spécifigue

Régime LP

Régime NP i 2
— J10 J18
3 Régime HP
54 souris sauvages Régime LP | Régime NP | Régime HP
Protéines 5 % 14 % 55 %
- Table 1: Composition des régimes s 85 9 76 % 35 %
~ isocaloriques utilisés dans I'étude

Lipides 10 % 10 % 10 %

Souris GCN2-KO foie spécifique

Figure 19: Protocole expérimental des deux études

Des souris de 7 semaines de type sauvages (WT) et des souris KO n’exprimant plus la voie AMPK ou GCN2 dans le foie ont été nourries
pendant trois semaines avec un régime a faible, normale ou forte teneur en protéines ou respectivement 5, 14 et 55% de I’énergie était
apportée par les protéines. Au 10°™ jour, elles sont passées en calorimétrie indirecte afin de mesurer les modifications des oxydations des
glucides et des lipides en réponse & un repas. Au 18%™ jour, les souris ont été euthanasiées, leur composition corporelle a été effectuée. Des
organes ont été prélevés afin d’effectuer des mesures d’expression génique, d’abondance et de phosphorylation de protéines, de flux de

synthése protéique et enfin de concentrations plasmatiques en métabolites et hormones.
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2.3 Calorimétrie indirecte

2.3.1 Notion de dépense énergétique

La dépense énergétique totale (total energy expenditure - TEE) est la somme de quatre grands postes :
Le métabolisme de base (basal energy expenditure - BEE) qui correspond & la dépense énergétique
minimale afin d’assurer le fonctionnement de I’organisme dans des conditions standardisées (2 jeun,
au repos, a neutralité thermique). Il s’agit en fait de 1’énergie nécessaire au maintien du potentiel de
membrane, au turnover des substrats et a la transcription des génes (Hulbert and Else, 2004).
L’énergie dépensée pour I’activité (activity energy expenditure — AEE) qui correspond & la dépense
énergétique liée a toutes les activités de la vie quotidienne, sportives ou non. L’effet thermique des
aliments ou thermogénése postprandiale (thermic effect of feeding - TEF) qui correspond a 1’énergie
dépensée pour assurer les processus de digestion et d’assimilation des aliments et enfin la
thermorégulation qui est la quantité d’énergie dépensée pour maintenir la température corporelle

(Even and Nadkarni, 2012; Faisy and Taylor, 2009).

Ainsi, TEE = BEE + AEE + TEF + Thermoregulation
2.3.2 Mesure de la dépense énergétique en calorimétrie indirecte

La méthode de calorimétrie indirecte est une technique permettant de mesurer la dépense énergétique
totale. Contrairement a la calorimétrie directe qui mesure la dépense énergétique par mesure directe de
la production de chaleur, la calorimétrie indirecte utilise le fait que la que la dépense énergétique est
intimement liée au métabolisme oxydatif des nutriments (lipides, protéines, glucides) et utilise donc la

consommation d’oxygéne comme une mesure « indirecte » de la dépense énergétique.

Une premiére équation permet ainsi d’évaluer la dépense énergétique en considérant que 1’énergie

provient de moitié de 1I’oxydation des glucides et de I’autre moitié de 1’oxydation des lipides :
DET (kcal/min) = V02 X 4,85 (L/min)

Toutefois, on sait que la production d’énergie par litre d’oxygene consommé est de 5,01 kcal (20,96
kJ) pour le glucose, 4,66 kcal (19,5 kJ) pour les lipides et 4,34 kcal (18,16 kJ) pour les protéines. La
dépense énergétique par litre d’oxygéne consommé dépend donc du substrat utilisé. Afin de 1’évaluer,
il est nécessaire de connaitre la contribution de chacun des nutriments a 1’oxydation totale. La mesure

simultanée de I’oxygéne consommé et du dioxyde de carbone expiré permet de réaliser ce calcul.
En effet, I’équation de I’oxydation d’un gramme de glucose :

1 gde glucose + 746 mld'02 —» 746 mlde CO2 + 0.6 gH20 + 15.7k] (1)

D’un gramme de palmitate :

1 g de palmitate + 2029 ml d'02 —» 1430 ml de CO2 + 0.45gH20 + 37.7K] (2)

73



Et d’un gramme de protéine :
1 g de protéine + 966 mld'02 — 782 mlde CO2 + 0.45gH20 + 0.50 gd'urée + 16.7Kk] (3)

Ainsi le quotient respiratoire, QR, défini comme le ratio entre le CO, expiré, VCO, et 1’02
consommé, VO, par I’individu est respectivement de 1.0 pour le glucose et de 0.7 pour les lipides, et
de 0.8 pour les protéines. Le quotient respiratoire est différent entre glucides, lipides et protéines car le
ratio entre le nombre d’atomes de cabone et d’oxygéne est supérieur dans les protéines et les lipides
que dans les glucides. Par conséquent, il faut apporter plus d’oxygéne afin d’oxyder les lipides et les
protéines que les glucides (Even and Nadkarni, 2012). Des équations permettent ainsi d’évaluer de
maniére plus précise la dépense énergétique totale (DET) par litre d’oxygéne consommé en prenant en

compte le QR, dont la plus populaire, I’équation de Weir (Weir, 1949) : DET=16.3 VO,+4.57 VCO,,

Cette équation ne prend pas en compte 1’oxydation protéique car celle-Ci n’affecte que marginalement

la dépense énergétique.
2.3.3 Mesure de ’oxydation des glucides, lipides et protéines

Le calcul des trois valeurs d’oxydation a partir des seules valeurs de 1’oxygene consommé et de
dioxyde de carbone expiré constitue un systéme de deux équations a trois inconnus. L’oxydation des
protéines ne peut donc pas étre directement estimée a partir des échanges gazeux, il est nécessaire de
collecter les urines afin de mesurer 1’urée excrétée qui est fonction de 1’oxydation des protéines.
L’oxydation des glucides et des lipides est calculée grace aux équations de Ferrannini (Ferrannini,
1988) , dérivées des réactions d’oxydation d’un gramme de glucose, de plamitate et de protéines (1),

(2), (3). Ces équations prennent en compte VO, et VCO,:

Gox = (4.55xV02) — (3.21xVC02)

Lox = (1.67xV02) — (1.67 x VCO2)

Et optionnelement N, qui correspond a la quantité d’azote excrétée et qui estime 1’oxydation des

protéines :

Gox = (4.55xV02) — (3.21xVC02) — 2.87xN

Lox (1.67xV02) — (1.67xVCO2) — 1.92xN

2.3.4 Récupération des données de calorimétrie

La collecte des échanges gazeux chez 1’animal est généralement réalisée dans une cage de
calorimétrie. La cage calorimétrique est une chambre hermétique, ventilée, qui permet de mesurer la
composition de ’air entrant et sortant de la cage et de déterminer ainsi par différence I’oxygéne

consommé VO, et le dioxyde de carbone expiré VCO,.
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Dans le systeme utilisé au laboratoire, la cage repose sur des capteurs de force qui permettent de
mesurer 1’activité locomotrice et est maintenue a une température assurant la thermoneutralité de
I’animal (environ 30°C pour une souris). En s’affranchissant ainsi de la dépense énergétique liée a la
thermorégulation, il est possible de déterminer séparément les dépenses liées au métabolisme de base,

a I’activité motrice et a I’effet thermique des aliments.

Dans nos études, les souris ont été placées dans une cage de calorimétrie vers 17h et ont été
maintenues a jeun toute la nuit. Le lendemain a 9h, les souris ont été nourries avec une boulette de 1g
de leur régime test respectif. La mesure des échanges respiratoires est effectuée en continu de 17:00 a
16:00 le lendemain. Afin d’avoir une valeur moyenne de 1’oxydation protéique a jeun et a 1’état nourri,
le fond de la cage de calorimétrie a été recouvert d’un papier buvard permettant de récolter I’urine. Ce
dernier a été changé lorsque la boulette a été introduit dans la cage ce qui a permis d’obtenir une
valeur moyenne de I’oxydation des protéines avant, puis aprés 1’ingestion du repas. Apres avoir baigné
les papiers buvards dans de I’cau distillée, 1’urée totale excrétée a été dosée et a partir de cette valeur,

les oxydations proté€iques a jeun et a 1’état nourri ont pu étre estimées en utilisant 1’équation suivante :

Pox (Watts) = 6.25*Urée excrétée (mg/min)*2*(18.06/60)
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2.4 Mesure des flux de synthese protéique tissulaires

2.4.1 Principe

Lors de notre travail, nous nous sommes intéressés au role de GCN2 et de I’AMPK hépatiques dans le
contrble de la synthese protéique dans le foie et en périphérie dans le muscle, en période postprandiale
chez la souris. Pour cela aprés une nuit de jedne, les souris sauvages ou KO ont été nourries avec un
repas calibré de 1 g. 1h40 aprés le début de leur repas, de la **C-valine a été injecté en excés en
intrapéritonéal. VVingt minutes plus tard, les souris ont été euthanasiées, le foie et les quadriceps ont été
prélevés. La technique a laquelle nous avons fait appel repose sur un modele simplifié du métabolisme

protéique impliquant deux pools d’acides aminés :

e Le pool des acides aminés libres intracellulaires considéré comme le compartiment
précurseur de la synthése protéique

e Le pool protéique tissulaire

Le principe consiste a surcharger le pool des acides aminés intracellulaires en *C-valine et & évaluer
I’enrichissement en valine marquée dans les protéines tissulaires au bout d’une période de 20 minutes.
Le rapport entre I’enrichissement entre les deux compartiments permet par la suite de calculer le taux

fractionnaire de synthese protéique comme illustrée sur la Figure 20 ci-dessous ;

Protéines tissulaires
(Sp)

Protéolyse Synthése protéique (FSR)

Acides aminés libres > Urée + CO2

L 4

: iné Sa
Ac.ft-i'es anfrnes (Sa) Oxydation
alimentaires

» FSR: vitesse fractionnaire de synthése (Sp— Spate neturel) x 100

protéique FSR =
- Sa: enrichissement du traceur dans le pool des Sa xtemps incorporation

AA libres intracellulaires Traceur
- Sp: enrichissement du traceur dans le pool (13C-valine)

protéigue tissulaire

Figure 20: Modéle a deux compartiments utilisé pour les mesures in vivo des taux de synthese

protéique
Le principe de la mesure de la vitesse fractionnaire de synthése protéique est de surcharger le pool des acides aminés libres en **C-Valine et
de calculer sur une période définie I’enrichissement en ce marqueur du pool protéique tissulaire. Le rapport entre I’enrichissement des deux

pools permet de calculer le taux fractionnaire d’enrichissement.
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2.4.2 Outils utilisés pour les mesures

Apreés avoir séparé et rendu volatils les acides aminés, la mesure de 1’enrichissement du pool des
acides aminés libres est réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de
masse (GC-MS) tandis que celle du pool protéique tissulaire est effectuée par chromatographie en
phase gazeuse suivie d’une combustion et d’un couplage a un spectrométre de masse a ratio isotopique

(GC-C-IRMS).
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2.5 Autres techniques utilisées

La réalisation de nos études a aussi nécessité 1’utilisation d’autres techniques plus classiques : gPCR,

western-blot ainsi que plusieurs dosages biochimiques.
25.1 gPCR

Les ARN totaux des tissus ont été extraits en utilisant du Trizol (Invitrogen). Leur concentration a été
évaluée a l'aide d'un spectrophotométre NanoDrop & 260 nm et leur intégrité confirmée par
électrophorése sur gel d'agarose. La rétrotranscription a été effectuée sur 0,4 pg d'ARN pour le foie,
les hépatocytes, la peau, le muscle gastrocnémien, les tissu adipeux blanc et brun, I'nypothalamus et le
noyau accumbens, et sur 4 pg pour les cellules épithéliales du duodénum, jéjunum et iléon. Des
témoins négatifs ont été utilisés pour détecter la contamination potentielle (contrdle sans
rétrotranscriptase ou sans ARN). La PCR en temps réel a été réalisée sur Step One (Applied
Biosystems) pour mesurer I'expression des genes sur 5 ng d'ADNc pour le foie, la peau, le muscle
gastrocnémien, les tissu adipeux blanc et brun, I'nypothalamus et le noyau accumbens, et sur 50 ng
pour les cellules épithéliales du duodénum , jéjunum et iléon mélangés a de 1’eau, des amorces et du
Power SYBR GREEN PCR MIX (Applied Biosystems). L'expression du géne a été calculée comme le
2-"T 0l ACT = CTegene - CTigs.

2.5.2 Western-Blot

Briévement, des échantillons de foie congelés (100 mg) ont été homogénéisés dans un tampon de lyse.
Aprés homogeénéisation, les échantillons ont ensuite été soumis & une sonication et la concentration en
protéine a été déterminée dans le surnageant en utilisant le kit de dosage de protéine DC (Bio-Rad
Laboratories). Un équivalent de 50 pg de protéines du foie a été dépose sur gel. Aprés électrophorese,
les protéines ont été transférées deux heures a 4°C sur une membrane de nitrocellulose (0,2 pm, Bio-
Rad Laboratories). La membrane a ensuite été bloquée et incubée avec un anticorps primaire pendant
une nuit a 4°C. A la fin de l'incubation et aprés ringage, les membranes ont été mises en incubation
avec un anticorps secondaire et un anticorps anti-actine conjugué a la peroxydase de raifort (1/2000;
Santa Cruz Biotechnology) pendant 2 heures a la température ambiante. Aprés un nouveau ringage, la

révélation des membranes a été effectuée en utilisant Clarity Western ECL (Bio-Rad Laboratories).
2.5.3 Dosages biochimiques

Le profil plasmatique en métabolites (acides gras non estérifiés, urée, acide urique, albumine,
cholestérol, glycérol, cholestérol HDL, B-hydroxybutyrate, triglycérides) a été mesuré en utilisant un
automate : TG Olympus AU400. Les concentrations hépatiques en triglycérides ont été évaluées sur
des homogeénats de foie en utilisant un kit de dosage TG (Randox triglycérides). Le glycogene a été
extrait a partir du foie a l'aide de KOH a 30%, digéré en glucose par l'amyloglucosidase (Sigma) et

dosé a l'aide d'un kit de dosage du glucose (Randox Gluc). Le profil plasmatique en hormones
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(glucagon, GLP-1 et ghréline) a été dosé a 1'aide d’'un Luminex (Bio-Rad Laboratories). Enfin, les
concentrations plsamatiques en insuline et FGF21 ont été analysés en utilisant un dosage immuno-

enzymatique (Mercodia Mouse Insulin /FGF21 ELISA, Symansis).
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3 Travail personnel

3.1 Article I: Un régime faible en protéines augmente tandis qu’un régime
fort en protéines diminue la production hépatique de FGF21 mais le
glucose et pas les acides aminés, stimule ’expression de FGF21 dans
des hépatocytes en culture.

(Low-protein diet induces, whereas high-protein diet reduces hepatic FGF21 production in mice, but

glucose and not amino acids up-regulate FGF21 in cultured hepatocytes)

3.1.1 Contexte :

Fibroblast growth factor 21 (FGF21) est un polypeptide sécrété par le foie et impliqué dans plusieurs
processus métaboliques tels que la cétogenese, l'oxydation des lipides, la thermogénése et le
brunissement du tissu adipeux. Les mécanismes nutritionnels contrélant sa sécrétion sont complexes:
des études ont rapporté que FGF21 était sécrété en réponse a un jeline, & 1’ingestion d’un régime
déficient en acides aminés mais également a la disponibilité en glucose ou fructose. Par ailleurs, le r6le
de FGF21 dans les adaptations métaboliques en réponse aux variations du ratio protéines/glucides du

régime ont été peu étudiées.

3.1.2 Objectif :
Cette étude vise a clarifier I’effet de la modulation du ratio protéines/glucides du régime sur la
synthése et la sécrétion de FGF21 et de comprendre I’implication de FGF21 dans les effets

métaboliques observés sous des régimes avec un ratio protéine/glucide faible, normal ou fort.

3.1.3 Méthodes:

25 souris males agés de 7 semaines ont été divisés en 3 groupes (n = 8-9 / groupe) et nourries pendant
3 semaines avec des régimes contenant un ratio protéine/glucide faible (LPHC), normal (NPNC) ou
haut (HPLC). Durant I’expérimentation, la prise alimentaire et le poids ont été suivis, la thermogénése
postprandiale et les taux d’oxydation des protéines, glucides et lipides ont été mesurés par calorimétrie
indirecte a la suite d’un repas. A la fin de I'expérimentation, des échantillons de sang, de foie, de tissus
adipeux brun et épididymaire ont été prélevés afin d’effectuer des mesures d’expressions géniques, de
quantités de protéines et de métabolites. Parallelement a cette manipulation in vivo, des cultures
primaires d’hépatocytes de rats ont été réalis€ées pour mesurer les effets des acides aminés, de la
leucine et du glucose en présence d'insuline et/ou de glucagon sur la synthése de FGF21 dans des

hépatocytes isolés.

3.1.4 Résultats principaux:
La consommation d’un régime avec un ratio protéine/glucide faible, LPHC, entraine une forte

augmentation de la synthése de FGF21. A 1’état nourri, cette synthése est inversement proportionnelle
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au contenu protéique du régime. Les cultures d’hépatocytes montrent toutefois que les acides aminés
ou la leucine seuls n’ont pas d’effet sur la synthése de FGF21 mais que l'augmentation de
concentration en glucose suffit a stimuler la synthése de FGF21. Les consommations de régimes
LPHC et HPLC sont toutes deux associées a une augmentation de la thermogénése postprandiale mais
avec des cinétiques différentes. Le régime LPHC augmente I’expression la protéine découplante UCP2
dans le tissu adipeux blanc tandis que le régime HPLC est associé a une augmentation de la

cetogéneése a jeun.

3.1.5 Conclusion:

Ces résultats suggerent que la sécrétion de FGF21 dépend fortement du ratio protéine/glucide du
régime : un régime riche en glucides mais faible en protéines stimule la sécrétion de FGF21 tandis
qu’un régime faible en glucides mais fort en protéines 1’éteint. Le glucose et non les acides aminés
serait le principal facteur qui module l'expression de FGF21. L’effet du régime LPHC sur
I’augmentation de la thermogenése pourrait donc étre médié par FGF21 tandis que I'effet du régime

HPLC sur la cétogénése et la thermogénése repose probablement sur une autre voie métabolique.

3.1.6 Manuscrit:
Le manuscrit a été accepté et publié dans the Journal of Nutritional Biochemestry :
J Nutr Biochem. 2016 Jul 25;36:60-67. doi: 10.1016/j.jnutbio.2016.07.002
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Abstract

Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a polypeptide secreted by the liver and involved in several metabolic processes such as thermogenesis and lipid
oxidation. The nutritional mechanisms controlling FGF21 production are poorly understood. This study aimed to investigate how dietary carbohydrates and
proteins impact FGF21 production and how in turn, FGF21 is involved in the metabolic adaptation to changes in the carbohydrate and protein contents of the
diet. For that purpose, we fed 25 male C57BL/6 mice diets composed of different protein and carbohydrate contents (normal-protein and carbohydrate diet
(N=9, NPNC), low-protein high-carbohydrate diet (N=8, LPHC), high-protein low-carbohydrate diet (N=8, HPLC) for 3 weeks. We measured liver Fgf21 gene
expression, synthesis and secretion as well as different parameters related to energy and glucose metabolism. We also investigated the direct role of amino acids
and glucose in the control of Fgf21 gene expression in hepatocyte primary cultures (n=6).

In vivo, FGF21 responds acutely to LPHC intake whereas under an HPLC diet, plasma FGF21 circulating levels are low in the fasted and refed states. In
hepatocytes, Fgf21 expression was controlled by glucose but not amino acids. Both diets increased the thermic effect of feeding (TEF) and ketogenesis was
increased in fasted HPLC mice. The results presented suggest that dietary glucose, rather than amino acids, directly controls FGF21 secretion, and that FGF21 may
be involved in the increased TEF response to LPHC. The effects of the HPLC diet on ketogenesis and TEF are probably controlled by other metabolic pathways.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: FGF21; Amino acids; Glucose; Calorimetry; Physiology

1. Introduction

Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a 181-amino acid polypep-
tide encoded by the Fgf21gene that belongs to a family of fibroblast
growth factors [1]. It is secreted primarily by liver, but also by several
tissues including white adipose tissue, brown adipose tissue, striated
muscle, heart, and pancreas [2]. FGF21 appears as a regulator of
glucose and lipid metabolism with potential involvement in obesity,

Abbreviations: ACC, acetyl-CoA carboxylase; AEE, energy cost of activity;
BAT, brown adipose tissue; FAS, fatty acid synthase; FGF21, fibroblast growth
factor 21; CPT1a, carnitine palmitoyltransferase 1a; Gox, glucose oxidation;
HPLC, high-protein low-carbohydrate diet; LPHC, low-protein high-
carbohydrate; Lox, lipid oxidation; NPNC, normal-protein and carbohydrate
diet; Pox, protein oxidation; RMR, resting metabolic rate; TEF, thermic effect
of feeding; UCP, uncoupling protein.
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dyslipidaemia, diabetes and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
(3-9].

Gene expression of FGF21 is sensitive to the nutritional state [10].
However, conflicting effects are reported in the literature, particularly
concerning the effect of fasting and refeeding. Indeed, fasting has been
shown to stimulate FGF21 secretion in humans [11] and in rodents
[12,13]. However, in humans, two days of fasting were not sufficient to
stimulate FGF21 secretion, proving the importance of fasting duration
[11]. On the other hand, refeeding was shown to decrease [12,13], to
increase [14] or to have no effect [14] on FGF21 secretion. In these
different studies, the duration of the fasting/refeeding periods, as well
as the caloric intake during refeeding, were not equally controlled.
These discrepancies prevent us from concluding with certainty the
effect of fasting and refeeding on FGF21 secretion.

Hormone and nutrient concentrations are modulated according to
the nutritional state, and it has been reported that insulin [15] and
glucose [16] increased Fgf21 mRNA synthesis and secretion in cultured
rat hepatocytes. Fructose is also a potent activator of FGF21 secretion
[17]. However, as for the fasting effect, the effect of glucagon on Fgf21
mRNA synthesis has not been clearly established. Glucagon is usually
increased with fasting and it has been shown either to induce
Fgf21gene expression, an effect counteracted by insulin [18], or to



T. Chalvon-Demersay et al. / Journal of Nutritional Biochemistry 36 (2016) 60-67 61

reduce Fgf21 mRNA abundance in rat hepatocytes and to potentiate
insulin action [15].

Plasma FGF21 secretion is also sensitive to the macronutrient
content of the diet. A high-fat diet increases mRNA encoding Fgf21 in
both adipose tissue and liver, and increases plasma FGF21 concentration
in rodents [19]. In isolated hepatocytes, BSA-conjugated linoleic acid,
but not palmitic and stearic acid, increases Fgf21 mRNA abundance
significantly [13]. FGF21 concentration is also increased 10-fold higher
in mice and rats fed a low-protein high-carbohydrate (LPHC) [14] diet,
and is induced by methionine and leucine restriction or deprivation
[20-22]. Lastly, high-protein low-carbohydrate (HPLC) diet intake
stimulates fatty acid mobilization through a FGF21/glucagon pathway
in obese rats fed a 30% caloric restricted diet [ 18]. This is in contrast to a
high-protein low-carbohydrate (HPLC) meal, which has no effect on
FGF21 secretion in rats refed after a 48 h-fast [14].

In this context, the present study aims to clarify the effect of dietary
protein to carbohydrate ratio of the diet on liver Fgf21 gene expression,
synthesis and secretion, and to understand how FGF21 is involved in
the metabolic effects of these diets. For that purpose, we fed male
C57BL/6 mice diets composed of different protein and carbohydrate
contents. We then measured liver Fgf21 gene expression, synthesis
and secretion as well as different parameters related to energy and
glucose metabolism. We also aimed to investigate the direct role of
amino acids and glucose in the control of Fgf21 gene expression in
hepatocyte primary cultures.

2. Research design and methods
2.1. Animals

The study was approved by the French National Animal Care
Committee (number 14-15) and conformed to the European
legislation on the use of laboratory animals. Twenty-five male
C57BL/6 mice were generated in the light and temperature-
controlled animal facility of AgroParisTech (Temp 22°C+1, humidity
60%, 12/12 reversed L/D cycle lights on at 21:00). The mice were
weaned at the age of 25 days and fed during the 24 following days with
a standard diet conforming to AIN93 requirements, thus containing
normal protein and carbohydrate contents (NPNC) as a run-in prior to
the experiment.

2.2. Experimental design

After the run-in period, mice were then divided into 3 groups: one
was maintained on the same NPNC diet as during the run-in period
(n=9); one was switched to a low protein high carbohydrate (LPHC)
diet (n=8); and one was switched to a high protein low carbohydrate
(HPLC) diet (n=38).The three groups of mice were maintained on their
test diet for another 3-week period. Diet compositions are reported in
Table 1.

Each group of mice received the test diet for 3 weeks. Body weight
and food intake were measured every morning except on weekends.
During the second week, the thermogenic response and the changesin
glucose, lipid and protein oxidation induced by ingestion ofa 1 g (14.5
kJ) calibrated meal of the test diets were measured.

At the end of the study, blood (50 ul) was collected from the tail
after an overnight fast. Mice were then refed 1 g of their test diet. Four
hours after meal onset, mice were deeply anesthetized with
pentobarbital (50 mg/kg) then killed following exsanguination by
blood sampling from the vena cava (500 pl). Glycaemia was
immediately assayed on a drop of blood using an automatic analyzer
(Life-Scan, One Touch Vita). The blood samples were collected on
EDTA, immediately centrifuged (4°C, 3000 rpm for 15 min) and stored
at—80°C until assayed. Body composition was determined by
dissection and weighing of the main organs and tissues. All visceral

Table 1
Macronutrient composition of the three diets used in the study.
LPHC NPNC HPLC
Weight content (g/kg)
Milk proteins 50 140 530
Starch 700 622 287
Sucrose 113 100 46
Soy Oil 40 40 40
Minerals 35 35 35
Vitamins 10 10 10
Cellulose 50 50 50
Choline 2 2 2
Energy content (%)
Protein 52 14.5 54.6
Carbohydrate 84.0 75.0 349
Fat 105 10.5 10.5
Energy density (k|/g) 1454 14.56 14.60

and subcutaneous adipose pads were dissected and weighed.
Adiposity was defined as the ratio of adipose tissue weight to body
weight and was expressed as % of body weight. Samples of liver,
epididymal adipose tissue, and brown adipose tissue (BAT) were deep
frozen in liquid nitrogen then stored at—80°C for further gene
expression measurement and biochemical analysis. Other liver
samples were placed in lysis buffer and stored at—80 °C for
western-blot analysis.

2.3. Assays

Plasma insulin and FGF21 were assayed using enzyme-linked
immunoassay (Mercodia Mouse Insulin/FGF21 ELISA kit, Symansis).
[3-Hydroxybutyrate concentrations in plasma were assessed using the
automated chemistry analyzer Olympus AU400.

2.4. Macronutrient oxidation and thermic effect of feeding

Mice were housed close to thermoneutrality (30°C) in a calorim-
etry cage at 17:00 and were fasted overnight. At 09:00 the next day, 1 g
of their respective test diet was introduced into the cage and it was
monitored that the food was ingested within 30 min. Measurements of
respiratory exchanges were performed continuously from 17:00 to
16:00 the next day. Data were acquired in 2 s intervals to allow precise
analysis of the changes in total metabolic rate induced by activity in
order to determine energy cost of activity (AEE) and extract resting
metabolic rate (RMR) while animals were freely moving (for details
see [23]). Glucose (Gox) and lipid oxidation (Lox) were computed
from resting oxygen and carbon dioxide consumption and protein
oxidation (Pox) using standard stoichiometric equations [23]. Protein
oxidation was computed from urea nitrogen excreted in urine,
assuming that all deaminated amino acids were oxidized [24]. To
this end, the floor of the calorimetry cage was covered with blotting
paper to absorb urine. The blotting paper was changed when the meal
was given to separate urine collected during the pre- and post-meal
period. Urea was recovered by soaking the blotting paper in sterile
water overnight and was measured using a kit (Urea kit, Biomérieux).

To compute the rate of Gox and Lox, it was assumed that the rate of
protein oxidation followed the changes in RMR, as previously
measured in rats [24,25].

TEF was computed from the meal-induced increase in RMR vs. its
average values during the two hours that preceded meal delivery.

2.5. Primary culture of rat hepatocytes

Five rats were fed ad libitum with a commercial laboratory
chow diet and had free access to water for 1 week. The day of
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hepatocyte collection, rats were deeply anesthetized with
pentobarbital (50 mg/kg), the liver was dissected and hepatocytes
were isolated using the collagenase method [26] as described
previously [27]. Once cell viability was assessed by the trypan blue
exclusion test (viability >85%) hepatocytes were plated at a density of
7*106 cells/dish in 100 mm petri dishes in M199 medium with Earle's
salts (GIBCO, Invitrogen), supplemented with 100 U/ml penicillin,
100 g/ml streptomycin, 0.1% (wt/vol) bovin serum albuin, 2% (vol/vol)
Ultrocer G (Pall Life Sciences), 100 nM dexamethasone (Sigma-
Aldrich), 1 nM insulin (Sigma-Aldrich), and 100 nM triiodothyronine
(Sigma-Aldrich). The cells were allowed to attach for 4-5 h before the
medium was replaced by M199 medium salts supplemented with 5
mM glucose and amino acids (at a concentration previously measured
in the portal vein of NPNC rats in the fasting state) as previously
described [27]. Cells were maintained in this medium overnight
(18-24 h) and then incubated for an additional 2 h under one of the
twenty-five conditions described in Fig. 2. Each treatment was
performed in duplicate.

2.6. Western-blot analysis

Frozen pieces of liver (100 mg) were homogenized in a lysis buffer
containing 50 mM Tris HCl (pH 7.5), 150 mM sodium chloride, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM sodium fluoride, 25 mM sodium-B-
glycerophosphate, 5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium
orthovanadate, 0.5 mM dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethanesulfo-
nyl fluoride, 10% glycerol (vol/vol) and 1% (vol/vol) Triton X-100
supplemented with a protease inhibitor cocktail (1 tablet/50 ml,
Complete, EDTA-Free, Roche). Samples were then sonicated (2 W, 10,
0.5 s pulse) and centrifuged at 4°C and 10,000xg for 10 min. The
supernatant was collected and protein concentration was determined
using the DC protein assay kit (Bio-Rad Laboratories). An equivalent of
100 pg of protein from liver was deposited and resolved with Criterion
TGX Gels, 4-15% (Bio-Rad Laboratories). After electrophoresis, the
proteins were transferred 2 h at 4°C to a 0.2 um nitrocellulose
membrane (Bio-Rad Laboratories). The membrane was incubated 5
min in Ponceau S and washed with water to assess the quality of the
transfer. The membrane was then blocked for 1 h at room temperature
in a solution of 5% (wt/vol) low-fat milk powder in 10 mM Tris HCI (pH
7.4),0.5 M NaCl, and 0.1% (vol/vol) Tween-20 (TBST) and then washed
with TBST at room temperature. Incubation with the primary anti-
FGF21 antibody (ab1719471, Abcam) was performed overnight at4 °C
(dilution 1/1000). The following day, the membrane was incubated
with an anti-rabbit secondary antibody (dilution 1/2000) and an anti-
actine antibody, both conjugated to horseradish peroxidase for 2 h at
room temperature. After further washing with TBST, the blot was
recovered with Clarity Western ECL (Bio-Rad Laboratories) to reveal
the bands. Data are expressed as a percentage of the values of the
NPNC fed mice.

2.7. RNA preparation and gene expression measurement

Total RNA from liver, epidydymal adipose tissue, BAT and
hepatocytes from primary cultures was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen). RNA concentrations were assessed using a nanodrop
spectrophotometer at 260 nm. RNA integrity was confirmed by
electrophoresis on agarose gel. Retrotransciption was performed on
0.4 g of RNA to synthetize cDNA using High Capacity cDNA Archive Kit
Protocol (Applied Biosystems). Real Time PCR was performed to
measure gene expression on the ABI 7300 (Applied Biosystems) using
Power SYBR GREEN PCR MIX (Applied Biosystems). We studied mRNA
encoding Fgf21 and other proteins involved in glucose metabolism,
lipid metabolism, and adipose tissue browning. The primer sequences
of genes were designed with Primer Express software. Primers are
available in supplemental Table S1. RT-PCR was performed using 5 ng

(2.5 ) of cDNA in addition to 7.5 pl of the reagent mix containing
RNase-free water, PCR Mix, forward and reverse primers. Negative
controls were used to detect potential contamination (control without
RTase or RNA). The threshold (CT) was set with a constant value for all of
the genes and samples to quantify the mRNA concentration, and gene
expression was calculated as 2-ACT, where ACT = CT Gene - CT 18S.
Data are expressed as a percentage of the values of the NPNC group.

2.8. Statistics

The data are presented as means+SEM. The effect of the diets was
tested by one-way ANOVA. For FGF21 plasma concentrations in the
fasted and refed states, the effects of the diets and fasted/fed states were
tested by two-way ANOVA. For Fgf2ImRNA levels in hepatocytes, the
effects of glucose, hormone and amino acids were tested by three-way
ANOVA. Pairwise comparisons were performed with post hoc Bonfer-
onni tests for multiple comparisons, P value were multiplied by the
number of comparisons performed. Linear regression analyses were
performed to correlate the logarithm of FGF21 plasma concentration
and the areas under the curve of protein and glucose oxidations
between 3 and 4 h after meal onset. Statistical analyses were performed
using R. Differences were considered significant at P<.05.

3. Results

3.1. Food intake, body weight, body composition and plasma glucose,
insulin and [3-hydroxybutyrate concentration

Food intake was increased in LPHC fed mice and decreased in HPLC
fed ones (Table 2). Retroperitoneal, subcutaneous and epidydymal fat
pads and total body fat were less in HPLC fed mice whereas no
difference was observed between LPHC and NPNC mice. BAT was not
modified. No effect of the diet was observed on fasted and fed plasma
glucose and insulin concentrations, but fasted 3-hydroxybutyrate
concentrations were higher in mice fed the HPLC diet that in those fed
the LPHC diet, suggesting an increased oxidation of amino acids during
fasting in HPLC fed mice (Table 3).

3.2. Liver FGF21 synthesis and excretion in vivo and in vitro

In vivo, liver Fgf21mRNA level expressed relative to NPNC mice
was4 times larger in LPHC mice and almost completely blunted in
HPLC mice (Fig. 1A). Liver FGF21proteins were also significantly
higher in LPHC fed mice, but differences were of much smaller
amplitude than for Fgf21 mRNA, suggesting than FGF21 protein was
rapidly exported (Fig. 1B). Fasting plasma FGF21 levels were similar in
LPHC and NPNC mice but very low in HPLC mice. Ingestion of the test

Table 2
Food intake and body composition of mice fed LPHC, NPNC or HPLC diets.

LPHC NPNC HPLC ANOVA
Cumulated food intake (g)  94.55+1.64° 73.91+£2.78°  54.0942.28  <0.001

Initial weight (g) 23.3840.22 22.97+0.31 23.240.36 -
Final weight (g) 23.5340.01 24.24+0.01 23.54+0.03 e
Lean body mass 21.154031°  21.9940.43" 22.80+0.16" <0.05
Body fat (g) 2.39+0.01* 2.2540.027 1.614+0.02°  <0.001
Adiposity (%)* 10.15+0.07*  9.214+0.10° 6.9240.09°  <0.001
Epidydymal fat (g) 0.46+0.07  0.45+0.09 0.314+0.17°  <0.01
Mesenteric fat (g) 0.244-0.00 0.24+0.01 0.234:0.01 -—
Retroperitoneal fat (g) 021+0.01*  0.18+0.04®  0.13+0.03" <0.05
Subcutaneous fat (g) 1.38+0.02% 1.284:0.02° 0.86+0.03°  <0.01
Brown adipose tissue (g) 0.095+0.02  0.09240.01 0.079+0.02 s

Values are mean+SEM “Adiposity (%) = ((Body fat (g)/Final weight (g))*100.
ab.c values with different letters within a line are statistically different (post hoc
Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).



T. Chalvon-Demersay et al. / Journal of Nutritional Biochemistry 36 (2016) 60-67 63

Table 3
Results from assays performed in plasma of mice fed LPHC, NPNC or HPLC diets.
LPHC NPNC HPLC ANOVA
Fasted [(-hydroxybutyrate ~ 0.09+0.01*  0.194+0.02"  0.28+0.06° <0.05
(mmol/l)
Glucose (mg/dl) 86.63+14.1 113.004:943 111.624+17.1 —
Insulin (Ul/ml) 0.13+0.04 0.14+0.06 0.1540.05 pE
Fed  [3-hydroxybutyrate 0.61+0.22 0.41+0.09 0.63+0.15 o
(mmol/1)
Glucose (mg/dl) 163254108 153754586 122.00+7.93 —
Insulin (Ul/ml) 1.2340.66 1.54+0.31 1.85+0.53 P

Values are mean4-SEM.
ab.c values with different letters within a line are statistically different (post hoc
Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).

meal increased plasma FGF21 three times in LPHC mice but did not
affect plasma FGF21 in NPNC and HPLC mice (Fig. 1C).

In primary hepatocyte cultures (Fig. 2), Fgf21 mRNA levels
incubated with 5 mM glucose were identical with low and high
amino-acid concentrations and were not modified by the addition of
insulin or insulin and glucagon. In contrast, glucagon alone signifi-
cantly decreased Fgf21 mRNA levels, and insulin alone in the presence
of 25 mM glucose strongly increased Fgf21 mRNA levels.

3.3. Macronutrient oxidation and thermic effect of feeding

In the fasted state, before ingestion of the test meal, RMR and
glucose oxidation were not different between groups (Fig. 3A-D),
Lox was significantly lower in HPLC mice than in NPNC and LPHC mice
(Fig. 3B), and Pox was in proportion to the protein content of the diet.
In response to ingestion of the test meals, and in accordance with the
carbohydrate and protein contents of the diets, Gox increased the
most and Pox the least after ingestion of the LPHC diet, while Pox
increased the most and Gox the least after ingestion of the HPLC diet
(Fig. 3A-C). In contrast, smaller differences were observed for the
meal-induced changes in lipid oxidation, although the decrease in
lipid oxidation tended to be of lower amplitude in response to the
HPLC meal. Accordingly, Lox decreased below 0 between 1 and 5 h
after ingestion of the LPHC and NPNC meals, revealing the occurrence
of a long-lasting period of lipogenesis in contrast to what was
observed in HPLC fed mice (Fig. 3B). TEF was higher in LPHC and HPLC
mice compared to NPNC mice (Fig. 3D). However, the kinetic did not

appear the same for the HPLC and LPHC diets. The increase in TEF
occurred earlier after the meal for the HPLC diet (0-2 h) and was
primarily due to the fact that Lox decreased slower after ingestion of
the HP meal. The increase in TEF occurred later (2-4 h) for the LPHC
diet and was due to a very high rate of Gox that over-compensated for
the negative rate of Lox and the low rate of Pox. Interestingly, FGF21
plasma concentrations strongly correlated with glucose and protein
oxidations between 3 and 4 h (Fig. 3E-F).

3.4. Adipose tissues and liver gene expressions

The protein content of the diet had no effect on mRNA expression of
gene encoding carnitine palmitoyltransferase 1a (CPT1a) or the
different isoforms of uncoupling protein UCP in the BAT (Table 4), but
Ucpl expression tended to be lower in the BAT of LPHC fed mice
compared to NPNC fed mice (P=.11). However, the expression of
acetyl-CoA carboxylase beta (Acacb) decreased with the increase in the
protein content of the diet (P<.05) and was significantly lower in HPLC
than in LPHC mice (Table 4). In the epidydymal white adipose tissue no
significant change was observed for mRNA encoding Cpt1a, Acacb and
Ucp3or key enzymes involved in lipogenesis (fatty acid synthase (Fas)
and acetyl-CoA carboxylase alpha (Acaca)) (Table 4). Cpt1a expression,
however, tended to decrease in mice fed the HPLC diet (P=.06) and the
expression of Ucp2was higher in mice fed the LPHC diet than in those
fed the NPNC and HPLC diet (Table 4). Moreover, the expression of
Ucplwas not detected, suggesting no browning process in this tissue.
In the liver, no major changes were observed in gene encoding
lipogenesis, [>-oxidation and ketogenesis (Table 4).

4. Discussion

FGF21 is involved in numerous metabolic processes such as glucose
uptake, lipolysis, hepatic lipid oxidation, ketogenesis, and thermogen-
esis and is therefore a potential target for the treatment of metabolic
dysfunctions [3-9]. The main goal of this study was to determine the
possible relationships between metabolic and behavioral adaptation to
the dietary level of protein and liver FGF21 synthesis and secretion. In
vivo, FGF21 responds acutely to LPHC intake whereas under HPLC diet,
plasma FGF21 circulating levels are low in the fasted and refed states. In
hepatocytes, Fgf21 expression is controlled by glucose but not amino
acids. The results presented herein suggest that FGF21 may be involved
in the metabolic effects of high carbohydrate but not high protein diets.

Table 4
mRNA expression in brown and epidydymal adipose tissues and in liver of mice fed LPHC, NPNC or HPLC diets.
LPHC NPNC HPLC Test
Brown adipose tissue
Acacb (acetyl-CoA carboxylase beta) 116.7+24.3° 10045.46" 85.1+9.30° <0.05
Cptla (carnitine palmitoyltransferase 1a) 158.74+24.3 100415.1 123.7+15.8 —
Ucp1(uncoupling protein 1) 61.90+5.10 100+14.2 96.88+12.4 -
Ucp2(uncoupling protein 2) 158.1+46.5 100+10.2 86.91+6.02 -
Ucp3(uncoupling protein 3) 93.92+8.16 100+4.53 111.4+9.64 —
Epididymal adipose tissue
Acaca (acetyl-CoA carboxylase alpha) 157.8+43.1 100+9.65 134.94+-43.0 —
Acacb (acetyl-CoA carboxylase beta) 97.41+£5.38 100+8.51 143.5+29.1 =
Cptla (carnitine palmitoyltransferase 1a) 102.5+6.70 100+9.74 73.04+6.65 —
Fas (fatty acid synthase) 155.0+28.8 100+17.6 176.5+75.0 —
Ucp2 (uncoupling protein 2) 157.9413.5* 100+6.92° 100.24-5.84° <0.01
Ucp3 (uncoupling protein 3) 132.44:20.7 100+15.3 127.4+31.1 -
Liver
Acaca(acetyl-CoA carboxylase alpha) 97.16+12.1 100+5.63 112.3420.8 =
Acox (peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase) 76.57+12.6 100+9.90 69.80+16.2 —
Cptla (carnitine palmitoyltransferase 1a) 106.45+12.2 100+8.91 128.1+19.3 N
Fas (fatty acid synthase) 93.664+-13.8 1004+12.1 96.62+18.7 =
Hmgcl (3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA lyase) 94.65+6.57 100+9.70 71.77+£9.57 a3
Hmgcs1(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1) 155.151+-40.9 100+10.4 14394183 _

ab.cyalues with different letters within a line are statistically different (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).
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Fig. 1. Modulation of FGF21 protein and mRNA abundance in the liver and in plasma. A: Changes inFgf2ImRNA levels in the liver. Data are mean4SEM (n==8-9). Values were log-
transformed before statistical analysis. B: Changes in FGF21 protein levels in the liver. Data are mean+SEM (n=8-9). C: FGF21 protein abundance in mouse plasma in the fasted and fed
states Data are mean+SEM (n=5-6). Values were log-transformed before statistical analysis. The effect of the diet was tested by one-way ANOVA except for FGF21 protein abundance
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FGF21 has been proposed as a signal of protein restriction because
rats fed an LPHC diet exhibit high FGF21 secretion [14]. We observed
that refeeding fasted mice an LPHC diet induced FGF21 secretion,
which confirms this previous observation. Additionally, we showed
that incubating hepatocytes with a low concentration of amino acids
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Fig. 2. Changes in Fgf21 gene expression in rat primary hepatocytes. LAA (Low amino
acid) corresponds to amino acid concentration measured in the portal vein of fasted
rats, HAA (High amino acid) and Leucine correspond respectively to amino acid and
leucine concentrations measured in the portal vein of rats in the post-prandial state fed
an HPLC diet as previously described [27]. Hepatocytes were either treated with 5mM of
glucose (G5) or 25 mM of glucose (G25) in the presence or not of insulin (100 nM) (ins)
and glucagon (100 nM) (gluc). Data represent mean + SEM (n=6). Values were log-
transformed before statistical analysis. The effect of the incubation conditions (glucose,
hormone, amino acid) was tested by three-way ANOVA using R. Pairwise comparisons
were performed with post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons. Differences
were considered significant at P<.05. Bars with different letters within a graph are
statistically different.

had no direct effect on FGF21 gene expression whereas glucose in the
presence of insulin strongly induced FGF21 mRNA synthesis. More-
over, a recent study has reported that fructose was also an activator of
FGF21 synthesis and secretion [17]. Thus, the LPHC diet intake,
characterized by a large bulk of glucose and fructose associated with a
low concentration of amino acids, could explain its strong and acute
effect on FGF21 secretion during refeeding. We also observed that
refeeding fasted mice a high-protein diet did not induce any secretion
of FGF21 in mice that already had very low plasma FGF21 levels in the
fasted state. In contrast, Uebanso et al. observed a higher expression of
FGF21 in obese rats fed an HPLC diet than in a similar group fed a
control diet [18]. However, in this study, rats were obese, had a fatty
liver and were fed a 30% caloric restricted diet, which may have
affected the long-term regulation of FGF21 secretion. In line with these
results, Laeger et al. have shown that refeeding an HPLC meal had no
effect on FGF21 secretion [14], but did not show a lower circulating
level of FGF21 in HPLC refed rats, suggesting that our observation may
be due to a chronic effect of the HPLC diet possibly through a decrease
of hepatic triglyceride concentration. Indeed, it has been shown that a
high-protein diet decreases hepatic triglyceride concentration [28],
and that FGF21 secretion is closely linked to this concentration [29].
We observed no difference in FGF21 secretion in NPNC and HPLC
between the fasted and the refed states, which is in contradiction with
results from previous studies on the effect of fasting on FGF21
secretion (12-14). Gene expression of FGF21 is sensitive to the
nutritional state, possibly through PPAR-c, insulin and glucagon
pathways [10]. Indeed, fasting stimulates FGF21 secretion in humans
[11] and in wild-type mice [12], but not in PPAR-« null mice [13].
However, FGF21 also induces hepatic expression of peroxisome
proliferator-activated receptor <y coactivator protein-la (PGC-1a),
upstream key transcriptional regulator of PPAR-c, in livers of mice
injected with FGF21 [30]. Thus it is unclear if glucagon induces FGF21
through PPAR-« or if FGF21 induces PPAR-a through the induction of
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PGC-1a. Moreover, in the same study, no changes in the phosphor-
ylation of FOXO1, CREB, or TORC2 were observed in livers of mice
injected with FGF21. Thus, these data do not enable us to draw
conclusions about the mechanism involved in the regulation of FGF21
by fasting or by glucagon. However, as presented in the introduction of
the paper, the duration of fasting, which was short in our case, as well
as the composition of the diets used in the study, could explain this
discrepancy. The effect of fasting observed in the present study is in
line with the decrease of Fgf21 expression by glucagon in primary
culture of hepatocytes.

The present study also suggests that FGF21 may be involved in the
metabolic effect of a LPHC diet. The results showed a tight relationship
between whole body glucose and protein oxidation and the
concentration of FGF21 in the plasma. Indeed, FGF21 has been
shown to help regulate blood glucose concentration by increasing
glucose uptake [5]and by reducing hepatic glucose output [31]. In this

context, the increase in FGF21 secretion in response to the ingestion of
an LPHC diet could serve to limit hepatic glucose output and stimulate
glucose utilization by peripheral tissues. Accordingly, despite the
higher carbohydrate content of the LPHC diet, there were no important
differences in post-prandial blood glucose and insulin between the
three diets. The present results also do not show any differences in
RMR in fasted mice housed at thermoneutrality, but TEF was higher in
HPLC fed mice as has been previously observed [32,33]. This higher TEF
was fueled by an increased rate of glucose oxidation that could also
contribute to burning part of the excess glucose intake, and thus
maintaining body adiposity at the level of NPNC fed mice. On the other
hand, the balance between food intake, energy expenditure and fat
accumulation in the various groups clearly points out that in the
typical housing conditions (22°C in the animal facility), energy
expenditure was lowest in HPLC fed mice, intermediate in NPNC fed
ones and highest in LPHC fed ones. In future studies, how the cost of
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thermoregulation and the energy expended with activity can differ
between LP, NP and HP fed mice should be investigated because the
RMR, TEF and activity values (not shown) measured at thermoneu-
trality cannot explain the differences observed in fat accumulation
under typical living conditions at 22°C. In contrast to the observations
in the present study, it was recently [8] reported that FGF21
administration to Siberian hamsters, a model of obesity, reduces
hepatic lipid content by decreasing glucose oxidation and increasing
lipid oxidation flux through 3-oxidation. Similarly, in obese animals in
which FGF21 secretion and regulatory effects should be impaired,
FGF21 treatment reduces body weight, adiposity, hepatosteatosis,
hyperglycemia, and dyslipidemia, possibly through enhanced insulin
sensitivity (3-9). These data suggest that in obese and metabolic
dysfunction models, the control of FGF21 secretion and/or metabolic
effect of FGF21 may be different from their effects under physiological
conditions. Our results also indicate that the effect of an HPLC diet
previously observed in rodents on ketogenesis (29-31), thermogen-
esis [34] and lower adiposity [35,36] is independent of FGF21 levels
since FGF21 circulating levels were very low in both the fasted and
refed states.

Interestingly, analysis of gene expression showed that an LPHC
compared to an HPLC diet induced an increased expression of Ucp2 in
the epididymal white adipose tissue and a decreased expression of
Acacb in BAT. The increased expression of Ucp2 in white adipose
tissue of mice fed the LPHC could limit the evolution of body weight
and body adiposity despite a significantly higher caloric intake. This
concurs with the observation that LPHC fed mice did not gain more
weight and deposited only a slightly larger amount of fat than NPNC-
fed mice. Ucp2 expression is stimulated by ingestion of a high-fat diet
in obesity-resistant but not in obesity-prone mice [37,38]. Increased
expression of Ucp2 in white adipose tissue was also reported to occur
simultaneously with increased expression of Ucpl in the BAT and
sometimes in white adipose tissue [38]. This was not observed in the
present study but it was recently shown that not all white adipose
tissues express Ucp1(this included the epidydymal depot selected in
the present study) [39]. The increase in Acach expression in the BAT of
mice, induced by high carbohydrate diets, could be associated with
both an inhibition of fatty acid oxidation in this tissue and a
reorientation towards triglyceride synthesis [40]; however, ACACb
activity is tightly regulated post-transcriptionally by AMPK phosphor-
ylation and this prevents concluding with certainty [41].

In conclusion, ex-vivo analysis of mRNA expression of FGF21 in
cultured hepatocytes suggests that liver FGF21 synthesis and secretion
is mainly controlled by hepatic glucose levels when insulin is also high.
In vivo, ingestion of a high-carbohydrate low-protein diet through the
high blood glucose delivery, but also the low amino acid concentra-
tion, stimulates FGF21 synthesis and secretion. On the one hand this
acts to limit hepatic output of glucose and on the other to stimulate
peripheral glucose oxidation in periphery, as suggested by the high
level of glucose oxidation in LPHC fed rats. The increased UCP2
expression observed in adipose tissue may be one of the FGF21
mechanisms by which peripheral glucose utilization may be increased.
The metabolic role of FGF21 in the increase of thermogenesis and/or
glucose and protein oxidation after the LPHC diet remains to be
clarified, using a more direct and mechanistic study such as blocking of
FGF21 or beta-Klotho which is involved in FGF21 signaling [42].

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.jnutbio.2016.07.002.
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3.2 Article Il : La modulation du rapport glucide/protéine modifie le profil

d’oxydation en période postprandiale de souris n’exprimant pas
I’AMPK dans le foie

(Modification of dietary carbohydrate to protein ratio reveals an alteration in postprandial oxidation

pattern in liver AMPK-deficient mice)

3.2.1 Contexte :

L’AMPK (AMP-activated kinase) est une kinase qui sert de senseur de 1’énergie intracellulaire. Lors
d’une déplétion en énergie, ’AMPK est activée et va en retour stimuler les voies cataboliques
productrices d’ATP et inhiber les voies anaboliques qui en consomment. La phosphorylation de
I’AMPK est sensible a la disponibilité en nutriments dans la cellule. Des études menées a l'unité
PNCA ont ainsi rapporté que le glucose et les acides aminés pouvaient décroitre le niveau de
phosphorylation de I’AMPK dans des cultures cellulaires. De méme, il a été montré que nourrir
pendant deux semaines des rats avec un régime hyperprotéique entraine une baisse de la
phosphorylation de ’AMPK dans le foie tandis qu’un régime faible en protéines augmente sa
phosphorylation dans le muscle. Le foie est I’organe central de 1’adaptation du métabolisme aux
modulations du rapport protéines/glucides du régime, toutefois le role de I’AMPK hépatique dans ces

phénomenes adaptatifs n’a jamais été étudié.

3.2.2 Objectif :
Notre étude cherche a définir le role de cette protéine dans I’adaptation du métabolisme énergétique en

réponse a la variation du ratio protéine/glucide du régime.

3.2.3 Meéthodes :

Des souris sauvages (WT) et des souris KO AMPK-foie spécifique (KO) males ont été séparées en 3
groupes nourris pendant 3 semaines avec des régimes contenant une teneur en protéines faible (LPHC)
normale (NPNC) ou haute (HPLC). La prise alimentaire et le poids ont été suivis. Les variations suite
a I’ingestion d’un repas-test de 1 g (17 kJ) des taux d’oxydation du glucose et des acides gras
(calorimétrie indirecte), ainsi que de la glycémie et de 1’insulinémie (prises de sang séquentielles) ont
été mesurées. A la fin de I’expérimentation, aprés 16h a jeun, les souris ont été & nouveau nourries
avec un repas calibré de 1 g. Deux ou quatre heures plus tard, ces dernieres ont été euthanasiées,
différents organes ainsi que le sang ont été prélevés pour des mesures d’expression de geénes, de

concentration de protéines et de métabolites.

3.2.4 Résultats principaux :

Les souris KO nourries sous régime LPHC ou HPLC, dans lesquels un nutriment est prédominant, les

glucides ou les protéines respectivement, présentent une moindre augmentation de 1’oxydation du

glucose et une moindre diminution de 1’oxydation des acides gras par rapport aux souris sauvages a la
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suite d’un repas calibré. Au contraire, les souris KO nourries sous régime NPNC présentent un profil
d’oxydation des glucides et des lipides normal associé avec une augmentation des TG et une baisse du
glycogene dans le foie de maniére transitoire. Ces souris présentent également une plus forte
expression de geénes impliqués dans I’oxydation des acides gras, la synthése de glycogéne et la
cétogénése mais aussi une plus forte sécrétion de FGF21 que les souris sauvages, deux heures apres le

repas.

3.25 Conclusion :

Les conséquences de la délétion de ’AMPK sur le métabolisme énergétique dépendent de la
composition du régime. En effet, sous régime NP, 1’adaptation du métabolisme hépatique et
I’augmentation de la sécrétion de FGF21 en période postprandiale pourrait compenser ’absence
d’AMPK hépatique. Au contraire, sous régime LP et HP, I’absence d’adaptation du métabolisme
hépatique en réponse a la délétion se traduit par un retard dans 1’évolution des taux d’oxydation du

glucose et des acides gras suite a un repas, autrement dit, par une moindre flexibilité métabolique.

3.2.6 Manuscrit :

Le manuscrit a été soumis le 23/09/2016 dans Cell Reports
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Modification of dietary carbohydrate to protein ratio reveals an alteration

in postprandial oxidation pattern in liver AMPK-deficient mice

Tristan Chalvon-Demersay*, Patrick C. Even', Catherine Chaumontet *, Julien Piedcoq*, Benoit

Viollet*** Claire Gaudichon®, Daniel Tomé! , Marc Foretz>** and Dalila Azzout-Marniche*

'UMR Physiologie de la Nutrition et du Comportement Alimentaire, AgroParisTech, INRA,
Université Paris-Saclay, Paris, France

2Inserm, U1016, Institut Cochin, Paris, France
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*Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, France.
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Summary: The role of liver AMPK in the control of metabolic adaptation in response to nutritional
variations has been little investigated. Wild-type (WT) and liver AMPK-deficient (KO) mice were fed
either a normo-protein normo-carbohydrate diet (NP-NC), a low-protein high-carbohydrate diet (LP-
HC) or a high-protein low-carbohydrate diet (HP-LC) for 3 weeks. During this period, measurements
of metabolic parameters and indirect calorimetry were performed. In NP-NC refed mice, deletion of
AMPK in the liver led to an adaptation of liver metabolism resulting in an increased secretion of
Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21). These changes possibly compensated for the absence of liver
AMPK as these mice exhibited normal post-prandial changes in carbohydrate and lipid oxidation. In
contrast, in LP-HC and HP-LC refed mice, the lack of adjustment in liver metabolism in KO mice

resulted in an alteration of meal-induced changes in carbohydrate and fatty acid oxidation.

Keywords: AMPK, calorimetry, amino acids, liver, FGF21,

In brief: Chalvon-Demersay et al. found that mice fed a balanced diet, liver AMPK deletion exhibited
a normal oxidation pattern, probably through an increased secretion of FGF21, whereas under low-
protein high-carbohydrate diet or a high-protein low-carbohydrate diet, the lack of adjustment in liver
metabolism resulted in an alteration in postprandial oxidation pattern.

Highlights:
e Mice lacking liver AMPK under NP-NC diet exhibit a normal oxidation pattern
o FGF21 compensates the lack of liver AMPK under a NP-NC balanced diet
e Liver AMPK deletion alters postprandial oxidation pattern under LP-HC and HP-LC diet
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Introduction

AMPK (AMP-activated kinase) is a kinase composed of three different subunits (a, B, v), very well
preserved throughout evolution (Carling 2004; Hardie 2004), that serves as an energy sensor in the
cell. When a physiological stress occurs within the cell, the ATP/AMP ratio decreases. AMPK is then
activated by allosteric binding of AMP to the subunit  which stimulates phosphorylation of the
Thr172 residue of the catalytic subunit o by upstream kinases (LKB1 and CaMKKD), and inhibits its
dephosphorylation by phosphatases (Viollet et al., 2014). In such conditions, AMPK causes cells to
switch from an anabolic to a catabolic state in order to restore energy balance through the control of
different pathways. These include activation of acetyl-coA carboxylase (Brownsey et al., 2006) and
repression of PEPCK and G6Pase expression, leading to increased B-oxydation and inhibition of
hepatic glucose production, respectively (Hardie, 2004).

AMPK phosphorylation is sensitive to energy substrate availability, including glucose and amino acids
within cells. AMPK was shown to be decreased in vitro by glucose in myocyte (Itani et al., 2003) and
hepatoma cells HepG2 (Zang et al., 2004) and by amino acids in B-cells (Leclerc and Rutter, 2004),
primary cultures of hepatocytes (Chotechuang et al., 2009) and cultured myoblasts (Du et al. 2006).
AMPK-activated kinase takes part in amino acid signaling in the liver either directly or indirectly
(Chotechuang et al., 2009; Hu et al., 2015). In rats, high-protein intake (HP-LC) compared to a normal
protein intake (NP-NC) leads to lower AMPK and higher mTOR phosphorylation in the liver
(Chotechuang et al., 2009) and in the hypothalamus (Cota, 2006; Ropelle et al., 2008). In contrast,
AMPK phosphorylation level is induced 3 times in soleus muscles of rats fed a low-protein diet (LP-
HC) compared to control rats (Batistela et al., 2014).

These results show that AMPK is sensitive to the carbohydrate to protein ratio of the diet. In parallel,
several studies have reported that the modulation of energy metabolism by protein diets is mainly due
to hepatic adaptation (Blouet et al., 2006; Chotechuang et al., 2009; Freudenberg et al., 2012). The aim
of the present study is therefore to define more precisely the implication of liver AMPK on the sensing
of dietary amino acids and carbohydrate intake and the control of energy metabolism when mice are
fed diets with different protein contents. For this purpose, we used wild-type mice and mice in which

the two main isoforms of the catalytic subunit of AMPK were deleted in the liver. These mice were
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fed during three weeks with either a low-protein high-carbohydrate (LP-HC), a normo-protein normo-

carbohydrate (NP-NC), or a high-protein low-carbohydrate diets (HP-LC).
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Results

In this study, AMPK-deficient (KO) mice and wild type (WT) mice were first adapted to a normo-
protein normo-carbohydrate diet (NP-NC) during an initial 3-week running period. They were then
either maintained on this control NP-NC diet, or switched to a low-protein high-carbohydrate diet (LP-
HC) or high-protein low-carbohydrate diet (HP-LC) diet for three additional weeks. Mice were then
analysed for phenotype and for liver metabolism after a calibrated meal consisting by their own diet
two or four hours after meal onset. As expected, there was very little abundance of isoform al and 02
in KO mice, confirming the deletion of AMPK in the liver (supplemental Figure 1). As a consequence,
the phosphorylation of both AMPK and ACC was also reduced in KO mice compared to WT mice
(supplemental Figure 2). Residual phosphorylation is due to Kupffer, blood cells and vessels which are

abundant in the liver.

Food intake, body weight, body composition

Body weight (BW), lean body mass, liver and kidney weights were lower in KO mice, whereas no
effect was observed for fat mass (Table 2). Compared to the NP-NC control diet, mice fed the LP-HC
diet had a lower BW and lean mass, whereas HP-LC fed mice exhibited a lower fat mass. Both in WT
and KO mice, food intake was inversely related to the protein content of the diet (Table 2). In addition,
when fed the control NP-NC diet, KO mice ate 9% more than WT mice, whereas no difference was
observed between WT and KO mice under the LP-HC or HP-LC diets. However, no effect of the
deletion of liver AMPK was observed on the expression of genes involved in the control of food intake

in the Nucleus Accumbens (NACC), hypothalamus or intestine (supplemental Tables 1, 2, 3).

Whole body nutrient oxidation

Meal-induced carbohydrate and lipid oxidation was investigated by indirect calorimetry during the
first hours after re-feeding with a 1 g-calibrated meal following an overnight fast. No difference in
carbohydrate and lipid oxidations was observed between WT and KO control NP-NC-fed mice after
the test-meal (Figure 2A). In contrast, in LP-HC-fed or HP-LC-fed mice, the test-meal induced smaller

increases in carbohydrate oxidation and smaller decreases in lipid oxidation in KO mice compared to
97



WT mice (Figures 2B, 2C). These differences were transient and limited to the first 1.5 hours and to
the first 4 hours after the test meal in HP-LC-fed and LP-HC-fed mice, respectively. Total protein
oxidation in the fasting and fed states was estimated from urinary urea excretion. Urea excretion and
total protein oxidation were increased by the meal in proportion to the protein content of the diet, but
no difference was observed between WT and KO mice (supplemental Table 4). No effect of the
deletion was observed no matter the protein level of the diet on plasma uric acid and urea

(supplemental Table 5).

Liver lipid metabolism

Lipid metabolism was assessed by mRNA that encode key genes involved in lipogenesis, 3-oxydation,
ketogenesis, phosphorylation state of ACC and hepatic TG and B-hydroxybutyrate concentration two
and four hours after re-feeding with a 1 g-calibrated meal following an overnight fast. Results showed
that mMRNA encoding MTTP and FAS was lower in KO mice compared to WT mice, particularly in
mice under the NP-NC diet, 2 hours and 4 hours after meal ingestion of the test-meal, respectively
(Table 3). In line with these results, KO mice fed the control NP-NC diet but not the LP-HC and HP-
LC diets, exhibited higher hepatic TG and lower plasmatic TG concentrations than WT mice two, but
not four hours, after meal onset (P<0.05) (Figure 3A) as illustrated in Figure 3B. This effect was not
due to a change in the TG export capacity of the liver, as an additional experiment performed in KO
and WT mice (n=5) fed the NP-NC diet for 6 weeks did not reveal any difference in the TG export
capacity of KO and WT, measured as previously described (Schwarz et al., 2012) (Data not shown). In
addition, compared to WT mice fed the control NP-NC diet, KO mice exhibited higher liver
expression of ACOX and CPTla and lower expression of KETO (acetyl-CoA C-acetyltransferase)
(Figure 3C) 2 h after the test meal, suggesting that acid oxidation and ketogenesis could be stimulated
in these NP-NC-fed KO mice compared to WT mice. However, regardless of the protein level in the
diet, no effect of the deletion was observed on p-hydroxybutyrate or plasma non-esterified fatty acid,
albumin, glycerol, total cholesterol and HDL (supplemental Table 5). We also performed an additional

experiment (n=5) to investigate whether liver TG accumulation during fasting was involved in the
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higher liver TG content observed in KO mice fed the control NP-NC diet, but no difference was

observed between fasted KO and WT mice.

Liver glucose metabolism

Carbohydrate metabolism modifications were assessed by measuring mRNA and the phosphorylation
state of glycogen synthase (GS) as well as gene expression encoding key enzymes of glycolysis and
gluconeogenesis, two and four hours after re-feeding with a 1 g-calibrated meal following an
overnight fast. Glucose, but not the insulin response, was lower after the HP-LC meal than after the
NP-NC and LP-HC meals (supplemental Figure 3). No difference in basal glucose and insulin or
responses to a test meal between WT and KO mice was observed. Hepatic glycogen content was
strongly affected by the protein concentration of the diet two or four hours after meal onset, with a
very low content in HP-LC fed mice, which represented 25% of the hepatic glycogen content of LP-
HC-fed mice (Figure 4B). KO mice fed the NP-NC diet exhibited lower glycogen content than WT
mice two, but not four hours, after meal onset (Figure 4B) as illustrated in Figure 4C. GS expression
was not affected by the protein content of the diet but tended to be lower (P=0.06) with the increase of
protein content in the diet (Figure 4A). Interestingly, GS phosphorylation was lower (Figure 4A) and
expression higher in KO mice 2 hours after the NP-NC test-meal (Table 3). The deletion of liver
AMPK also led to a lower expression of L-PK both 2 and 4 hours after meal onset, suggesting a lower
glycolysis and synthesis of acetyl-CoA (Table 3). The differences were particularly marked under an
NP-NC diet. For the gluconeogenesis pathway, PEPCK mRNA abundance increased with the protein
content of the diet at both 2 and 4 hours after meal intake, and was transiently amplified at 2 hours in
KO mice fed the NP-NC diet. In contrast, no effect was observed for G6PCL1 (Table 3).

In contrast to liver tissue, no effect of the deletion of AMPK was observed on gene expression in

muscle or adipose tissue two or four hours after meal onset (supplemental Tables 6, 7).

Liver FGF21 secretion
Ingestion of the LP-HC test meal led to a strong increase in plasma FGF21 in both WT and KO mice.

In contrast, ingestion of the HP-LC test meal did not increase plasma FGF21. In response to ingestion
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of the NP-NC meal, plasma FGF21 was increased only in KO mice and to a level similar as that
observed in response to ingestion of the LP-HC test-meal (Figure 5A). FGF21 mRNA measured in the
liver 2 hours after meal intake (Figure 5B) exhibited the same variations as plasma FGF21. In contrast,
FGF21 protein content in the liver was similar in all groups (Figure 5C), suggesting that FGF21
synthesized in the liver was rapidly secreted in plasma. Interestingly, as portrayed in Figure 5D,
plasma FGF21 and hepatic TG content were strongly correlated, suggesting a link between these two

parameters.
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Discussion

This study aimed to define the consequences of liver AMPK deletion on the adaptation of metabolic
pathways to large changes in the carbohydrate to protein ratio of the diet in mice. Interestingly, the
present results indicate that AMPK deletion did not affect amino acid deamination and oxidation and
urea production in response to the level of protein intake, thus suggesting that AMPK is not
predominantly involved in the adaptation of these pathways in response to the modulation of dietary
protein intake. In contrast, some differences were observed between KO and WT mice in the
adaptation of glucose metabolism and lipid metabolism in response to the variation of dietary
carbohydrate to protein ratio.

Liver metabolism and feeding behavior were modified in response to AMPK deletion only when the
mice were fed an NP-NC diet. Indeed, NP-NC-fed KO mice ate more, whereas no difference was
observed for mice fed LP-HC and HP-LC diets. Moreover, these mice exhibited an increase in liver
TG content and FGF21 secretion and a decrease in hepatic glycogen repletion 2 hours after ingestion
of a meal following an overnight fast. Importantly, this phenomenon was transient and no longer
observed 4 hours after meal ingestion. Surprisingly, concerning whole body metabolism, the rates of
carbohydrate, lipid and protein oxidation after ingestion of an NP-NC test meal were the same as those
observed in WT mice. In contrast, with LP-HC and HP-LC diets, no difference was observed in liver
metabolism between the two types of mice, although KO mice exhibited an alteration of metabolic
flexibility characterized by lower amplitudes of the meal-induced changes in carbohydrate and lipid
oxidation (Kelley and Mandarino, 2000).

In the present study, we observed a transient increase in liver TG content in KO mice 2 hours after
ingestion of the NP-NC test meal together with the absence of difference in the TG export capacity
between KO and WT mice under the NP-NC diet. Lin et al. have reported that during fasting, mice
accumulate triglycerides in the liver due to lipolysis in adipose tissue and delivery of free fatty acids
(Lin, 2005). However, we observed no difference in triglyceride content in fasted KO and WT mice
fed an NP-NC diet (data not shown), suggesting that the transient liver TG content in KO mice 2 hours

after ingestion is not due to previous accumulation of TG in the liver during fasting.
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The present study also highlights a regulatory role of FGF21 in situation of liver AMPK deletion.
FGF21 is involved in numerous metabolic processes such as hepatic lipid oxidation, ketogenesis
(Hotta et al., 2009; Kharitonenkov et al., 2005) and glucose uptake in different organs, such as brown
adipose tissue and skeletal muscle (Markan et al., 2014; Mashili et al., 2011). As we previously
reported, the stimulation of FGF21 synthesis and secretion in response to an LP-HC diet is partly due
to the direct stimulation of glucose whereas it is totally blunted under an HP-LC diet (Chalvon-
Demersay et al., 2016). FGF21 is also involved in feeding behavior. Indeed, it has been reported that
intra-cerebroventricular infusion of FGF21 increases both energy expenditure and food intake without
affecting body composition (Sarruf et al., 2010), and that the increase in food intake induced by low-
protein diets is not observed in FGF21-KO mice (Laeger et al. 2014). Our results suggest that in KO
mice fed the NP-NC diet, increased FGF21 secretion could compensate for the lack of AMPK in the
liver and therefore explain the slight increase in food intake without a marked effect on body
composition that we observed in these mice. The increased FGF21 secretion could also stimulate
glucose uptake and subsequent oxidation in the peripheral organs and explain why these KO mice had
normal oxidation profiles.

In contrast, under LP-HC, the overload of glucose combined with protein restriction resulted in FGF21
secretion at a maximal level (Laeger et al., 2014b). Therefore, it was not possible for KO mice to
further stimulate FGF21 synthesis and to compensate for the absence of liver AMPK. Under HP-LC,
the overload of amino acids prevents the increase in FGF21 secretion and causes FGF21 secretion to
be at a minimum. In this case, similar to what happens under an LP-HC diet, deletion of liver AMPK
is not compensated by increased FGF21 secretion and KO-mice lower amplitudes of the meal-induced
changes in carbohydrate and lipid oxidation.

In this study, all mice and all diets considered together, a significant correlation between FGF21
concentrations in the plasma and liver TG contents was observed 2 and 4 hours after ingestion of the
test meals. Such an observation is in line with previous studies, suggesting that FGF21 could also be
secreted in response to an increase in hepatic TG content to prevent further TG accumulation in
patients with NAFLD (Morris-Stiff and Feldstein, 2010). This could explain why KO mice fed an NP-

NC diet, with a high TG content, exhibit high FGF21 secretion in the postprandial period. Thus, in
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these mice, FGF21 secretion could help normalize TG and glycogen content by modulating liver
metabolism. This could be done through an increase in gene expression involved in fatty acid
oxidation (CPT1la, ACOX) and ketogenesis (KETO), and through a reorientation of glucose towards
glycogen synthesis rather than acetyl-coA synthesis in KO mice fed the NP-NC diet two hours after
meal onset, as suggested by the decrease of L-PK expression and the decrease of GS phosphorylation
and the increase of its expression. Accordingly, we observed a two-fold increase of hepatic glycogen
content between two and four hours after meal onset, whereas triglyceride content remained constant
in KO mice fed the NP-NC diet. In line with these results, parallel increases in FGF21, CPT1a and
ACOX expression in mouse livers in response to fasting have previously been reported (Palou et al.,
2008)

In conclusion, deletion of the al and a2 subunits of AMPK in the liver did not reveal dramatic effects
on food intake and energy metabolism in mice, but suggests differential adaptive responses depending
on the dietary carbohydrate to protein ratio. Livers of KO mice cannot easily adapt under LP-HC or
HP-LC diets, where a macronutrient is predominant (carbohydrates and proteins, respectively), and
where AMPK deletion is not compensated by FGF21 secretion. In contrast, under the NP-NC diet,
when the diet is better balanced, KO mice adapt their liver metabolism through an increase in FGF21

secretion and therefore compensate for the absence of liver AMPK.
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Experimental Procedures

Animals

The study was approved by the French National Animal Care Committee (humber 14-15) and
conformed to the European legislation on the use of laboratory animals. Generation of AMPK knock-
out liver specific C57BL/6 mice was performed by crossing albumin-Cre mice with mice containing
floxed AMPK a1 and a2 subunits. The deletion was confirmed by PCR genotyping and Western blot
analysis as previously described (Foretz et al., 2010b). Ninety-eight males, of which 52 were wild-type
mice AMPKoala2LS™" (WT) and 46 AMPK-KO liver specific mice AMPKalo2LS” (KO), were
generated in the light- and temperature-controlled animal facility of AgroParisTech (12:12 h reversed
light/dark cycle, lights on at 21:00, 24 C). Spawners were fed the P20 diet throughout the experiment.
The young mice were weaned at the age of 25 days, and for three weeks were fed a normo-protein
normo-carbohydrate diet (NP-NC) as a run-in prior to the experiment. Mice were then either kept on
the same diet (N=35, 19 WT mice/16 KO mice) or switched to a low-protein high-carbohydrate diet
(LP-HC, N=33, 17 WT mice/16 KO mice) or a high-protein low-carbohydrate diet (HP-LC, N=30, 16
WT mice/14 KO mice) for another three-week period constituting the experimental-period. Diet
compositions are detailed in Table 1.

Experimental Design

After the three-week run-in period, each group of mice received its test diet for three weeks.
Throughout the test, body weight and food intake were measured every day except on weekends.
During the second week of the test period, half of the mice were housed in turn in a calorimetry cage
and respiratory exchanges were recorded to measure the response to the ingestion of a 1 gram,
calibrated test-meal of their usual diet after an overnight fast. The other half of the mice were
submitted to a meal tolerance test (MTT) to measure the glucose and insulin response to ingestion of
the same 1 g test-meal after an overnight fast (see below for details). At the end of the test period, the
mice were fasted overnight and 50 pL of blood were collected from the tail vein between 9:00 and
09:30. Mice were then fed 1 g of their test diet at 10:00 and returned to their home cage. Two or four
hours after the meal, they were deeply anesthetized with an overdose of pentobarbital (50 mg/kg), then

killed following exsanguination by blood sampling from the vena cava (200 ul). Blood samples were
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collected on EDTA, centrifuged (4°C, 3000 rpm, 10 min), and plasma stored at -80°C until assayed for
insulin. Body composition was detailed by dissection and weighing of the main organs and tissues.
Samples of liver, skin, gastrocnemian muscle, epidydymal adipose tissue, hypothalamus, nucleus
accumbens and epithelial cells from the duodenum, jejunum and ileon were placed in TRIizol
(Invitrogen) and frozen at -80°C for further measurement of mRNA abundance. Additional liver
samples were frozen in lysis buffers for further western-blot analysis and for measurement of TG and
glycogen.
Glucose and lipid oxidation in response to ingestion of the test-meal
Mice were housed in a calorimetry cage at 17:00 and were fasted overnight. At 09:00 the next day, 1 g
of their respective test-diets was introduced to the cage, and food ingestion within 30 minutes was
monitored. Cage temperature was maintained at 30°C and motor activity monitored with piezoelectric
cells situated under the cage. Measurements of respiratory exchanges were performed continuously
from 17:00 to 16:00 the next day. Carbohydrate (Cox) and lipid oxidation (Lox) were computed from
resting oxygen and carbon dioxide consumption (VO, and VCO,) and protein oxidation (Pox)
according to the Weir formula (Even and Nadkarni, 2012):

Cox (Watts) = ((4.57*VCO,)-(3.23*V0,))*(15.6/60)-(2.87*Pox),

Lox (Watts) =((1.69*VO,)-(1.69*VCO,))*(39.5/60)-(1.92*Pox),
with VO,, VCO; in mL/min and N in mg/min. Pox was estimated assuming that it usually contributes
to resting metabolic rate in proportion to the protein content in each diet, i.e. 5%, 14 %, and 55%,
respectively, for LP-HC, NP-NC and HP-LC diets. However, it was taken into account that in
response to ingestion of an HP-LC meal, only half of the deaminated amino acids are oxidized four
hours after meal onset (Fromentin et al., 2010; Stepien et al., 2011) and therefore, protein oxidation
was limited to 25% of resting metabolic rate after ingestion of the HP-LC test-meal. To validate these
calculations and to compare protein oxidation between WT and KO mice, the floor of the calorimetry
cage was covered with blotting paper to collect excreted urea. The blotting paper was changed when
the meal was given to separate collection during the pre- and post-meal periods. Urea was retrieved by
soaking the blotting paper in sterile water overnight. Urea was measured using a kit (Urea Kkit,

Biomérieux) and real protein oxidation calculated assuming (Even and Nadkarni, 2012):
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Pox; (Watts) = 6.25*Excreted urea (mg/min)*2*(4.32*4.18/60).
Glucose and insulin responses to an MTT
Mice were fasted overnight in their home cage and received a 1 g test-meal of their usual diet at 09:00
in the morning. Blood (30 pL) was collected from the tail 15 minutes before (indicated in the results as
0 minute), then 30, 120, 240 and 360 minutes after meal onset. Glucose was measured immediately
from a drop of blood using automatic analyzer (Life-scan, One touch Vita). Blood samples were
collected on EDTA, centrifuged (4°C, 3000 rpm, 10 min), and plasma was stored at -80°C until
assayed for insulin.
Analytical procedure
The metabolite profile (Non-esterified fatty acid, urea, uric acid, albumin, cholesterol, glycerol, HDL
cholesterol, B-hydroxybutyrate, triglycerides (TG) were measured using an automated chemistry
analyzer, Olympus AU400. Hepatic TG concentrations were assayed on homogenized samples of liver
using a TG assay kit (Randox Triglycerides). Glycogen was extracted from liver samples using KOH
30%, digested into glucose using amyloglucosidase (Sigma) and assayed using a glucose assay kit
(Randox Gluc). Histological sections of liver were colored using periodic acid and Schiff's (PAS)
reagent and oil-red-O to reveal, respectively, hepatic glycogen and triglyceride content as previously
described (Foretz et al., 2005). Plasma insulin and FGF21 were assayed using an enzyme-linked
immunoassay (Mercodia Mouse Insulin/.FGF21 ELISA kit, Symansis).
Western-Blot analysis
Frozen liver samples (100 mg) were homogenized in a lysis buffer containing 50 mM Tris HCI (pH
7.5), 150 mM sodium chloride, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM sodium fluoride, 25 mM sodium-
B-glycerophosphate, 5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 0.5 mM
dithiothreitol, 0.5mM phenylmethanesulfonylfluoride, 10% glycerol (vol/vol), and 1% Triton X-100
(vol/vol) supplemented with a protease inhibitor cocktail (1 tablet/50ml, Complete, EDTA-Free,
Roche). After homogenization, samples were then sonicated (2 W, 10 seconds, 0.5 second pulse) and
centrifuged for 10 min at 10,000 g at 4°C. Protein concentration was determined in the supernatant
using the DC protein assay kit (Bio-Rad Laboratories). An equivalent of 50 pg of liver protein was

resolved with Criterion XT gel Criterion TGX Gels, 4-15% (Bio-Rad Laboratories) and transferred to
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a nitrocellulose membrane (0.2 um, Bio-Rad Laboratories). The quality of transfer was checked by
Coomassie gel and Ponceau S membrane staining. After blocking, membranes were incubated with the
primary antibodies (dilution 1/1,000), which were the anti-AMPK al subunit, the anti-AMPK a2
subunit, anti-phospho-AMPK (Thr172) a subunit, anti-AMPK o subunit, anti-phospho-ACC (Ser79),
anti-ACC, anti-phospho-GS (Ser641), anti-GS (Cell Signaling) and anti-FGF21 (ab1719471, Abcam).
The blots were thereafter incubated with a secondary antibody and anti-actine antibody conjugated to
horseradish peroxidase (1/2,000; Santa Cruz Biotechnology) and were developed using Clarity
Western ECL (Bio-Rad Laboratories). To achieve further hybridization, the membrane was stripped in
stripping buffer (pH 6.8) containing 62.5 mM Tris HCI, 2% (wt/vol) SDS, and 100 mM R-
mecaptoethanol at 60°C for 15 min and incubated again with a primary antibody.

RNA preparation and gene expression measurement

Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen). RNA concentration was assessed using a
nanodrop spectrophotometer at 260 nm and RNA integrity was confirmed by electrophoresis on
agarose gel. To synthetize cDNA using High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems),
retrotranscription was performed on 0.4 pg of RNA for liver, skin, gastrocnemian muscle, epidydymal
adipose tissue, hypothalamus, nucleus accumbens, and 4 pg of RNA for epithelial cells from
respectively duodenum, jejunum and ileon tissues. Real Time PCR was performed to measure gene
expression on Step One (Applied Biosystems) using Power SYBR GREEN PCR MIX (Applied
Biosystems) on 5 ng (2.5 pl) of cDNA for liver, muscle or adipose tissue and 50 ng (2.5 pl) of cDNA
for intestine. The primer sequences of genes were designed with Primer Express and are available
under request. Gene expression was calculated as 2", where ACT= CTgee - CTigs. Data are
expressed as a percentage of the values of the WT mice fed the NP-NC diet. Negative controls were
used to detect potential contamination (control without RT or RNA).

Statistical analysis

Data are presented as means + SEM. The effect of the diets and genotype was tested by two-way
ANOVA with interaction using R©. Pairwise comparisons were performed with Post hoc Bonferonni
tests for multiple comparisons. P-values were multiplied by the number of comparisons performed.

Differences were considered significant at P <0.05.
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Table 1: Macronutrient composition of the HCD. Diets were prepared by the “atelier de préparation

des aliments”, UPAE, INRA, Jouy en Josas, France. Energy density is computed assuming a

metabolizable energy of 16.7 kJ/g for carbohydrates and proteins and 37.7 kJ/g for fat.

P20 | NP-NC LP-HC HP-LC
Weight content (g/kg)
Milk proteins 200 140 50 530
Starch 570 622 700 287
Sucrose 93 100 113 46
Soy Oil 40 40 40 40
Minerals 35 35 35 35
Vitamins 10 10 10 10
cellulose 50 50 50 50
choline 2 2 2 2
Energy content (%)
Protein 20.5 14.5 5.2 54.6
Carbohydrate 68.5 75.0 84.0 34.9
Fat 10.5 10.5 10.5 10.5
Energy density (kJ/g) 14.57 14.56 1454  14.60
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Table 2: Body composition and food intake of WT and KO mice fed NP-NC, LP-HC or HP-LC diets. *, P < 0.05 significant difference between WT and KO
within the same diet.

Diet NP-NC LP-HC HP-LC

Genotype Testdiet Inter
Genotype WT KO WT KO WT KO
Cumulative food intake (g) 71.8+1.3 79.1+1.9* 934+1.2 944+ 2.1 541+14 53.6x1.6 <0.05 <0.001 NS
Initial Weight (g) 229+0.2 225+04 22.9+0.2 22.1+04 23.3+04 22.2+0.3 <0.01 NS NS
Final Weight (g) 245+ 0.3 240+04 23.2+0.2 219+04 23.6+0.6 23.3x04 <0.05 <0.001 NS
Total fat mass (g) 241+014 213+x014 232+£0.06 216+0.15 161+0.1 1.67+0.1 NS <0.001 NS
Fat mass (%) 9.75+044 883+049 1001+021 9.82+058 6.81+037 7.18+0.42 NS <0.001 NS
Lean body mass (Q) 22.09+£0.23 21.84+0.33 20.89+0.21 19.77+x0.33 22.04+£0.55 21.58+041 <0.05 <0.001 NS
Liver () 098+002 092+0.04 091+£003 0.87x0.04 107+004 087x0.1* <0.01 NS NS
Kidneys (g) 026+001 026+0.01 023£0.01 022+£001 0.29+0.01 0.25+0.01* <0.05 <0.001 <0.05
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Table 3: mMRNA abundance in liver of WT and KO mice fed NP-NC, LP-HC or HP-LC diets two and four hours after meal onset. *, P < 0.05 significant

difference between WT and KO within the same diet.

NP-NC LP-HC HP-LC )
W <0 W <0 W <0 Genotype Diet  Inter
2h  1+012 093+£0.09 125+0.19 113+0.25 0.88+0.07 0.63+0.05 NS NS NS
AcC 4h  1x0.06 0.77+0.04 097+0.12 110+0.13 112+0.21 0.82+0.11 NS NS NS
2h 100+0.11 0.79+£0.10 087011 097+0.09 0.77x0.06 0.71+0.06 NS NS NS
FAS 4h 100+£0.12 0.67+0.10 094+0.14 0.74+£0.15 0.97+0.19 0.69+0.08 <0.05 NS NS
2h 1.00+0.10 0.74+0.05 0.78+0.08 0.68+0.10 0.98+0.09 0.83+0.07 <0.05 NS NS
MTTP 4h 100+0.04 1.03+0.09 085+009 1.01+0.07 117%x0.17 1.14+0.12 NS NS NS
2h 1.00+0.32 052+0.18* 0.85+0.28 059+0.07 0.66+0.24 043+0.16 <0.001 NS NS
LK 4h 1.00+£0.12 047+0.04* 0.79+008 055+0.09 0.74+0.13 0.43+£0.03 <0.001 NS NS
2h 1.00+0.08 190+0.28* 130%x0.14 134+0.21 124%+0.11 1.38+0.12 <0.01 NS <0.05
G 4h 1.00+£0.11 104010 089+009 123+0.14 137+021 1.13+0.14 NS NS NS
2h 1.00+£0.21 152+0.35* 069+0.14 082+0.14 193+0.37 2.75+0.19 <0.05 <0.001 NS
PEPCK 4h 100+£0.11 097+016 06+£010 0.80x+0.16 2.64+043 3.25+0.58 NS <0.001 NS
2h 1.00+£0.21 152%+035 054+£0.11 0.39£0.07 193+£0.37 275+0.19 NS NS NS
GoPCl 4h 100+£0.24 060x+0.12 053+£0072 091+0.21 1.15%+0.19 1.13x0.14 NS NS NS
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Figure 1: Meal-induced changes in carbohydrate and lipid oxidation following the ingestion of a test-
meal. A: Carbohydrate and lipid oxidation in WT and KO mice fed the NP-NC diet. Fasted mice were
fed at 9:00 (T=0) with 1 g of NP-NC diet. Data are mean + SEM (n =6-8). *, P < 0.05 significant
difference between WT and KO mice. B: Carbohydrate and lipid oxidation in WT and KO mice fed
the LP-HC diet. Fasted mice were fed at 9:00 (T=0) with 1 g of LP-HC diet. Data are mean = SEM (n
=6-8). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO mice. C: Carbohydrate and lipid
oxidation in WT and KO mice fed the HP-LC diet. Fasted mice were fed at 9:00 (T=0) with 1 g of HP-
LC diet. Data are mean + SEM (n =6-8). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO.
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Figure 2: Modulation of hepatic and triglyceride content in the liver and mRNA abundance of CPT1-
a, ACOX and KETO. A: Variation of plasmatic and hepatic triglycerides two and four hours after
meal onset. Data are mean = SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO
mice within the same diet B: Histologic pictures of liver colored with Oil-red-O. Triglyceride droplets
are colored in red. Picture 1 is representative of the liver of WT mice fed the NP-NC diet two hours
after meal onset. Picture 2 is representative of the liver of KO mice two hours after meal onset. C:
CPT1a, ACOX and KETO mRNA abundance in the liver of mice two hours after meal onset. Data are
mean = SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO within the same diet.
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Figure 3: Modulation of GS phosphorylation and glycogen content A: Modulation of GS

phosphorylation two hours after meal onset. Data are mean = SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant

difference between WT and KO mice within the same diet. B: Modulation of glycogen concentration

two and four hours after meal onset. Data are mean = SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant

difference between WT and KO mice within the same diet. C: Histologic pictures of liver colored with

PAS. Glycogen is colored in pink. Picture 1 is representative of the liver of WT mice fed the NP-NC

diet two hours after meal onset. Picture 2 is representative of the liver of KO mice fed the NP-NC diet

two hours after meal onset.
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Figure 4: FGF21 synthesis and secretion, and relation with hepatic triglycerides. A: Modulation of
FGF21 protein abundance in the plasma in the fasting state and two and four hours after meal onset.
Data are mean + SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO within the
same diet. B: Modulation of FGF21 mRNA abundance in the liver of mice two hours after meal onset.
Data are mean £ SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO mice within
the same diet. C: Modulation of FGF21 protein abundance in the liver of mice two hours after meal
onset. Data are mean + SEM (n =7-10). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO mice
within the same diet. D: Correlation between hepatic triglycerides and the logarithm of FGF21
plasmatic concentration in the fed state two and four hours after meal onset.
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Supplemental data
Supplemental Figure 1: Demonstration of the deletion of the two isoforms of AMPK, al and 02, in

the liver of mice (n = 2)
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Supplemental Figure 2: Modulation of AMPK abundance and ACC phosphorylation in the liver of

mice two hours after meal onset. Data are mean £ SEM (n =7-10).
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Supplemental figure 3: Changes in glucose and insulin during the meal-tolerance test. A: Glycaemia

and calculated area under curve. Fasted mice were fed at 9:00 with 1 g of their test diet. Data are mean
+ SEM (n =7-9). B: Insulinsemia and calculated area under curve. Fasted mice were fed at 9:00 with 1
g of their test diet. Data are mean + SEM (n =7-9).
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Supplemental Table 1: mRNA abundance in hypothalamus of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after meal onset.

NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction

2h  1+009 121+017 097+0.18 1.18+0.18 142+020 1.33+0.18 NS NS NS

ACC 4h 1+021 132+012 134+034 107005 147+031 1.70£0.58 NS NS NS

2h  1+0.18 0.78+0.08 057+0.08 064+0.09 0.73+0.17 0.62+0.06 NS NS NS

POMC 4h 1+028 114+024 076+x020 1.16+057 0.62+0.13 0.35%£0.14 NS NS NS
2h  1+012 1.00£020 1.06+0.18 1.10+£0.18 129+0.20 1.35+0.23 NS NS NS

AGRP 4h 1+020 163+x014 149+0.22 152+022 116+019 1.06%0.16 NS NS NS
2h  1+013 098+0.12 091+011 0.85+0.05 1.02+0.10 0.91+0.09 NS NS NS

CART 4h  1+041 484+228 9.04+466 223+056 3.883+133 287x1.05 NS NS NS
2h  1+019 090+0.10 0.66+0.09 072+0.08 0.77+0.08 0.88+0.14 NS NS NS

Mcar 4h  1+023 153+030 217+097 108+0.10 155+031 1.62+0.43 NS NS NS
2h 1+021 1.09+£0.11 095+007 098+0.18 055+0.04 0.81+£0.13 NS <0.05 NS

CRH 4h 1+030 168+0.27 195+035 159+0.11 0.88+£031 131+041 NS NS NS

2h  1+017 095+0.11 0.82+005 0.84+0.06 0.87+0.07 0.91+0.10 NS NS NS

Y2R 4h 1+018 1.18+0.06 129+0.24 107+x006 1.03£0.12 0.99%0.08 NS NS NS
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Supplemental table 2: mRNA abundance in NACC of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after meal onset.

NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction
2h  1+011 148+034 133+0.23 1.37%0.33 147+026 116+0.11 NS NS NS
KOR 4h 1+026 129+018 1.71+044 283+1.26 0.95+0.09 0.86+0.16 NS NS NS
2h  1+008 139+£014 122+014 1.41%0.20 143+0.26 1.25+0.13 NS NS NS
POR 4h 1+015 1.22+012 142+020 1.16+0.16 0.95+0.18 117+0.24 NS NS NS
2h  1+006 1.27+025 163+£054 1.31%0.25 130+040 112+0.21 NS NS NS
MOR 4h  1+021 172+x027 140+0.23 204+0.34 124+0.23 1.07+0.23 NS NS NS
2h  1+010 1.73+£043 1.16+£0.16 1.74%0.36 134+026 101+0.21 NS NS NS
PRI 4h 1+029 111+044 120+049 0.88+0.30 0.86+0.33 1.62+0.45 NS NS NS
2h  1+016 1.89+051 1.73+x0.38 2.02+0.42 203+£049 094+0.14 NS NS <0.05
PR3 4h 1+043 131+0.63 146+059 1.19+0.50 1.03+049 1.76+0.60 NS NS NS
2h  1+007 126+021 1.08+0.14 1.27%0.16 122+014 111+0.15 NS NS NS
CBl 4h 1+026 048+0.17 079023 051+0.14 043+£0.13 1.02+0.19 NS NS <0.05
2h  1+016 1.13+0.18 1.34+0.13 1.27%0.16 1.71+0.36 1.69+0.3 NS <0.05 NS
NPY 4h  1+029 066+025 099+025 0.67+0.21 0.5+0.17 1.00+£0.20 NS NS NS
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Supplemental table 3: mRNA abundance in ileum, jejunum and duodenum of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after

meal onset.
NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction
2h 1+045 019+£002 051+0.13 040+0.10 0.23+0.03 0.58+0.36 NS NS NS
GLP-1 (ileum)

4h 1+014 091+£021 1.03+0.03 0.68+007 099x0.13 1.23+0.13 NS NS NS
PYY 2h 1+£0.27 065+007 184+101 0.86+0.12 0.53x£0.09 0.5+£0.13 NS NS NS
(ileum) 4h 1+020 083+017 083007 064019 096+018 1.1+0.07 NS NS NS
2h 1+£023 082+014 0.60x0.07 0.79+0.16 101£023 0.75+£0.11 NS NS NS

GLP-1 (jejunum)
4h 1+0.07 092+0.18 0.92+0.06 0.72+0.06 1.09+0.07 1.08+0.08 NS NS NS
2h 1026 0.72+011 0.66x0.11 042+008 102+0.27 0.68+0.16 NS NS NS

PYY (jejunum)

4h 1+0.07 085+0.19 0.83%£0.08 0.79+0.07 0.99+0.14 0.93+0.09 NS NS NS
2h 1+£0.07 091+£013 090x0.09 061+006 132+022 0.91+0.19 NS <0.05 NS

GIP (Duodenum)
4h 1+0.07 098+0.11 1.30%£0.06 1.28+0.08 123+0.10 1.01+0.21 NS <0.05 NS
2h 1+£015 091+£016 1.13+x020 0.75+0.09 126+021 0.86+0.21 NS NS NS

CCK (Duodenum)
4h 1+£0.07 112+009 132+0.18 1.27+010 149%£0.11 1.03+0.26 NS NS NS
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Supplemental table 4: Metabolite profile of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after meal onset.

NP-NC LP-HC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction
Pox, (Watts) Fasted 0.037 +0.01 0.044 £ 0.01 0.021 £ 0.01 0.021 + 0.00 0.101 £ 0.02 0.138 £ 0.02 NS <0.0001 NS
Pox, (Watts) Fed 0.167 +0.04 0.135+0.04 0.089 £ 0.02 0.111 +0.03 0.279 £ 0.05 0.376 £ 0.10 NS <0.0001 NS
Excreted urea (mg/min) Fasted 0.60 +0.15 0.70+0.14 0.33+0.13 0.32+0.03 1.60+0.28 2.21+0.35 NS <0.0001 NS
Excreted urea (mg/min) Fed  2.66 +0.61 2.16 £ 0.65 142 +0.27 1.78 +0.49 4.45+0.73 6.00 + 1.58 NS <0.0001 NS
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Supplemental table 5: Urinary and plasma metabolite profile of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after meal onset.

NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction
Fasted 9923053 1066053 877206 767054 11.87£053 1437+054 NS <001 NS
Plasma Urea (mmol/l) 2h 1456408  1292+067  9.34+063 9.51 +0.62 2219+ 0.91 25,16 + 2.43 NS <0.0001 NS
m 853+104  7.27+112 77+105 8.67 +1.08 797+ 1.11 758+12 NS NS NS
Fasted  7024£501  67.07£523  5991%501 5753505 67741527 7186+54 NS NS NS
Plasma A. Uric (umol/l) 2h 65654835  5931+2573  5537+753 52814737 031742742  1059+27.47 NS <0.01 NS
4h 80.50 + 3.67 63 +3.59 63.62 + 5.47 68 + 4.48 71+2.65 61.71+9.28 NS NS NS
Fasted  0.14:008  014:008  015%002 022008 0.24+0.08 0.24+0.08 NS NS NS
Plasma NEFA (mmol/l) 2h 0.18+003  009+003  018+003 0.13+0.03 0.18 +0.02 0.14 +0.02 NS NS NS
4h 0634005  059+006  057+006 0.57 +0.06 0.76 + 0.06 0.52+0.05 NS NS NS
Fasted 3032153  2762t154  2816%154  272+153 29495157 28525152 NS NS NS
Plasma Alb (g/l) 2h 27544083  253+137 254208  2635+0.79 26+1.33 26.12+1.35 NS NS NS
ah 315+11 209+108  3006+095  33.33+0.4 30.9 +0.69 3143+092 NS NS NS
Fasted  3189%292 30452791  342.£2678  3261%291  2736%27.84  2887%2737 NS NS NS
Plasma Glyc (umol/ly 2h 27984498  3035:4929  3056+47.0  336.8+488 282245203 25235348 NS <001 NS
ah 3773+258 35114253  3196+261  3548+2601  42753+242 31067 +243 NS NS NS
Fasted 254018 199:017  219%017 221017 2.09+0.18 1832018 NS NS NS
Plasma Chol (mmol/l) 2h 2.04+0.12 164+014 1824012 24012 143+0.15 138+0.16 NS NS NS
m 3.08 +0.22 261+023  278+015 3.42+0.16 2.86+0.23 3.02+0.29 NS NS NS
Fasted  2.72%0.32 212031 26+031 231032 222+032 186032 NS NS NS
Plasma HDL (mmol/l) 2h 254+0.16 204+019  236+017 25+0.16 186+ 021 174021 NS <0.01 NS
m 203+0.13 1724012 184+012 2.25+0.11 179+0.12 197+024 NS NS NS
Fasted  018%002  021£004  017%010 022007 0.25+0.05 021004 NS NS NS
Plasma ﬁ('r:‘]ﬁ;‘/’;;yb“"ate 2h 0.15+0.01 0164002  014+002 0.11 +0.02 0.24 +0.02 0.18 +0.02 NS NS NS
4h 0414010  042+011  061+022 0.69 +0.15 0.63+0.15 0.39+0.17 NS NS NS
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Supplemental table 6: mRNA abundance in epidydymal adipose tissue of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after

meal onset.
NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Testdiet Interaction

2h 1+0.12 1.18+£0.18 1.44%0.17 1.3+0.24 091+0.21 0.61+0.06 NS <0.01 NS

Acc 4h 1+0.10 1.14+0.18 1.16+0.1 1.95+0.26 1.01+048 0.97+£0.17 NS NS <0.05
2h 1+0.14 131+0.3 1.43+0.36 1.43+0.49 1.18+0.42 0.65+0.13 NS NS NS
FAS 4h 1+0.18 1.3+0.32 1.56 £ 0.33 1.99 £ 0.61 1.22+0.82 1.37£0.39 NS NS NS
2h 1+0.23 1.25+0.16 2.55+0.53 2.7+054 112+0.2 0.98 £0.15 NS <0.0001 NS
FeFaL 4h 1+0.18 1.88+0.8 2.03+0.45 3.76+2.15 1.75+0.51 1.66 £0.32 NS NS NS

2h 1+0.07 1.23+0.09 1.3+£0.15 0.92+0.11 147 +£0.18 1+£0.16 NS NS <0.05
GPAT 4h 1+0.17 1.01+£0.24 1+0.23 0.99+0.12 1.22+0.24 1.25+0.25 NS NS NS
2h 1+£0.13 1.14+0.14 1.21+0.05 1.06 +0.14 12+0.14 09+0.12 NS NS NS
RSt 4h 1+£0.17 0.9+0.23 1.33+£0.18 1.25+0.29 1.47 £0.64 1.07+£0.28 NS NS NS
2h 1+0.10 0.9+0.09 1.52+0.14 1.63+0.26 0.93+0.13 1.03+0.19 NS <0.001 NS
LEPTIN 4h 1+£0.17 1.07+0.18 1.49+0.16 157+0.23 0.77£0.11 0.98+0.21 NS <0.01 NS
2h 1+0.08 0.99+0.09 1.22+0.09 1.34 £0.08 1.07+£0.12 0.84+0.1 NS <0.001 NS

SIRTL 4h 1+0.07 0.81+0.07 1.18%0.07 0.95+0.08 0.99+0.1 1.28 £0.03 NS <0.01 <0.01
2h 1+0.13 0.87+0.09 1.08+0.08 1.18+0.15 0.85 +0.05 0.86 +0.14 NS NS NS

ver2 4h 1+0.07 0.97+0.13 151+0.13 1.08 £0.13 1+0.07 162+023 * NS <0.05 <0.01
2h 1+£0.10 1.12+0.13 1.64+0.33 144 +0.27 1.19+£0.33 06+0.1 NS <0.05 NS
vers 4h 1+0.15 0.93+0.19 1.34+0.24 1.33+0.27 1.17£0.33 0.95+0.2 NS NS NS
2h 1+0.09 1.06 +£0.13 1.59+0.39 1.08 +£0.26 1.37+£0.23 0.91+0.16 NS NS NS
co3e 4h 1+£0.13 0.91+0.15 1.16 £0.08 1.17 £0.09 0.94+0.15 1+£0.17 NS NS NS
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Supplemental table 7: mRNA abundance in muscle of WT and KO mice fed LP-HC, NP-NC or HP-LC diets two and four hours after meal onset.

NP-NC LP-HC HP-LC
WT KO WT KO WT KO Genotype Test diet Interaction

2h 1+0.14 0.78 £0.05 0.85+0.06 0.82 +£0.06 0.79+£0.05 0.69 +0.03 NS NS NS
Ace 4h 1+0.12 0.91+0.06 1.18£0.24 0.91+0.10 0.76 £0.14 0.85+0.08 NS NS NS
2h 1+0.25 0.68+0.08 0.72+0.07 0.60 +0.05 0.68 +0.06 0.60 + 0.05 NS NS NS
FAS 4h 1+0.29 0.64 +£0.08 1.93+1.30 0.82+0.20 0.68+0.41 0.76 £0.18 NS NS NS
2h 1+0.10 0.94 £0.07 1.07+£0.12 0.95+0.01 0.95+0.07 0.89 £0.08 NS NS NS
e 4h 1+0.08 1.05 +0.08 1.05+0.10 0.79+0.09 0.86 +0.09 0.98+0.11 NS NS NS
2h 1+0.07 0.89+0.02 0.94 +0.09 0.85+0.04 1.04 +0.07 0.92 £0.05 NS NS NS
cPTLD 4h 1+0.05 0.97 £0.07 0.88 +£0.05 0.72+0.05 0.92 +£0.06 0.93+0.06 NS NS NS

2h 1+0.06 0.84 +£0.05 0.78 £0.05 1.00£0.15 0.81+0.03 0.87 £0.02 NS NS <0.05
i 4h 1+0.06 1.21+0.23 1.13+0.18 1.00+0.12 1.00+0.03 1.19+0.24 NS NS NS
2h 1+0.18 0.73+0.07 0.82+0.08 0.63 +0.06 1.29 £0.54 0.66 +0.03 NS NS NS
Lot 4h 1+0.09 0.98+0.08 1.05+0.11 0.84+0.08 0.87+0.09 0.90 +£0.08 NS NS NS
2h 1+0.13 0.93+0.09 0.98 £0.15 0.85+0.12 0.95 +0.06 0.85+0.11 NS NS NS
ver2 4h 1+0.10 0.88 +£0.09 0.97 +£0.10 0.84 +£0.07 0.77+0.08 0.90 +£0.25 NS NS NS
2h 1+0.15 0.96 £ 0.06 1.09+0.10 1.00+0.11 0.89+0.11 0.76 £0.10 NS NS NS
Vers 4h 1+0.09 0.93+0.07 1.08 £0.12 1.07+0.11 0.88+0.10 1.10+0.34 NS NS NS
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3.3 Article 111 : La baisse du contenu en protéines du régime conduit a une

modification du profil d’oxydation dans le foie de souris n’exprimant
pas GCN2 dans le foie

(Decreasing dietary protein content leads to changes in postprandial oxidation profile in liver GCN2-

liver deficient mice)

3.3.1 Contexte :

La protéine GCNZ2 est une sérine/thréonine kinase dont le r6le premier est de détecter la déficience en
acides aminés et, en retour, de bloquer la traduction par I’intermédiaire de la phosphorylation du
facteur d’initiation eukaryotic initiation factor 2a (elF2a). Des études ont montré que GCN2 était
également impliquée dans le métabolisme énergétique, notamment dans le contrdle de la
néoglucogénése, de la lipogénése, de 1’oxydation des acides gras et de la synthése de fibroblast growth
factor 21 (FGF21). GCN2 est non seulement un senseur de la déficience en acides aminés mais
également de leur disponibilité, en effet, sous régime hyperprotéique la phosphorylation de GCN2
dans le foie diminue. Toutefois, le role de GCN2, notamment au niveau du foie, dans les adaptations

métaboliques au contenu en protéines du régime, ont été peu étudieés.

3.3.2 Objectif :

Notre étude cherche a définir le rdle de cette protéine dans 1’adaptation du métabolisme énergétique en

réponse a la variation du contenu en protéines du régime.

3.3.3 Meéthodes :

Des souris sauvages (WT) et des souris KO GCN2-foie spécifique (KO) males ont été séparées en 3
groupes nourris pendant 3 semaines avec des régimes contenant une teneur en protéines faible (LP)
normale (NP) ou haute (HP). La prise alimentaire et le poids ont été suivis. Les variations suite a
I’ingestion d’un repas-test de 1 g (17 kJ) des taux d’oxydation du glucose et des acides gras
(calorimétrie indirecte) ont été mesurées. A la fin de I’expérimentation, aprés 16h a jeun, les souris ont
été a nouveau nourries avec un repas calibré de 1 g. Deux heures plus tard, ces derniéres ont été
cuthanasiées, différents organes ainsi que le sang ont été prélevés pour des mesures d’expression de

génes, de concentration de protéines et de métabolites.

3.3.4 Reésultats principaux :

L’augmentation des protéines dans le régime est accompagnée d’une baisse de la prise alimentaire et
de I’adiposité. Toutefois, aucun effet de la délétion ne peut étre observé sur ces deux parametres. Les
souris KO présentent globalement une glycémie plus faible que les souris sauvages. Chez les souris
nourries en régime NP et HP, aucune différence n’est notable concernant les profils d’oxydation des

glucides et des lipides, les taux plasmatiques de métabolites et I’expression des génes entre souris
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sauvages et souris n’exprimant GCN2 dans le foie. Au contraire, les souris KO nourries en régime LP
présentent une augmentation de I’oxydation des glucides et une baisse de 1’oxydation des lipides par
rapport aux souris sauvages. Ceci s’accompagne par une non-induction de la sécrétion de FGF21 et de

I’expression d’UCP3 dans le tissu adipeux brun en réponse au repas.

3.3.5 Conclusion:

Les conséquences de la délétion de GCN2 sur le métabolisme énergétique dépendent de la
composition du régime. En effet, sous régime NP et HP, la quantité d’acides aminés est suffisante, par
conséquent, chez les souris sauvages, GCN2 n’est pas activé par phosphorylation et le profil
métabolique de ces souris est similaire a celui des souris KO. Au contraire, sous régime LP, il y a une
déficience en acides aminés, GCN2 est donc activée et en retour entraine la sécrétion de FGF21 qui va
permettre de maintenir un niveau élevé d’oxydation lipidique et prévenir I’augmentation de

I’oxydation des glucides et expliquer ainsi les différences d’oxydation entre souris sauvages et souris
KO.

3.3.6 Manuscrit :

Le manuscrit a été rédigé. Le dosage en Luminex est encore a finaliser et a intégrer dans le manuscrit.
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Abstract

GCN2 is a kinase which detects amino acid deficiency and in turn leads to the blockade of translation
initiation. GCN2 is also involved in energy metabolism, especially in the control of gluconeogenesis,
lipogenesis and fatty acid oxidation. However, to which extent GCN2, particularly in the liver, is
involved in the metabolic adaptations in response to the modulation of dietary protein have been little
studied.

Wild-type (WT) and liver GCN2-deficient (KO) mice were fed either a normo-protein diet (NP), a
low-protein diet (LP) or a high-protein diet (HP) for 3 weeks. During this period, body weight and
food intake were followed daily. Measurement of metabolic parameters and indirect calorimetry were
performed during the first hours after refeeding a 1 g-calibrated meal following an overnight fast. In
these conditions, the increase in protein in the diet goes together with a decline in food intake and
adiposity. However, no effect of the deletion was observed on these two parameters. KO mice refed an
NP or HP meal, normal amplitudes in meal-induced glucose and lipid oxidation changes. In contrast,
KO mice refed LP meal displayed a higher glucose oxidation and a lower fatty acid oxidation than WT
mice. These mice also exhibited a lower secretion of Fibroblast Growth Factor FGF21 as well as a
decrease in UCP3 expression in the white adipose tissue two hours after refeeding. Taken together,
these results show that the consequences of hepatic GCN2 deletion on energy metabolism depend on
protein content of the diet. Under the NP and HP diet, the amount of amino acids is sufficient.
Therefore, in wild-type mice, GCN2 is not activated and the metabolic profile of these mice is similar
to the one of KO mice. On the contrary, under the LP diet, there is a deficiency in amino acids, GCN2
is activated and in turn causes the secretion FGF21. FGF21, which is involved in fatty acid oxidation,
maintains a high level of lipid oxidation and prevent the increase in carbohydrate oxidation and

explain the difference in oxidation profile between WT and KO mice.
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Introduction

General control non-derepressible 2 (GCN2) is a serine/threonine kinase which was first identified to
play a major role in sensing amino acid deficiency. When the availability of one or several amino acid
decreases, GCN2 phosphorylates the eukaryotic initiation factor 2o (elF2a) which leads to the
blockade of translation initiation and protein synthesis (Dever and Hinnebusch, 2005). GCN2 is also a
sensor of amino acid availability, indeed, Chotechuang et al. have reported that GCN2
phosphorylation in the liver was repressed in rats fed a high-protein diet for fourteen days
(Chotechuang et al., 2009).

GCN2 is also involved in the control of carbohydrates and lipid metabolism. GCN2-KO mice have a
less efficient neoglucogenesis in the fasting state and are not able to repress phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) expression in the fed state (Xu et al., 2013). In response to a leucine-deficient
diet GCN2-KO mice also have an increase in fatty acid synthase expression in the liver and develop
steatosis (Guo and Cavener, 2007). Moreover, in response to a low protein diet (Laeger et al., 2014c),
GCN2-KO mice are not able to induce Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21) secretion which is
involved in the regulation of B-oxidation, ketogenesis, neoglucogenesis and lipogenesis (Gimeno and
Moller, 2014; Samms et al., 2015). Under a normo-protein diet, no difference in term of body
composition, food intake and energy expenditure can be noticed between WT and GCN2-KO mice
whereas under a low-protein diet, some of the features observed in WT mice such as the increase in
food intake, in energy expenditure and the decrease in body weight and lean body mass are blunted in
GCN2-KO mice during the first weeks after the introduction of the diet (Laeger et al., 2016).

However, to which extent GCN2, especially hepatic GCN2, is involved in the regulation of energy
metabolism in response to changes in dietary protein intake and especially under high-protein diet is
not well clarified. In order to assess the contribution of hepatic GCN2 on the adaptation to protein
intake, wild-type mice and genetically modified mice where the expression of GCN2 in the liver is
deleted were fed diets differing in their relative protein to carbohydrate content and several parameters

related to energy metabolic pathways were examined.
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Materials and methods

Animals

The study was approved by the French National Animal Care Committee (number 14-15) and
conformed to the European legislation on the use of laboratory animals.

GCN2 knock-out liver specific C57BL/6 mice were generated by crossing albumin-Cre transgenic
mice with floxed GCN2 mice. The deletion was confirmed by PCR genotyping as previously
described (Foretz et al., 2010).

Fifty-two males, 27 wild-type mice (WT) and 25 GCN2-KO (KO) liver specific mice were produced
and housed in the light and temperature-controlled animal facility of AgroParisTech (12:12 h reversed
light/dark cycle, lights on at 21:00, 24 °C). Spawners were fed a 20% protein (P20) diet throughout the
test. Young mice were weaned after 25 days, and fed with a normo-protein (14%) diet (NP) during
three weeks (run-in period) before being switched to their experimental diet (test period). Diet
compositions are detailed in table 1.

Experimental Design

During an additional three-week period, corresponding to the test period, mice were either kept on the
NP diet (N=18, 9 KO /9 WT), switched on a low protein (LP) diet (N=18, 9 KO /9 WT) or switched
on a high protein (HP) diet (N=16, 7 KO / 9 WT). Food intake were measured daily except on
weekends.

During the second week, each mouse was housed 23 hours (~17:00 to 16:00 the next day) in a
calorimetric cage during which respiratory exchanges were continuously recorded at 2 s interval.
After an overnight fast (~17:00 to 09:00 the next day), a 1-gram pellet (16kJ) of their test-diet was
introduced in the calorimetry cage and it was controlled that the food was eaten within 15 min. At the
termination of the study, the mice were fasted overnight. At 7:00, 50 uL of blood were collected from
the tail vein to measure plasma parameters in the fasting state (see below). At 8:00 the mice were fed
with 1-gram pellet of their test-diet and two hours after the meal they were killed with a pentobarbital
injection (50 mg/kg). Blood was taken from the vena cava (~200pl), collected on EDTA, centrifuged

(4°C, 3000rpm, 10min) and plasma was stored at -80°C until analysis.
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Afterwards, body composition was analyzed by dissection and weighing of organs and tissues.
Samples of liver, gastrocnemius muscle, epidydymal adipose tissue, brown adipose tissue were placed
in TRIzol (Invitrogen) and frozen at -80°C for further measurement of mMRNA abundance. Additional
liver samples were frozen to assay glycogen and triglyceride content.
Glucose and lipid oxidation in response to ingestion of the test-meal
Each mouse was housed individually at 17:00 in a calorimetric cage in which temperature was
maintained at 30°C and motor activity assessed by piezoelectric cells.
At 9:00 the next morning, 1 g pellet (16 kJ) of their respective test-diet was provided and mice were
kept in the cage an additional 7 hours. Measurements of respiratory exchanges, oxygen consumption
(VO,) and carbon dioxide production (CO,) were recorded continuously during these 23 hours.
Glucose (Gox) and lipid (Lox) and protein oxidation (Pox) were computed according to the Weir
formula (Even and Nadkarni, 2012):

Gox (Watts) = ((4.57*VCO,)-(3.23*V0,)-(2.87*N)) * (0.279),

Lox (Watts) = ((1.69*VO,)-(1.69*VCO,)-(1.92*N) * (0.628),
with VO,, VCO, in mL/min and N in mg/min, 0.279 and 0.628 conversion of Gox and Lox from
mg/min to W respectively (Even and Nadkarni, 2012). N was estimated assuming that Pox
(Pox=N*6.25) usually contributes to resting metabolic rate in proportion to the protein content in each
diet, i.e. 5%; 14 %, 55% respectively for LP, NP and HP diets. However, it was taken into account that
in response to ingestion of a HP meal, only half of the deaminated amino acids are oxidized four hours
after meal onset (Fromentin et al., 2010; Stepien et al., 2011) and therefore, protein oxidation was
limited to 25% of resting metabolic after ingestion of the HP test-meal. To validate these calculations
and to compare protein oxidation between WT and KO mice, the floor of the calorimetry cage was
covered with blotting paper to collect excreted urea. The blotting paper was changed when the meal
was given to separate collection during the pre- and post-meal periods. Urea was recovered by soaking
the blotting paper into sterile water overnight. Urea was measured using a kit (Urea Kkit, Biomérieux)
and real protein oxidation calculated assuming (Even and Nadkarni, 2012) :

Pox; (Watts) = 6.25*Excreted urea (mg/min)*2*(15.6/60)
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Analytical procedure

Glucose was measured immediately from a drop of blood using automatic analyzer (Life-scan, One
touch Vita). Metabolites profile (Non-esterified fatty acid, urea, cholesterol, HDL cholesterol, f-
hydroxybutyrate, triglycerides (TG)) was measured using an automated chemistry analyzer, Olympus
AU400. Hepatic TG concentration was assayed on homogenized samples of liver using a TG assay kit
(Randox Triglycerides). Glycogen was extracted from liver samples using KOH 30%, digested into
glucose using amyloglucosidase (Sigma) and assayed using a glucose assay kit (Randox Gluc). Plasma
insulin and FGF21 were assayed using an enzyme linked immunoassay (Mercodia Mouse
Insulin/FGF21 ELISA kit, Symansis).

RNA preparation and gene expression measurement

We investigated lipid and carbohydrate metabolism and energy expenditure assessing mRNA
abundance of key genes involved in lipogenesis, lipolysis, glycolysis, neoglucogenesis and glycogen
synthesis in the liver, muscle and white adipose tissue

Total RNA from samples of liver, gastrocnemius muscle, epidydymal adipose tissue, brown adipose
tissue, hypothalamus, nucleus accumbens and epithelial cells from ileum, duodenum, ileum was
extracted using TRIzol reagent (Invitrogen). RNA concentration was estimated using a nanodrop
spectrophotometer at 260 nm and RNA integrity was confirmed by electrophoresis on agarose gel. To
synthetize cDNA using High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, retrotranscription was
accomplished on 0.4 pg of RNA. Real Time PCR was performed to measure gene expression on the
Step One (Applied Biosystems) using Power SYBR GREEN PCR MIX (Applied Biosystems) on 5 ng
(2.5 pl) of cDNA. Gene expression was calculated as 2™ cr, where Acr= CT gene - CT 1g5. Data were
expressed as a percentage of the values of the WT mice fed the NP diet. Negative controls were used
to detect potential contamination (control without Retrotranscriptase or RNA). PCR primers were
designed using Primer Express and are available under request.

Statistical analysis

Data are presented as means + SEM. The effect of the diets and genotype was tested by two-way

ANOVA with interaction using R®. Pairwise comparisons were performed with Post hoc Bonferonni
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tests for multiple comparisons, p-value were multiplied by the number of comparisons performed.

Differences were considered significant at P <0.05.
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Results

Food intake, body weight, body composition and hepatic triglycerides and glycogen concentrations
Results show that food intake was increased with the LP diet and decreased with the HP one (Table 2).
Thus, mice fed the LP diet had a food intake almost 1.3-fold higher than mice fed the NP diet. No
difference was observed between body weights but weights of total fat and in particular of mesenteric,
epidydymal, retroperitoneal and subcutaneous fat pads were reduced in HP fed mice compared to LP
and NP fed mice, whereas there was no significant difference between NP et LP. Hepatic triglycerides
and glycogen contents decreased with the increase in the protein content of the diet. No differences
were observed between WT and KO mice.

Glucose and lipid oxidations in response to ingestion of the test-meal

The meal-induced changes in glucose and lipid oxidation were larger in response to the LP meal and
lower in response to the HP one which fitted with the largest carbohydrate content in the LP meal and
the lowest in the HP meal. No difference in glucose and lipid oxidations were observed between KO
and WT mice fed the NP and HP meals whereas KO mice fed the LP meal exhibited a small but
significantly larger increase in glucose oxidation and decrease in lipid oxidation from 0.25 hto 2.5 h
after ingestion of the test-meal (Figure 1).

Plasma metabolites and hormonal concentration

Fasting (but not fed) blood glucose was lower in KO mice compared to WT mice and higher in HP fed
mice compared to LP fed mice (NP-WT: 112.25 + 14.9, NP-KO: 91.78 + 10.04, LP-WT: 84 + 13.2,
LP-KO: 62.78 + 7.21, HP-WT: 122.57 + 17.86, HP-KO: 96.83 * 18.27. Genotype effect: p = 0.019;
Diet effect: p = 0.014).

Triglycerides, non-esterified fatty acids, total cholesterol and HDL cholesterol as well as insulin were
not affected neither by the protein content of the diet nor by the deletion of hepatic GCN2
(Supplemental table 1).

Plasma urea was higher in HP fed mice both in the fasting and fed state in comparison with both NP
an LP fed mice. Interestingly, fasting plasma p-hydroxybutyrate was higher in LP fed mice whereas in
the fed state it was higher in HP fed ones. No effect of the deletion was observed on these two

parameters (Supplemental table 1).
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Fasting plasma FGF21 concentration was higher in LP fed mice than in NP and HP fed ones. Ingestion
of the test-meal significantly increased plasma FGF21 only in WT mice fed the LP diet and not in KO
mice (Figure 2A).

Gene expression measurement

In liver (Table 3), expressions of gene involved in lipid metabolism were affected only by the protein
content of the diet. mMRNA encoding fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA carboxylase a (ACCa) and
Elongation of very long chain fatty acids protein 6 (Elovi6) were decreased in mice fed the HP diet
compared to NP or LP diets and mMRNA encoding diglyceride acyltransferase (DGAT) and glycerol-3-
phosphate acyltransferase (GPAT) were higher in mice fed the LP diet compared to mice fed the NP
diet. These changes suggest that the decrease in protein content and the parallel increase of
carbohydrates in the diet could induce an increase in hepatic fatty acid synthesis. Moreover, the
expression of lipoprotein lipase (LPL) and low density lipoprotein (LDL) was higher in mice fed the
LP diet suggesting that these higher expressions could help coping with the higher triglyceride
synthesis.

Concerning carbohydrate metabolism, mRNA encoding phosphoenolpyruvate carboxykinase
(PEPCK) was increased in mice fed the HP diet whereas the expression of glucose-6-phosphatase
(G6PC1) decreased in mice fed the LP-test meal. Taken together, these observations suggest that
neoglucogenesis is increased when the diet is enriched in protein and decreased with the increase of
dietary carbohydrates. No effect was observed on the expression of gene involved in ketogenesis
(KETO, HMG lyase), in fatty acid oxidation (CPT1a) and glycolysis (L-PK) (Supplemental table 2).
Liver mRNA encoding FGF21 synthesis was affected by both diet and genotype as it was larger in
WT but not in KO mice fed the LP test-meal (Figure 2B).

In brown adipose tissue (Table 3), mMRNA expression was affected only by the protein content of the
diet. mMRNA coding for carnitine palmitoyltransferase a (CPT1a), CPT1b and uncoupling protein 2
(UCP2) were larger in LP fed mice and ACCa was decreased in HP fed mice. In line with these
observations, in white adipose tissue, MRNA expression was also affected only by the protein content
of the diet. LP diet intake was associated with an increase in mRNA encoding ACCa and FAS (Table

3). Taken together, these observations suggest a concomitant upregulation of lipogenesis, fatty acid
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oxidation and energy expenditure in these two tissues. Interestingly, UCP3 was lower in KO mice fed
the LP diet compared to WT mice (Figure 2C). In muscle, the LP diet also increases UCP2 mRNA
(Table 3) but no effect of the diet or the genotype was observed on the expression of other genes
(Supplemental table 2).

No effect of genotype or diet was observed on gene encoding protein involved in the control of food

intake in the hypothalamus, nucleus accumbens, epithelial intestinal cells (Supplemental table 2).
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Discussion

The purpose of this study was to better understand the role played by liver GCN2 in the adaptation of
energy metabolism to the protein content in the diet. To this end, wild-type mice and mice in which
GCN2 was deleted in the liver were fed during three weeks with low, normo- and high protein diets.
We observed that deletion of GCN2 did not lead to dramatic changes in energy metabolism and
feeding behavior whatever the protein content of the diet. Nevertheless, we observed that KO mice
exhibited globally lower fasting blood glucose levels and, when fed the LP test-meal, had a higher
increase in glucose oxidation and a higher decrease in lipid oxidation, and failed to induce FGF21
expression and secretion as did the WT mice. In addition, we observed that UCP3 expression in white
adipose tissue was also lower. The consumption of a low-protein diet was associated with huge
modifications in gene expression profile in muscle, liver and adipose tissue with an increase in gene
expression involved in lipogenesis, fatty acid oxidation and energy expenditure as reported previously
(Huang et al. 2013; Aparecida de Franga et al. 2009; Morrison et Laeger 2015). These processes
probably compensate each other and explain why despite a higher energy intake, mice fed the LP diet
did not exhibit strong difference in term of body composition with NP fed mice. On the contrary, we
observed that the increase in protein in the diet induced a decrease in food intake, which is consistent
with the literature (Morrison and Laeger, 2015). Moreover, HP diet intake was associated with a
decrease in adiposity consistent with the decrease in energy intake, an increase in ketogenesis in the
fed state and potentially an increase in neoglucogenesis as suggested by the upregulation of PEPCK
expression in the liver.

Laeger et al. have reported that general deletion of GCN2 in mice resulted in an inability to induce
FGF21 secretion in response to the intake of an amino-acid deficient diet (Laeger et al., 2014b). Our
results confirm this observation and go further by demonstrating the central role of hepatic GCN2 in
amino acid deficiency sensing. In addition, a previous study reported that FGF21 treatment in
cardiomyocytes in culture induced the expression of genes encoding UCP3 (Planavila et al., 2015). In
our study, we observed that UCP3 expression was downregulated in white adipose tissue of KO mice
fed the LP diet compared to WT mice, suggesting that the expression of UCP3 could be directly under

the control of FGF21.
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Laeger et al. also reported that the higher food intake observed under low-protein diet was suppressed
in GCN2-KO and FGF21-KO mice (Laeger et al., 2014b). These results suggest that secreted FGF21
is responsible for the higher intake under low-protein diet. In our study, we observed that WT and KO
mice had exactly the same food intake under low-protein diet even if FGF21 secretion failed to be
induced in KO mice. Moreover, no change in gene expression encoding neuropeptides in
hypothalamus was observed. This brings us to hypothesize that this phenomenon may not be mediated
only by the GCN2 signaling pathway in liver but may involve another amino-acid deficiency sensing
pathway and/or other organs.

Our results surprisingly showed that the rates of glucose and lipid oxidation after ingestion of a NP or
HP test-meal were the same between wild-type and KO mice but, under LP diet, KO mice exhibited an
increase in glucose oxidation and a decrease in lipid oxidation.

We can hypothesize that, under NP and HP diets, amino acid content is sufficient and GCN2 is not
highly phosphorylated in wild-type mice. Therefore, KO mice exhibit a similar metabolic profile as
wild type mice and no difference can be observed in glucose and lipid oxidation rates between the two
types of mice. On the contrary, under LP diet, amino acid deficiency would induce GCN2
phosphorylation and activation in wild-type mice whereas in KO mice, there is logically no activity of
GCN2 and therefore a defective post-prandial metabolic fate of dietary carbohydrates and lipids.
These results suggest that GCN2 is involved in the post-meal shift from lipid to carbohydrate
oxidations under LP diet. This increase in glucose oxidation and decrease in lipid oxidation could be
mediated by FGF21. Indeed, WT but not KO mice exhibited a huge increase in FGF21 secretion after
refeeding. FGF21 is known to stimulate lipid oxidation (Samms et al., 2015) and could therefore
explain why lipid oxidation was maintained at a higher level in WT mice compared to KO mice during
the first hours following refeeding and according to the Randle’s cycle why glucose oxidation was
lower (Randle et al. 1963).

In addition, Xu et al. have reported that in GCN2-KO mice the expression of phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK), the rate-limiting enzyme involved in neoglucogenesis, is not repressed in the
postprandial state compared to wild type mice (Xu et al., 2013). Hepatic neo-synthesized glucose

could therefore be oxidized in peripheral tissues which could partially explain the increase in glucose
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oxidation. Nevertheless, our experiments failed to show any difference in liver PEPCK expression
between wild-type and GCN2-KO liver specific mice. In this same study, Xu and al. reported that in
the fasting state, GCN2-KO mice showed lower blood glucose at 24 and 48 h after fasting and that
neoglucogenesis from exogenous pyruvate was less efficient in GCN2-KO mice was less efficient than
in WT mice. In line with these results we observed that fasting blood glucose was globally lower in
KO mice compared to WT mice.

In conclusion, the consequences of GCN2 deletion depend on the protein content of the diet.

Under low-protein diet, because of an amino acid deficiency, GCN2 is activated in wild-mice and, in
turn, induces FGF21 secretion which leads to changes in postprandial oxidation profile. On the
contrary, under normo or high protein diet, where amino acid is sufficient, no difference can be

noticed between wild-type and KO mice.
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Table 1: Macronutrient composition of the HCD. Diets were prepared by the “atelier de préparation

des aliments”, UPAE, INRA, Jouy en Josas, France. Energy density is computed assuming a

metabolizable energy of 16.7 kJ/g for carbohydrates and proteins and 37.7 kJ/g for fat.

P20 NP LP HP
Weight content (g/kg)
Milk proteins 200 140 50 530
Starch 570 622 700 287
Sucrose 93 100 113 46
Soy Oil 40 40 40 40
Minerals 35 35 35 35
Vitamins 10 10 10 10
cellulose 50 50 50 50
choline 2 2 2 2
Energy content (%0)
Protein 20.5 14.5 52 54.6
Carbohydrate 68.5 75.0 84.0 34.9
Fat 10.5 10.5 105 105
Energy density (kJ/g)  14.57 14.56 14.54 14.60
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Table 2: Body composition and food intake of WT and KO mice fed NP, LP or HP diets.

Diet NP LP HP Genotype Test diet Inter
Genotype WT KO WT KO WT KO
Cumulative food intake (g) 68.26+3.16 70.93 +2.83 93.64+2.74 88.45+3.16 54.26+2.58 52.37 +3.80 NS <0.001 NS
Initial Weight (g) 21.83+0.28 21.76 +0.58 21.87+043 21.36+054 22214048 21.44+0.49 NS NS NS
Final Weight (g) 23174048 23.54 +0.55 2207+044 21.6+061 2251+£0.89 22.56 +0.79 NS NS NS
Fat mass (g) 191011 1.98+0.16 216+0.16 1.97+0.18 114013  1.2+0.14 NS <0.001 NS
- . . A NS <0.001 NS
Epidydymal adipose tissue (g) 045+0.03 0.47 +£0.05 0.47+0.04 0.44 £0.05 0.27+0.04 0.29+0.03 .
A
Retroperitoneal adipose tissue (g) ~ 0.14+0.02  0.15+0.02 024002 0.15+0.02 007001 0.09 +0.01 NS <0.001 NS
A
Mesenteric adipose tissue (g) 019+001 0.21+0.02 024002 0.18+0.03 0124001 0.12+001 NS <0.001 NS
Subcutaneous adipose tissue (g) 1.04+0.06 1.05+0.08 118+01  1.1+0.09 058+0.08 0.62+0.09 NS <0.001 NS
Hepatic triglycerides 443694 4342786 ~ 5257+7 56.98+7.21 ~ 1858+268 2625815 ° NS <0.001 NS
Hepatic glycogen 2944+25 343+261 * 3896+347 4093+355 B 25124434 2097+£299 ¢ NS <0.001 NS

ABC Different letters within a line mean statistically different values between diets (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).
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Table 3. mRNA abundance in liver, brown adipose tissue (BAT), white adipose tissue (WAT), muscle of WT and KO mice fed LP, NP or HP diets two hours
after meal onset.

Diet NP LP HP Genotype Test diet Interaction
Genotype WT KO WT KO WT KO
FAS 12027 1+027 061005 065+£014 ° 048+011 048008 ° NS <0.05 NS
ACCa 1+015 0.82+013 "° 0962011 097007 * 066+012 0.71£008 ° NS <0.05 NS
Elovi6 102 0.86+012 "° 1.01+015 12+017 " 066+016 05+008 = NS <0.01 NS
DGAT 1+012 1.11+018 " 14+031 1.78+019 ° 126+025 1.31+016 ° NS <0.05 NS
Liver GPAT 1%012 0652004 : 1352021 1.62+0.21 : 0.64+0.07 0.97 +0.17 i NS  <0.0001  <0.05
LPL 1+0.15 2.12+09 5+187 48+162 1214022 1.52+0.21 NS <0.05 NS
LDL 1+018 0754011 " 1.31+017 1.55+021 ° 069+01 083+018 ~ NS <0.001 NS
PEPCK 1+044 0.86+021 ~ 1.07+036 11+031 "° 1.88+054 177+031 ° NS <0.05 NS
G6PCL 1+0.18 1.05+028 " 028+0.06 0.62+012 ° 091+021 092+015 ° NS <0.01 NS
ACCa 12014 094+021 ~ 125+017 1.02+016 ~ 052+007 049+009 ° NS <0.001 NS
gap  CPTla 1035 08%0.09 : 1.86+0.35 155+0.3 z 0.82+0.15 1.06 +0.26 AAB NS <0.01 NS
CPT1b 1+013 14+025 " 209+031 144+011 ° 145+018 1.62+0.19 NS <0.05 NS
UCP2 1+0.14 059+011 * 157+026 1.63+0.17 ° 068+009 092023 ° NS  <0.0001 NS
war  ACC 1%012 113019 : 1.94+0.21 1.67+0.19 z 0.78 +0.15 1.49 +0.61 : NS  <0.0001 NS
FAS 1+021 124+017 " 305069 2+041 0.85+033 2.7+187 NS <0.01 NS
Muscle UCP2 1+02 168+05 ~ 1.86+038 2.01+022 = 114+008 1.84+054 ° NS  <0.001 NS

ABC Different letters within a line mean statistically different values between diets (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).
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Figure 1: Meal-induced changes in glucose and lipid oxidation following the ingestion of a test-
meal. A: Glucose and lipid oxidation in WT and KO mice fed the NP diet. Fasted mice were fed at
9:00 (T=0) with 1 g of NP diet. Data are mean + SEM (n =6-8). B: Glucose and lipid oxidation in WT
and KO mice fed the LP diet. Fasted mice were fed at 9:00 (T=0) with 1 g of LP diet. Data are mean +
SEM (n =6-8). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO mice. C: Glucose and lipid
oxidation in WT and KO mice fed the HP diet. Fasted mice were fed at 9:00 (T=0) with 1 g of HP diet.
Data are mean = SEM (n =6-8).

Figure 2: FGF21 concentration and FGF21 and UCP3 gene expressions A: Modulation of FGF21
protein abundance in the plasma in the fasting state and two hours after meal onset Data are mean +
SEM (n =7-9). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO within the same diet. B:
Modulation of FGF21 mRNA abundance in the liver of mice two hours after meal onset. Data are
mean £ SEM (n =7-9). *, P < 0.05 significant difference between WT and KO mice within the same
diet. C Modulation of UCP3 mRNA abundance in the white adipose tissue (WAT) of mice two hours
after meal onset. Data are mean = SEM (n =7-9). *, P < 0.05 significant difference between WT and
KO mice within the same diet..
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Figure 1
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Figure 2
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Supplemental table 1: Urinary and plasma Metabolite profile of WT and KO mice fed LP, NP or HP diets two and four hours after meal onset

Diet NP LP HP Genotype Test diet Interaction

Genotype WT KO WT KO WT KO

Fasted 174221 1521426  19.78+262 13.89+174 ~ 3006+462 2771+418 = NS <0.0001 NS

Plasma Urea (mmol/I) A A B
2h  30+376 34.18+3.88 31.31+3.52 22.08+353  54.91+6.13 58.79 + 9.53 NS <0.0001 NS

Fasted 177+027 1.92+054 2.31+0.44 3.29+0.59 1.73+023 1.95+0.32 NS NS NS
Plasma NEFA (mmol/l)
2h  077+0.18 0.75+0.29 06+0.12 0.6+0.19 048+0.1 0.44+0.16 NS NS NS
Fasted 549+0.84 4.84+1.06 546+1.13 45+0.72 6.16+0.75 5.47+1.21 NS NS NS
Plasma Chol (mmol/l)
2h  298+1.02 5.28+087 438+063 4.18+0.83 4.06+058 3.88+0.77 NS NS NS
. Fasted 243+037 1.91+0.48 26+042 252+0.35 1.9+0.2 2+043 NS NS NS
Plasma Trig (mmol/l)
2h  174+029 2.02+0.32 211+02 212+0.33 1.63+0.23 1.89+0.38 NS NS NS
Fasted 413+06 3.54+0.76 3.82+0.65 3.17+0.53 46+055 4.08+0.87 NS NS NS
Plasma HDL (mmol/l)
2h  376+077 4.3+0.69 328+046 3.1+0.58 3.19+041 3.04+0.66 NS NS NS
Fasted 11+014 107+03 = 194+054 1.89+046 ' 089+016 083+017 = NS <0.01 NS
Plasma B-hydroxybutrate (mmol/l) A A 5
0.22+0.05 0.33+0.05 0.33+0.05 0.30+0.08 0.51+0.07 0.52+0.09 NS <0.01 NS
o Fasted 019+0.05 0.22 +0.07 0.39+0.23 0.33+0.05 0.19+0.04 0.23+0.07 NS NS NS
Plasma insulin
2h 1514036 1.9+052 0.94+0.23 1.44+0.45 258+0.88 2.64+08 NS NS NS

ABC Different letters within a line mean statistically different values between diets (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).

146



Supplemental table 2: mRNA abundance in liver, muscle, white adipose tissue (WAT), brown adipose tissue (BAT), hypothalamus, nucleus accumbens
(NACCQ), ileum, duodenum, jejunum of WT and KO mice fed LP, NP or HP diets two hours after meal onset

Diet NP LP HP Genotype Test diet Interaction
Genotype WT KO WT KO WT KO
Cptla 1+028 242+155 1.06+x0.24 1.06+0.21 1.25+0.34 0.69+0.22 NS NS NS
. KETO 1+0.18 093+0.16 095%+0.19 11+0.11 0.64+0.16 0.9x0.09 NS NS NS
Liver HMG lyase 1+0.2 097+0.13 1.34+0.13 1.34+0.22 0.7+£0.13 1.13+0.2 NS NS NS
LPK 1+0.17 0.95%0.2 0.6+0.08 0.63+0.12 0.74+£0.27 0.47+£0.05 NS <0.05 NS
ACC 1+02 117026 095+0.17 1.11+0.11 1.04+£0.13 1.28+0.3 NS NS NS
CD36 1+039 1.19+£024 1.06%+0.23 1.06+£0.09 1.07+0.14 1.24+0.27 NS NS NS
CPTlb 1+0.16 157+034 1.12+0.28 1.04+0.1 1.28+0.17 1.32+0.36 NS NS NS
Muscle FAS 1+031 0.72+0.17 081%£0.23 0.95%x0.2 0.61+0.07 094+0.18 NS NS NS
HK2 1+022 1.22+027 092+0.19 091+0.1 0.99+0.14 0.94+0.14 NS NS NS
LDL 1+028 1.2+0.28 1.11+0.32 0.93+0.15 1.1+0.23 1.02+0.18 NS NS NS
UCP3 1+021 1.61+027 1.34+0.33 1.64+0.13 1.2+0.17 15+054 NS NS NS
GPAT 1+023 088+0.19 1.14+021 1.22+0.29 1.21+0.24 1.27+0.27 NS NS NS
CD36 1+0.27 0.83x0.1 1.09+£0.09 0.9+0.13 0.71+£0.12 0.7%+0.12 NS NS NS
HSL 1+024 1.02+026 188+043 1.31+044 098+032 099%+0.4 NS NS NS
WAT Sirtl 1+0.18 097+0.08 1.24+0.17 0.89%0.1 1.11+0.17 092+0.2 NS NS NS
UCP2 1+023 1.11+023 136+0.23 1.26+029 0.96+0.18 1+0.29 NS NS NS
GPAT 1+023 088+0.19 1.14+021 1.22+0.29 1.21+0.24 1.27+0.27 NS NS NS
ACCb 1+015 1+0.14 1.29+02 1.1+0.23 0.81+0.19 0.89+0.15 NS NS NS
GLUT1 1+0.09 1.64+0.28 1.8+0.27 1.45%+0.19 164+02 164+0.2 NS NS NS
HSL 1+0.16 1.01+£0.19 1.25+0.24 135+0.14 135+0.15 0.83+0.12 NS NS NS
BAT UCP1 1+044 1+£0.19 1.35+0.27 0.79+0.13 1.08+0.21 1.38+0.46 NS NS NS
UCP3 1+038 1.13+0.16 1.77+0.35 1.63+0.32 1.46+0.19 1.26+0.19 NS NS NS
ACCb 1+£015 1+0.14 1.29+02 11+£023 0.81+£0.19 0.89+0.15 NS NS NS
Hypothalamus CRH 1+£0.26 0.84+0.07 1.24+04 131+0.17 1.14+£0.23 155%0.15 NS NS NS
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MC4R 1+021 087+01 136+033 1114017 111201 1.06%02 NS NS NS

NPY  1£016 1.01£013 097+011 092+011 114+016 1.07+0.26 NS NS NS

POMC 1+023 1.07+017 0.88+0.11 1.09+0.15 1.16+031 1.38%0.21 NS NS NS

AGRP 1%015 1.31+03 106+014 11036 13+015 14+03 NS NS NS

CART 1+043 07701 151+053 0.85+014 0.96+0.15 0.96+0.12 NS NS NS

YSR 1006 092011 094+015 0.77+£009 0.86+0.11 0.79 +0.14 NS NS NS

MOR  1+0.12 098+011 1.04+027 0.88+029 170+016 1.14+0.23 NS NS NS

Y2R  1+013 066+015 087+014 0.87+016 071+0.12 1.03+0.21 NS NS NS

DOR 1+012 1254026 12+019 084+01 092+008 0.85%0.14 NS NS NS

KOR 1+018 149+033 116+017 075+012 1.1+0.13 1.01+0.15 NS NS NS

MOR 12019 1.29+026 1.33£025 098+0.19 119+015 12201 NS NS NS

DRI  1+017 096+015 121018 0.83+0.18 1.02+0.08 0.88=0.21 NS NS NS

NACC DR2  1+018 097+017 115+018 0.76+0.17 1.13+0.13 0.83%0.18 NS NS NS
CBL  1+009 1.05+014 108+014 0.82+009 1.07+0.12 0.87%0.13 NS NS NS

DOR  1+012 1254026 12+019 084+01 092+008 0.85%0.14 NS NS NS

KOR  1+018 149+033 116+017 075+012 1.1+0.13 1.01+0.15 NS NS NS

MOR  1+019 1.29+026 1.33+025 098+0.19 119+015 122+0.1 NS NS NS

PYY 1%013 0.71£005 093+0.14 075007 1.09+0.19 1.43+0.34 NS NS NS

lleum GLP1  1+0.13 093006 114+029 0.81+013 0095+0.14 1.16+0.15 NS NS NS
_ PYY 12015 144019 138+03 136+022 13+018 14203 NS NS NS
Jejunum GLP1 1+0.14 078011 0095+0.15 0.89+011 0.81+0.1 0.74+0.13 NS NS NS
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3.4 Article IV: L’intensité de la synthése protéique en période
postprandiale est modulée par le niveau d’apport en protéines mais
n’implique pas les kinases GCN2 et AMPK

(Protein synthesis rate in the postprandial period is modulated by dietary protein intake but does not
involve the kinases AMPK and GCN2)

3.4.1 Contexte :

La protéolyse et la synthése protéique sont deux processus finement contrélés permettant le turnover
des protéines dans 1’organisme. Des paramétres nutritionnels comme la quantité de protéines ont un
impact sur ’intensité de ces mécanismes. Ainsi, il a été montré qu’un régime faible en protéines
décroit la synthése protéique dans le muscle et dans le foie. L effet des régimes hyperprotéiques est
plus contrasté et dépend de la dose et de ’organe considéré. La protéolyse, quant a elle, semble
diminuer sous les deux types de régime. L’AMPK et GCN2 sont des protéines kinases impliquées
dans le controle de la synthése protéique et de la protéolyse et dont les activités sont modulées par la
quantité de protéines dans le régime. Le réle de ces protéines kinases, notamment au niveau du foie,
dans le contrdle de ces deux processus en réponse aux modulations de la teneur en protéines du régime

reste a déterminer.

3.4.2 Objectif :

Notre étude cherche a définir le role de ces protéines kinases dans I’adaptation du métabolisme

protéique en réponse a la variation de la teneur en protéines du régime.

3.4.3 Méthodes :

Des souris sauvages (WT-GCN2 et WT-AMPK), des souris KO GCN2-foie spécifique (KO-GCNZ2) et
des souris AMPK-foie spécifique (KO-AMPK) males ont été séparées en 3 groupes nourris pendant 3
semaines avec des régimes contenant une teneur en protéines faible (LP) normale (NP) ou haute (HP).
Le poids et la prise alimentaire ont été suivis. A la fin de I’expérimentation, aprés 16h de jeline, les
souris ont été nourries avec un repas calibré de 1 g. 1h40 aprés le début de leur repas, de la **C-valine
(150 umol/100 g poids corporel) a été injecté en intrapéritonéal. Vingt minutes plus tard, les souris ont
été euthanasiées, le foie et les quadriceps ont été prélevés afin d’étudier leur poids et leur composition,
les taux de synthése protéique fractionnaire et absolu et 1’expression des génes impliqués dans la
protéolyse. Des lobes de foie ont également été congelés immédiatement afin de mesurer la

concentration et la phosphorylation de protéines impliquées dans le contréle de la traduction protéique.
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Figure 21: Schéma expérimental utilisé dans I'article 1V

Les souris ont été nourries pendant 18 jours sous régime sous régime faible (LP), normal (NP) ou fort (HP) en protéines. A la fin de
I’expérimentation, aprés 16h de jetine, les souris ont été nourries avec un repas calibré de 1 g. 1h40 aprés le début de leur repas, de la *C-
valine (150 pmol/100 g poids corporel) a été injecté en intrapéritonéal. Vingt minutes plus tard, les souris ont été euthanasiées, le foie et les

quadriceps ont été prélevés afin d’effectuer des mesures de sytnhése protéique et d’expression des génes impliqués dans la protéolyse.

3.4.4 Resultats principaux :

L’augmentation des protéines dans le régime est accompagnée d’une baisse de la prise alimentaire.
Les souris nourries en régime NP ont un poids Iégerement plus important que les souris nourries en
régime LP ou HP. Tandis que le poids et la concentration en protéines du muscle ne sont pas affectés
par le régime ou le génotype, nous avons observé que ceux du foie augmentaient en paralléle de la
hausse en protéines alimentaires. Les résultats ont également montré que le taux de synthese protéique
fractionnaire était diminué de 1’ordre de 30% chez les souris nourries en régime HP par rapport a celle
nourries en régime contrdle. Tandis que rien n’est observé dans I’expérimentation ayant recours aux
souris AMPK, celle avec les souris GCN2, montre que le foie de ces souris est sensible a la baisse en
protéines du régime. En effet ces dernieres présentent une baisse des taux de synthése protéique
hépatique sous régime LP. Aucun impact du génotype n’est observé sur les taux de synthése dans le
foie. De méme, le taux de synthése protéique dans le muscle reste insensible au génotype mais
également au contenu en protéines du régime. L ’expression des génes impliqués dans la protéolyse ne
sont pas affectées dans le muscle ou le foie par la délétion de ’AMPK ou de GCN2 ou le contenu en
protéines en protéines du régime a 1’exception des souris de I’expérimentation GCN2 qui présente une

augmentation de 1’expression de la Cathepsine D sous régime LP.

3.4.5 Conclusion:

Notre étude montre que la modulation du contenu en protéines du régime a peu d’effet sur I’expression
des genes impliqués dans la protéolyse mais affectent les taux de synthése protéique dans le foie. Par
ailleurs, en période postprandiale, I’AMPK et GCN2, du fait de I’abondance en nutriments qui inhibe
probablement leur activité, ne semblent pas jouer un role sur I’intensité de la synthése protéique dans

le foie et en périphérie dans le muscle.
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3.4.6 Manuscrit :

Le manuscrit a été rédige. Les western-blots sont encore a finaliser et a intégrer dans le manuscrit.
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Introduction

Protein synthesis and proteolysis are two highly controlled processes that guarantee protein turnover in
the body. Amino acid availability is one of the main parameters which influences the intensity of these
two processes. Indeed, studies have reported that feeding a low-protein diet decreases protein
synthesis in the muscle (Batistela et al., 2014; dos Santos et al., 2016), in the liver, in intestine and in
the skin (Wykes et al., 1996). Increasing protein to a certain extent can stimulate protein synthesis,
Yoshizawa et al. have shown that the presence of 20% protein in the diet can stimulate the protein by
40% in the muscle and in the liver in comparison with a protein-free diet (Yoshizawa et al., 1998).
Similarly, it has been shown that increasing the amount of protein in the diet 12.7 to 20.7% increases
protein synthesis in the liver, kidney, pancreas and muscle in piglets (Deng et al., 2009). However, the
effects of high-protein diets on protein synthesis are more controversial. Some studies have shown that
high protein diets had no effect on muscle protein synthesis (Chevalier et al., 2009; Frank et al., 2005;
Harber et al., 2005; Laurent et al., 1984) or could decrease protein synthesis in the muscle (Masanes et
al., 1999; Taillandier et al., 1996). Additionnally, paradoxical effects were reported in the kidney, in
the liver (Chevalier et al., 2009, 2010). Concerning proteolysis, both low (Batistela et al., 2014; dos
Santos et al., 2016) and high protein diets (Chevalier et al., 2009; Chotechuang et al., 2011) decrease
the activity of ubiquitin-proteasome, cathepsin and caspase systems in rodents. However, low-protein
diet is also associated with an increase in autophagy process in the liver (Henagan et al., 2016).

The two kinases AMPK (AMP-activated kinase) and GCN2 (general control non-derepresible 2) are
involved in the control of protein synthesis and proteolysis. General control nonderepressible 2
(GCNZ2) is a serine/threonine kinase which was first identified to play a major role in sensing amino
acid deficiency. When the availability of one or several amino acid decreases, GCN2, in turn,
phosphorylates the eukaryotic initiation factor 2o (elF2c¢) which leads to the blockade of translation
initiation and protein synthesis. (Dever and Hinnebusch, 2005). Recent work has also reported that
GCN2 plays an essential role in autophagy during amino acid deficiency (B’chir et al., 2013).
AMP-activated kinase is an enzyme that plays a role of energy sensor within the cell, when energy

availability decreases, it activates catabolic processes that produces ATP such as glycolysis, fatty acid
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oxidation and deactivates anabolic processes consuming ATP among which protein synthesis (Foretz
et al., 2006).

The action of AMPK on protein synthesis could act through the inhibition of mTOR activity. Indeed,
AMPK can phosphorylate and activate the tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), a protein that forms a
complex with TSC1 and stimulates the GTPase activity of Rheb. This results in the conversion of
Rheb-GTP to its inactive form Rheb-GDP which is no longer able to activate mTOR (Luo et al.,
2005). Furthermore, proteomic approaches showed that AMPK is able to phosphorylate directly
Raptor, a protein associated with mTOR on two serine residues and in turns inhibit its activity (Gwinn
et al., 2008). Meley et al. have reported that inhibition of AMPK almost completely inhibited
autophagy suggesting that AMPK is indispensable in autophagic proteolysis (Meley et al., 2006).
However, the role of these two kinases, especially in the liver, in the control of protein synthesis and
proteolysis in response to the variation of the protein content of the diet remain to be determined.

In order to evaluate the contribution of liver AMPK and GCN2 on the adaptation of protein synthesis
to protein intake modulation, wild-type mice and genetically modified mice where the expression of
AMPK or GCN2 in the liver is deleted, were fed diet differing in their relative protein to carbohydrate
content and different parameters related to protein synthesis and metabolism were examined in the

liver and in the muscle.

154



Experimental procedure

The study was approved by the French National Animal Care Committee (number 14-15) and
conformed to the European legislation on the use of laboratory animals.

Animals

Generation of knock-out liver specific C57BL/6 mice was performed by crossing albumin-Cre mice
with mice containing floxed AMPK al and o2 subunits for AMPK-KO liver specific mice and floxed
GCN2 for GCN2 liver specific mice. Specific deletions were confirmed using genotyping and Western
blots techniques.

102 males, 27 wild-type AMPK mice (WT-AMPK) and 23 AMPK-KO liver specific mice (KO-
AMPK) and 27 wild-type GCN2 mice (WT-GCN2) and 25 GCN2-KO liver specific mice (KO-
GCN2), were generated in the light and temperature-controlled animal facility of AgroParisTech
(12:12 h reversed light/dark cycle, lights on at 21:00, 24°C). Spawners were fed the P20 diet
throughout the test. Young mice were separated from their mother at the age of 25 days and placed in
single cage. Then, they were fed for three weeks on a normo-protein diet (NP) as a run-in prior to the
test. Mice were then either kept on the same diet or switched on low-protein (LP) or high-protein (HP)
diet during another three week period constituting the test-period. Diet compositions are detailed in
Supplemental Table 1.

Study Design

At the end of the test-period, after one night fasting, mice were fed 1g of their test-diet at in the
morning and returned to their home cage. One hour and forty minutes later, mice were injected i.p.
with **C-valine (150 pmol/100 g body weight). Twenty minutes later, they were killed with an
overdose of pentobarbital (50mg/kg).

Samples of liver, quadriceps muscle were frozen directly at -80°C for further protein synthesis rate
measurement. Samples of liver and quadriceps muscle were placed in TRIzol (Invitrogen) and frozen
at -80°C for PCR. Additional liver samples were freeze-clamped for Western-blot analysis.
Measurements of in vivo protein synthesis

Protein content (Peonent) Was estimated from total nitrogen content on lyophilized samples of liver,

guadriceps muscle using an elemental analyzer (Vario Micro Cube, Elementar, Lyon, France) and
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atropine as standard. The *C-valine enrichments in free and protein-bound amino acids in liver and
guadriceps muscle were determined as previously described (Chevalier et al., 2009). Briefly, after
homogenization in liquid nitrogen, the tissue was deproteinised with 10 % 5-sulfosalicylic acid
solution. The supernatant was collected for the determination of the **C-valine enrichment in free
amino acids and the protein pellet was hydrolyzed (6M HCI at 110 °C for 48h) to obtain individual
amino acids from protein. Free and protein-bound amino acids were purified through cation-exchange
resin (AG 50X8, 100-200 mesh, BioRad) using 4M NH40H as elution solution. Free amino acids
were analyzed as tert-butyldimethylsilyl derivatives by GC/MS using a GC 6890N gas chromatograph
coupled to a MS 5973N (Agilent Technologies) operated in selective ion monitoring mode (ions at
m/z 288 and 289) after electron impact ionization at 70 eV, as previously described in Matthews
(Matthews et al., 1982). Protein-bound amino acids were analyzed after N-acetylpropy! derivatization
(Corr et al., 2007) by gas chromatography—combustion-isotope ratio mass spectrometry (GC-C-IRMS)
using a GC 7890B (Agilent Technologies) coupled via GC5 interface with an IRMS (Isoprime,
Manchester, UK) The fractional protein synthesis rate (FSR, %/d) in tissues was calculated according

to the following formula:

Eprotein—bound valine — Ebasal

FSR = x 100

Efree valine X tinc

where Eprotein-bound valine aNd Efree vaiine are the protein-bound and free 13C valine enrichments in the
tissues and t;. is the incorporation time of 13C-valine.

The absolute synthesis rate (ASR, g/d) was determined as ASR = FSR x P ., where P is tissue total
protein content.

RNA preparation and gene expression measurement

RNA preparation and gene expression measurement in the liver and in muscle followed the same
protocol described previously in (Chalvon-Demersay et al., 2016)

We measured the expression of genes involved in proteolysis: cathepsin D and ubiquitin. Primers for
cathepsin D are Forward : 5’-CGGAGGAGAACTATTGCTTGGT-3’

and Reverse : 5>-TGCACAGGGTCAGCTCATTG-3’

and for ubiquitin Forward : 5’-AACGCAGTTATATTTGGACCAGAAG-3’
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and Reverse : 5’ ACGGTTGGTGGTTTATTTGGAT-3’

Data are expressed as a relatively to the values of the WT mice fed the NP diet.

Western-Blot analysis

Briefly, frozen liver samples (100 mg) were homogenized in a lysis buffer. After homogenization,
samples were then sonicated and protein concentration was determined in the supernatant using the
DC protein assay kit (Bio-Rad Laboratories). An equivalent of 50 pg of protein from liver was
deposited and resolved. After electrophoresis, the proteins were transferred two hours at 4°C to a
nitrocellulose membrane (0.2 um, Bio-Rad Laboratories). The membrane was then blocked and
incubated with the primary antibody was performed overnight at 4°C. The primary antibodies (dilution
1/1,000) used were the anti-phospho-AMPK (Thrl72) catalytic subunit, the anti-AMPK catalytic
subunit, At the end of incubation, the blots were washed extensively at room temperature and
incubated with a secondary antibody and anti-actine antibody conjugated to horseradish peroxidase
(1/2,000; Santa Cruz Biotechnology) for 2 hours at room temperature. After further washing, the blots
were developed using Clarity Western ECL (Bio-Rad Laboratories). For more details, please refer to
(Chalvon-Demersay et al., 2016).

Statistical analysis

Data are presented as means + SEM. The effect of the diets and genotype was tested by two-way
ANOVA with interaction using R. Pairwise comparisons were performed with Post hoc Bonferonni
tests for multiple comparisons, p-values were multiplied by the number of comparisons performed.

Differences were considered significant at P <0.05.
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Results

Strong differences in the tissue weights, protein synthesis rates between WT-AMPK and WT-GCN2
prevented us from pooling these two control groups. The experiments using KO-AMPK mice and
GCNZ2 mice were then treated separately.

Food intake, body weight, tissue mass and composition

Cumulative food intake was decreased with the increase in protein content of the diet in the two
experiments so that food intake of LP fed mice was 1.8 fold the one of HP fed mice (Table 1).
Cumulative food intake was higher in KO-AMPK compared to WT mice under NP diet while GCN2
deletion had no effect on food intake no matter the protein content of the diet.

Final body weight was affected by the protein content of the diet but was not related to food intake.
Indeed, mice fed the NP diet weighed more than HP and LP fed mice even though this was statistically
significant only in the AMPK experiment (Table 1). Interestingly, final body weight and liver mass
were decreased in KO-AMPK mice compared to WT-AMPK mice.

In the two experiments, weight and protein concentration in liver were increased in parallel with the
increase in protein content of the diet whereas weight and protein in muscle was not affected nor by
the protein content nor by genotype (Table 1).

Tissue protein synthesis rates

It is important to recall that before euthanasia, mice were all fed a calibrated meal of 1g, in order to
overcome the differences on food intake that could have impacted protein synthesis rates. It is
important to recall that before euthanasia, mice were all fed a calibrated meal of 1g. We also made
sure that the pellet was ingested within 30 minutes after meal onset. Fractional synthesis rate are more
than ten times higher in the liver than in the muscle which is consistent with what was previously
reported in the literature (Chevalier et al., 2009) (Figure 1).

Liver FSR was decreased by 29% in HP fed mice compared to NP fed mice (Figure 1A). In the GCN2
experiment, liver FSR tends also to be lower in LP fed mice compared to NP fed mice. When
multiplying FSR by tissue total protein content to get ASR, we noticed that liver ASR was still lower

in HP fed mice but not significantly (Figure 1C). On the contrary, LP fed mice, because of their
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smaller liver weight and protein concentration, exhibited a decrease in ASR compared to NP fed mice.
However, this was significant only in the second study.

Protein synthesis rate in the muscle was insensitive to dietary protein level (Figure 1B-1D). No effect
of GCN2 or AMPK deletion was noticed on both FSR and ASR in the liver or in the muscle (Figure
1).

Gene expression involved in proteolysis

Cathepsin D and ubiquitin are two proteins involved in proteolysis. Gene expression in the liver was
only affected by LP diet intake in the GCN2 experiment as we observed an increase in Cathepsin D
MRNA abundance in LP-fed mice. Gene expression in the muscle was neither affected by the deletion
of hepatic AMPK or GCN2 nor by the protein content of the diet (Table 2).

Western-Blot
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Discussion

The purpose of this study was to better understand the role played by liver AMPK and GCN2 in the
adaptation of protein Kinetics in response to the modulation of the protein content in the diet. To this
end, wild-type mice and mice in which AMPK or GCN2 was deleted in the liver were fed during three
weeks with low, normo- and high protein diets. We observed that the protein content of the diet
acutely affected tissue mass and composition as well as protein synthesis rate in the liver. Indeed, the
consumption of a high protein diet was associated with a strong inhibition of fractional synthesis rate
(FSR) by 29%. Furthermore, deletion of AMPK or GCN2 in the liver did not affect protein synthesis
rates and proteolysis in the liver or in periphery, in the muscle.

The results on the effect of a high-protein diet are in line with the work of Chevalier et al. that
previously reported in rats that increasing dietary protein decreases protein synthesis rates in the liver
but does not affect muscle protein turnover (Chevalier et al., 2009). Intriguingly, in our study as in this
previous one, we observed an increase in protein content in the liver despite the decrease in protein
synthesis rates and the absence of effect on proteolysis. Previous studies have reported that high
protein consumption was associated with an increase in branched-chain amino acids and a decrease in
plasma dispensable amino acids during the fasting and the postprandial periods (Morens et al., 2003;
Peters and Harper, 1985). We can imagine that the decrease in the availability of dispensable amino
acids, substrates for protein synthesis, could negatively affect the rates of protein synthesis. Moreover,
we focused on protein synthesis rates two hours after meal onset but it is possible that mice fed on a
high-protein diet maintain a high level of protein synthesis on a longer period than mice fed on a
normo-protein diet. Indeed, we know from previous studies performed in the lab, that animals fed on a
high-protein diet have important reserves of labile proteins that allow them to maintain high level of
protein oxidation even after an overnight fast and therefore could also serve as substrate for protein
synthesis (Stepien et al., 2010, 2011). Low-protein intake is known to decrease tissue protein synthesis
(Batistela et al., 2014; dos Santos et al., 2016; Wykes et al., 1996). Our results show that in the
experiment on GCN2 +/- animals, low-protein intake tended to decrease fractional synthesis rate and
has a negative effect on absolute synthesis rate in the liver without any effect on muscle protein

synthesis rate. Low-protein intake is known to decrease plasma protein content (Wykes et al., 1996)
160



and free amino acids except histidine and lysine (Batistela et al., 2014), this decrease in the amino acid
pool could explain the lower protein synthesis rate observed under low-protein diet. It therefore would
have interesting to look at the plasma acid aminogram.

AMPK and GCN2 when activated by phosphorylation, lead to the blockade of translation initiation
(Hinnebusch, 2005; Luo et al., 2005). Therefore, we were expecting that their deletion could lead to an
increase in the rate of protein synthesis. However, we observed no effect of the deletion. We can
hypothesize that in the postprandial state, because of the energy and the amino acids provided by the
meal, both kinases are not highly phosphorylated and activated. Therefore, there is not a big difference
with KO mice where AMPK or GCN2 is not expressed and it is therefore not possible to observe
difference in protein synthesis rate between wild-type and genetically modified mice.

GCN2 mediates the different effects of a low-protein diet. Indeed, KO-GCN2 mice does not exhibit
increase in food intake, energy expenditure and FGF21 secretion the first days after the introduction of
a low-protein diet (Laeger et al., 2014b). However, the same team recently reported, in KO-GCN2
mice, that after two weeks on a low-protein diet, there is establishment of a mechanism that replaces
GCN2 to restore the effects of a low protein diet (Laeger et al., 2016). In our study, KO-GCN2 mice
were fed during three weeks on a low-protein diet and may exhibit this adaptation. This might also be
an explanation for the absence of difference on protein synthesis rates and proteolysis between WT-
GCN2 and KO-GCN2 mice.

Chotechuang et al. observed that rats fed a high-protein diet exhibited a decrease in cathespin D and
ubiquitin expression whereas a low-protein diet is associated with a decrease in caspase and
proteasome systems in the muscle (Batistela et al., 2014; dos Santos et al., 2016) and an increase in
autophagy in the liver (Henagan et al., 2016). Moreover, GCN2 and AMPK seem to be essentially
involved in autophagy process (B’chir et al., 2013; Meley et al., 2006). In our study, the gene involved
in proteolysis that we studied remained insensitive to dietary protein content and genotype with the
exception that we observed an increase in Cathepsin D expression in LP-fed mice in the GCN2
experiment. This observation together with the downward trend of protein synthesis could explain why

these mice also exhibit an important decrease in their liver protein content.
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It is interesting to note that the liver of mice from the GCN2 experiment are responsive to the LP diet
(decrease in protein synthesis and in protein content, increase in Cathepsin D) whereas the one from
the AMPK experiment is not even if all mice are coming from the same background: C57BL/6J. The
mechanism underlying these different responses has to be clarified.

In conclusion, our study shows that modulation of protein content in diet has no effect on the
expression of genes involved in proteolysis but affect the rate of fractional protein synthesis in the
liver. In addition, during the postprandial period, AMPK and GCN2, due to the abundance of nutrients
and energy which probably inhibits their activity do not appear to play a role on the rate of protein

synthesis in the liver and peripherally in the muscle.
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Table 1: Body weight, tissue mass and composition of WT-AMPK, WT-GCN2, KO-AMPK and KO-GCN2 mice fed LP, NP or HP diets.

Diet LP NP HP Genotype Test diet Interaction
Genotype WT-AMPK  KO-AMPK WT-AMPK  KO-AMPK WT-AMPK  KO-AMPK
Total food intake (g) 93.4+1.20 944+21 "~ 718+13 791+19* ® 541+14 536+16 © <005  <0.0001 NS
Final body weight (g) 2293+0.32 2229+034 " 2474+041 237066 °©° 2379+071 2314+073 "  <0.05 <0.05 NS
_ Weight (g) 092+002 0.86+0.02 ~ 1+0.02 088+0.07 " 1.07+005 097+004 °  <0.05 <0.05 NS
Hiver mg of protein/100 mg of tissue ~ 16.29+0.58 15.99+0.65 * 17.58+0.76 17.39+0.45 * 19.67+0.68 18.48+0.6 = NS <0.001 NS
Muscle Weight (g) 0.34+001  0.32%0.01 0.36£0.01  0.36+0.01 0.34+£0.01 0.34%0.01 NS NS NS
mg of protein/100 mg of tissue 19.66+0.4 20.75+0.53 19.74+0.59 20.71+0.41 20.17+0.52 19.83+0.72 NS NS NS
Genotype WT-GCN2  KO-GCN2 WT-GCN2  KO-GCN2 WT-GCN2  KO-GCN2
Total food intake (g) 93.64+2.74 8845+316 " 68.26+3.16 7093+283 ° 5426+258 52.37+3.80 °© NS <0.0001 NS
Final body weight (g) 22.07 +0.44 21.60 +0.58 2317 +0.48 23.54+0.55 22.67+0.78 22.56+0.79 NS NS NS
_ Weight (g) 0.75+005 0.72+006 " 0.87+004 087+004 ° 1.00+006 1.00+006 ° NS <0.0001 NS
Hiver mg of protein/100 mg of tissue ~ 16.58 +0.69 16.46+053 ~ 20.3+0.88 18.8+0.64 ° 19.85+045 19.31+094 ° NS <0.0001 NS
Muscle Weight (g) 0.37+001  0.38+0.01 0.39+£0.01 0.4%0.01 0.38+£0.01 0.39+0.01 NS NS NS
mg of protein/100 mg of tissue ~ 20.52+0.84  20.46 + 0.65 2235+0.72 22.25+0.45 22.17+0.84 20.22+0.03 NS NS NS

Data are mean + SEM (n =7-9).

ABC Different letters within a line mean statistically different values between diets (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).

* Significant difference between WT and KO within the same diet (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).
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Table 2: mRNA abundance of Cathepsin D and Ubiquitin in liver and muscle of WT-AMPK, WT-GCN2, KO-AMPK and KO-GCN2 mice fed LP, NP or HP
diets.

Diet LP NP HP Genotype Test diet Interaction

Genotype WT-AMPK KO-AMPK ~ WT-AMPK KO-AMPK  WT-AMPK KO-AMPK
_ Cathepsin D 0.98 +0.06 0.96 + 0.08 1+£008 1.14+008 115+0.11 1.04+0.04 NS NS NS
Hver Ubiquitin ~ 1.06 £0.09 0.94 +0.13 1£009 1.22+010 1.04+0.09 0.99 +0.07 NS NS NS
Muscle Cathepsin D 0.85+0.04 0.91 + 0.07 1+£0.05 08+006  0.98+0.06 0.95+0.05 NS NS NS
Ubiquitin ~ 1.14+0.04 1.27 +0.08 1£017 1.05+£008 1.17+0.10 1.28+0.07 NS NS NS

Genotype WT-GCN2 KO-GCN2 ~ WT-GCN2 KO-GCN2  WT-GCN2 KO-GCN2
_ CathepsinD 1.54+0.28 2.08+0.31 » 1+010 097+0.07 ° 0.86+0.13 1.22+021 ° NS <0.001 NS
Liver Ubiquitin ~ 0.93+0.14 1.17+0.14 1£034 079+£006 0.97+022 1.29+0.19 NS NS NS
Muscle Cathepsin D 0.73+0.04 1.20+0.24 1+£012 081+£002 1.10+0.37 0.90+0.06 NS NS NS
Ubiquitin ~ 0.81+0.03 0.91+0.06 1+£0.11 0.83+0.05 0.96+0.15 0.73+0.05 NS NS NS

Data are mean + SEM (n =7-9).
ABC Different letters within a line mean statistically different values between diets (post hoc Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05).
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Figure 1: FSRs and ASRs in liver, muscle in WT-AMPK, WT-GCN2, KO-AMPK and KO-GCN2
mice fed LP, NP or HP diets. * A star means statistically different values between diets (post hoc
Bonferonni tests for multiple comparisons, P<0.05). Data are mean £ SEM (n =7-9).

Figure 1:
Genotype effect=NS
Diet effect<0.05
* -
p=0.06
2501 -
2001 [ l }
g b 1 13 |
S
< 1501 €T %
(4]
=
£ 4
x 00
(]
L
50
-1 — A4
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
LP NP HP LP NP HP
AMPK GCN2
Genotype effect=NS Genotype effect=NS
Diet effect=0.07 Diet effect<0.05
0.51 *
’ - 1
) — i
~ 1T
K -
2 [ —_—
S os{T } }
[
2
£
[%)]
<
0.1
0.0

WT KO WT KO WT KO

WT KO WT KO WT KO

LP

NP

HP

LP

NP

HP

AMPK

GCN2

Genotype effect=NS
Diet effect=NS

|

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

30
)
& 204
P l%
]
12
=}
g
£
x 101
2]
L
0
LP
0.037
<)
2 0.021
[}
S
(%]
=)
=
=
[a
%))
<

NP

AMPK

HP

LP NP HP

GCN2

Genotype effect=NS
Diet effect=NS

0.0141 |I‘I
0.00 44—

T

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

LP

NP

HP

LP NP HP

165

AMPK

GCN2



Supplemental table 1: Macronutrient composition of the HCD. Diets were prepared by the “atelier de

préparation des aliments”, UPAE, INRA, Jouy en Josas, France. Energy density is computed assuming

a metabolizable energy of 16.7 kJ/g for carbohydrates and proteins and 37.7 kJ/g for fat.

P20 | NP LP HP
Weight content (g/kg)

Milk proteins 200 | 140 50 530

Starch 570 | 622 700 287
Sucrose 93 | 100 113 46
Soy Oil 40 40 40 40
Minerals 35 35 35 35
Vitamins 10 10 10 10
cellulose 50 | 50 50 50
choline 2 2 2 2

Energy content (%6)

Protein 205 | 145 52 546

Carbohydrate 68.5 | 75.0 84.0 349

Fat 105 | 105 105 105

Energy density (kJ/g) 14.57 | 14.56 14.54 14.60
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Chapitre 111 : Discussion générale et conclusions

Ce travail de thése avait pour objectif de définir précisément les roles de ’AMPK et de GCN2
hépatiques dans le contr6le du métabolisme énergétique et protéique en réponse aux modulations de la
teneur en protéines du régime. Il a également cherché a préciser le contréle nutritionnel de la sécrétion
de FGF21 et de comprendre I’implication de cette hépatokine dans les conséquences physiologiques
associées a la consommation de régimes faibles ou forts en protéines. Les principaux résultats que

nous avons obtenus montrent que :

e Un régime faible en protéines augmente tandis qu’un régime fort en protéines diminue la
production hépatique de FGF21 mais le glucose et non les acides aminés, stimule 1’expression
de FGF21 dans des hépatocytes en culture.

e Les conséquences de la délétion de ’AMPK et de GCN2 sur le métabolisme énergétique,
notamment 1’oxydation postprandiale des glucides et des lipides dépendent du rapport
protéines/glucides du régime.

e L’intensité de la synthése protéique en période postprandiale est modulée par le niveau

d’apport en protéines mais n’implique pas les kinases GCN2 et AMPK

Certains de ces résultats sont surprenants, notamment I'absence d'effet de la délétion de GCN2 et de
I’AMPK sur la synthése protéique. Nous discuterons dans un premier temps les effets de la modulation
de la quantité de protéines dans le régime sur la composition corporelle, le métabolisme énergétique et
le métabolisme protéique et I’implication de FGF21. Dans un deuxiéme temps, nous discuterons du
role des voies AMPK et GCN2 dans le contrdle du métabolisme énergétique et de la synthéese

protéique. Enfin nous discuterons de la place du foie dans ces phénomeénes adaptatifs.
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1 Les effets de la modulation de la quantité de protéines
dans le réegime sur la composition corporelle, le
métabolisme energétique et protéique et réle de FGF21

dans les orientations meétaboliques

1.1 Quantité de protéines dans le régime et composition corporelle et

métabolisme énergétique

Les modulations des protéines ou du rapport protéines/glucides dans le régime ont des conséquences
importantes sur la prise alimentaire et le métabolisme énergétique. Il a été montré que 1’augmentation
des protéines dans le régime aux dépens des sucres permet de diminuer la prise alimentaire, la prise de
masse grasse, la lipogénése hépatique, la cholestérolémie et la tension artérielle et d’augmenter la
dépense énergétique, la néoglucogénése, la cétogénese et la synthése de glycogéne tout en améliorant
I’homéostasie glucidique et la composition corporelle (Altorf — van der Kuil et al., 2010; Azzout-
Marniche et al., 2006; Blouet et al., 2006; Jean et al., 2001; Obeid et al., 2006; Pichon et al., 2006;
Veldhorst et al., 2012; Westerterp, 2004). La consommation d’un régime faible en protéines, au
contraire, tend a augmenter la prise alimentaire, 1’adiposité, la lipogénese hépatique ainsi que la
dépense énergétique (Huang et al. 2013; Aparecida de Franca et al. 2009; C. Morrison et Laeger
2015). Conformément aux résultats de la littérature, nous avons observé dans nos deux études qu’un
régime hyperprotéique (HP) diminuait la prise alimentaire, 1’adiposité et augmentait la thermogénése
postprandiale et la cétogénése tandis qu’un régime faible en protéines augmentait la prise alimentaire,
la sécrétion de FGF21, I’insuline a jeun et la thermogénése sans affecter particuliérement la

composition corporelle.

Il est intéressant d’observer que malgré I’augmentation de 1’ordre de 30% de la prise alimentaire sous
régime faible en protéines, nous n’avons pas observé de gains significatifs de poids ni de masse grasse
ce qui suggére une augmentation paralléle de la dépense énergétique totale de ces souris. Toutefois, les
mesures de dépenses énergétiques par calorimétrie indirecte n’ont pas mis en évidence d’augmentation
du métabolisme de repos mais il faut tenir compte du fait que ces mesures ont été¢ effectuées lors d’un
protocole spécifique de mise & jeun puis réalimentation qui ne correspond pas au rythme alimentaire
des souris. De plus, les mesures de calorimétrie ont été effectuées a une température de 30°C pour
permettre une mesure précise de la réponse thermogénique au repas car dans ces conditions le codt de
la thermorégulation est réduit & ~0. En conditions habituelles, les souris sont hébergées dans les
conditions qui prévalent en animalerie, soit 22°C. Cette température peut induire un quasi doublement
de la dépense énergétique, en particulier lorsque les souris sont logées en cages individuelles, comme

¢’était le cas au cours de nos études (Overton, 2010; Cannon and Nedergaard, 2011). Des études en
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cours au laboratoire suggérent que I’augmentation de la dépense énergétique induite par une baisse de
la température ambiante de 30°C a 22°C induit une augmentation plus importante de la dépense
énergétique totale chez les souris sous régime faible en protéine (6% et 3%). Bien que le détail des
mécanismes mis en jeu soit encore en cours d’étude, ces résultats suggérent que 1’augmentation de la
dépense énergétique sous régime faible en protéine pourrait étre, au moins en partie, dépendante de la
dépense énergétique liée au colt de la thermorégulation.

1.2 Quantité de protéines dans le régime et métabolisme proteique

Concernant le métabolisme des protéines, notre quatriéme étude rapporte que, deux heures apres
I’ingestion d’un repas calibré, un régime hyperprotéique diminue la synthése protéique dans le foie et
n’a pas d’effet sur le muscle ce qui est en accord avec les résultats rapportés par Chevalier et al.
(Chevalier et al., 2009). Comme le rapporte les deux études, la consommation d’un régime
hyperprotéique est souvent associé a une augmentation des taux circulants en acides aminés ramifiés et
a une baisse de ceux des acides aminés non-indispensables (Morens et al., 2003; Peters and Harper,
1985). On peut imaginer que cette baisse des acides aminés non-indispensables qui sont des substrats
pour la synthése protéique ralentisse le flux de synthése mesuré deux heures aprés le repas. Il aurait été
intéressant d’étudier les taux plasmatiques d’acides aminés dans cette fenétre de temps afin de vérifier
cette hypothése, mais cette mesure ¢tait difficile & combiner a I’ensemble des autres mesures

effectuées, dans un modele de souris.

Malgré la diminution de la synthése protéique et I’absence de différence dans I’expression de genes
impligués dans la protéolyse en régime HP: Ubiquitine E2B et Cathepsine D, nous avons aussi observé
une augmentation du poids et de la concentration en protéines du foie sous régime hyperprotéique ce
qui suggere que le catabolisme protéique aurait pu diminuer. Nous avons étudié les deux principales
voies protéolytiques décrites dans la littérature, impliquées dans catabolisme des protéines au niveau
du foie. Cependant, comme nous I’avons vu en introduction, il existe d’autres systémes protéolytiques
qui n’ont pas été étudiés au cours de ce travail, par exemple, les systémes protéolytique calpaine-
calpastatine et caspase. Trés peu de variations de la voie calpaine-calpastatine ont été rapportées dans
la littérature sous l'effet des variations des conditions nutritionnelles, notamment au niveau du foie.
Quant a la voie caspase, elle est principalement impliquée dans I'apoptose et elle est depuis peu incluse
dans les voies protéolytiques. De ce fait, la régulation nutritionnelle de cette voie au niveau hépatique
est peu connue. Il est toutefois possible que ces systemes puissent étre inhibés sous régime riche en
protéines. Par ailleurs, nous avons mesuré la synthése protéique deux heures aprés le repas, c’est-a-
dire au cceur de la période postprandiale, mais pas en période post-absorptive. Nous savons, en
particulier grace aux mesures réalisées a l'unité PNCA, que les rats sous régimes HP disposent de
réserves importantes de protéines labiles qui leur permettent de maintenir un taux élevé d’oxidation

protéique méme apres une nuit de jedne (Stepien et al., 2010, 2011). Une forte disponibilité en acides
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aminés en périodes interprandiales pourrait servir pour la synthése de protéines corporelles (Swick and

Benevenga, 1977).

La consommation d’un régime faible en protéines est associée dans I’expérimentation ayant recours
aux souris GCN2 a une diminution de la synthese protéique dans le foie et a une augmentation de
I’expression de la Cathepsine D. Ceci est en accord avec le fait que ces souris présentent une
concentration particulierement faible en protéines dans le foie. Cette observation est en accord avec
des travaux ultérieurs démontrant une baisse de la synthese protéique (Wykes et al., 1996) et une
augmentation des processus protéolytiques dans le foie (Henagan et al., 2016) en réponse a I’ingestion

d’un régime faible en protéines.

1.3 Implication de FGF21 dans les effets des régimes faibles et forts en
protéines

Notre premier article a montré que la consommation d’un régime faible en protéines et fort en glucides
était associée a une augmentation de la sécrétion de FGF21 tandis qu’un régime fort en protéines et
faibles en glucides était associé a des taux circulants en FGF21 faibles. Par ailleurs, des cultures
d’hépatocytes ont montré que le signal glucose, plut6t que celui des acides aminés était responsable de
I’induction de la sécrétion de FGF21. L’observation concomitante sous régime LP de 1’augmentation
de la thermogénése due a une forte oxydation des glucides, de la sécrétion de FGF21et de 1’existence
d’une corrélation forte entre les taux circulants de FGF21 et le niveau d’oxydation des glucides
suggere que FGF21 est impliqué dans la réponse thermogénique des régimes faibles en protéines. Ceci
est d’ailleurs en accord avec les travaux de Laeger et al. montrant que 1’induction de la dépense
énergétique sous régime LP est supprimée chez des souris n’exprimant pas FGF21 (Laeger et al.,
2016). Sous régime HP au contraire, I’augmentation de la thermogénése et de la cétogénese associé a
des taux circulants faibles de FGF21 suggere que ces effets sont médiés par une autre voie de

signalisation.

En outre, il ne semble exister aucun lien entre les taux circulants de FGF21 et les flux de syntheése

protéique, ce qui suggére que FGF21 n’est pas impliqué dans le contréle de la synthése protéique.
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2 ROle des voies GCN2 et AMPK hépatiques dans le
contrble du métabolisme énergétique et la prise
alimentaire

Le but principal de ce travail de thése a ét¢ d’avancer dans la compréhension du réle joué par les
protéines kinases hépatiques GCN2 et AMPK ainsi que par I’hépatokine FGF21 dans les adaptations
du métabolisme énergétique en réponse aux variations du niveau d’apport protéique. Les délétions de
GCN2 ou de I’AMPK dans le foie n’ont aucune conséquence sur la viabilité ni sur la fécondité des

animaux.

2.1 Role de PTAMPK hépatique dans le controle du métabolisme

énergétique et de la prise alimentaire

La délétion de ’AMPK est associée a une légere baisse du poids sans effet sur la composition
corporelle. La prise alimentaire est affectée mais uniquement sous régime NP avec une légere
augmentation de la prise alimentaire cumulée chez les souris KO. On observe aussi chez ces souris une
adaptation du métabolisme hépatique qui leur permet de maintenir des taux d’oxydation des glucides
et des lipides comparables a ceux observés chez les souris témoins. Cette adaptation semble passer
principalement par une augmentation de la synthése hépatique de FGF21. Sous régime hyperprotéique
comme sous régime faible en protéines, nous n’avons par contre observé aucune modification du
métabolisme hépatique et des perturbations de 1’évolution postprandiale des taux d’oxydation des
glucides et des lipides. L’absence d’adaptation des souris AMPK-KO semble avoir été due a I’absence
de réponse FGF21 sous régime HP et au contraire, a une stimulation déja tres élevée et maximale de la
synthese de FGF21 sous régime LP observée chez les souris sauvages. Dans les deux cas de figure, les
souris AMPK-KO semblent ne pas avoir pu mettre en jeu de voies alternatives pour compenser
I’absence d’AMPK.

Plusieurs études ont rapporté que la consommation d’un régime faible en protéines induit une forte
augmentation de la synthése de FGF21 qui en retour contréle 1’augmentation de la prise alimentaire et
de la dépense énergétique (Laeger et al., 2014b, 2016). Dans nos études, nous avons pu constater que
les souris AMPK-KO nourries en régime NP présentent une forte augmentation de la sécrétion de
FGF21, de la prise alimentaire cumulée et de I’accumulation transitoire de triglycérides hépatiques. En
somme, elles présentent un profil métabolique se rapprochant de souris témoins nourries en régime
faible en protéines. Nous avons attribué¢ I’augmentation de la sécrétion de FGF21 chez ces souris a une
réaction défensive en réponse a I’accumulation de TG hépatiques (Morris-Stiff and Feldstein, 2010)
mais il est également possible que chez ces souris 1’absence de signalisation AMPK au niveau du foie

ait eu pour conséquence de mimer une déficience en acides aminés, ce qui expliquerait ainsi pourquoi
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ces souris mangent plus et présentent un grand nombre de parametres métaboliques comparables a

ceux des souris nourris en régime faible en protéines.

Par ailleurs, une autre explication pourrait venir d’une étude récente qui a montré qu’un défaut
d’oxydation des lipides au niveau du muscle stimule la sécrétion de FGF21 (Vandanmagsar et al.,
2016). L’absence d’AMPK au niveau du foie pourrait générer ce défaut d’oxydation lipidique et
expliquer pourquoi les souris NP présentent de maniére transitoire une augmentation des triglycérides
hépatiques et de la sécrétion de FGF21.

La flexibilité métabolique est la capacité de 1’organisme a adapter les taux d’oxydation des substrats
énergétique au niveau de leur disponibilité. En réponse a I’ingestion d’un repas riche en glucides, elle
mesure 1’efficacité de 1’individu de passer d’une oxydation essentiellement lipidique avant le repas a
une oxydation glucidique aprés I’ingestion du repas. Cette capacité est souvent réduite par un
phénoméne de résistance a l’insuline et est souvent associée a des différences en termes de
composition corporelle (Kelley and Mandarino, 2000; Nadkarni et al., 2013). Dans nos études, nous
avons observé que les souris KO-AMPK nourries en régime LP ou HP présentent une altération de la
flexibilité métabolique sans différence de sensibilité a I’insuline. Ceci prouve que la délétion de
I’AMPK affecte directement les cinétiques d’oxydation des glucides et des lipides et que cette kinase
dans le foie est impliquée dans le shift de 1’oxydation des lipides vers celle des glucides & la suite du

repas.

2.2 ROéle de GCN2 hépatique dans le contréle du métabolisme énergétique

et de la prise alimentaire

Les résultats obtenus sur les souris GCN2-KO indiquent que I’absence de GCN2 n’a pas d’effet sur le
poids des souris, la prise alimentaire et la composition corporelle. De plus, ce n’est que sous régime
faible en protéines que nous avons pu observer de petites augmentations des taux d’oxydation des
glucides dans les deux premiéres heures aprés ingestion d’un repas test. Dans ce contexte aussi, il
semble que FGF21 soit impliquée puisque ce défaut d’oxydation était associé a un défaut de sécrétion
de FGF21. La perte de la voie de signalisation GCN2 et de la sécrétion de FGF21 chez les souris KO
sous régime LP aurait pu avoir pour conséquence de mimer une suffisance en acides aminés mais ce
n’est vraisemblablement pas le cas. En effet, les souris KO-GCN2 foie spécifique sont hyperphagiques
mais mangent autant que les souris sauvages sous régime LP. De plus, elles ont des taux d’oxydation
des glucides supérieurs a ceux observés chez les souris nourries sous régime NP et HP, et également
supérieurs a ceux observés chez les des souris sauvages sous régime LP. Ces adaptations métaboliques
se traduisent par l'absence d'effets majeurs de la délétion de GCN2. 1l aurait été intéressant, dans cette
étude, d’observer si I’injection de FGF21chez les souris KO-GCN2 nourries en LP aurait permis de

reproduire un profil d’oxydation similaire a celui des souris sauvages.
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Il ne semble pas surprenant d’observer des différences essentiellement sous régime NP lors de
I’expérimentation AMPK et essentiellement sous régime LP lors de I’expérimentation GCN2. En effet,
I’AMPK est un senseur de 1’énergie intracellulaire et il semble que les fortes concentrations en glucose
(cas du régime LP) ou en protéines (cas du régime HP) miment une disponibilité énergétique qui a
pour conséquence une baisse de la phosphorylation de I’AMPK comme le rapporte la littérature
(Chotechuang et al., 2009; Minokoshi et al., 2004). Dans ce cas, le niveau d’activation de I’AMPK est
bas et le profil métabolique des souris sauvages nourries sous ces deux régimes est proche de celui des
souris n’exprimant pas I’AMPK. On observe alors peu de différence entre les souris sauvages et
génétiquement modifiées sous ces deux régimes au contraire de ce qui se passe sous régime NP. La
protéine kinase GCN2, quant a elle, est un senseur de la déficience en acides aminés, les
concentrations normales ou fortes en protéines (cas des régimes NP et HP) inhibent sa phosphorylation
et son activité. Les souris sauvages nourries en régime NP ou HP présentent donc une faible
phosphorylation de GCN2 ce qui les rapproche d’un point de vue métabolique des souris n’exprimant
pas GCN2 dans le foie. En accord avec cette hypothése, Laeger et al. n’a observé de différences entre
des souris KO-GCNZ2 total et sauvages que lorsque ces derniéres sont nourries avec un faible niveau en
protéines (Laeger et al., 2016). Cette hypothése reste encore a confirmer en mesurant précisément

I’évolution des niveaux de phosphorylation des voies AMPK et GCN2 en période postprandiale.
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3 Role des voies GCN2 et AMPK dans le contréle de la
synthese proteique

Les kinases GCN2 et AMPK, lorsqu’elles sont activées par phosphorylation en cas d’une baisse de la
disponibilité en acides aminés ou en énergie respectivement ont un effet inhibiteur sur I’initiation de la
traduction protéique (Chotechuang et al., 2009). Notre quatriéme étude ne rapporte, toutefois, aucune
différence concernant les flux de synthése protéique et I’expression des geénes impliqués dans la
protéolyse entre les souris n’exprimant pas I’AMPK ou GCN2 dans le foie et les souris sauvages dans
le foie et en périphérie dans le muscle. A la suite d’un repas, les nutriments en abondance entrainent
une diminution de la phosphorylation des kinases AMPK et GCN2 dans le foie des souris sauvages.
Chez ces derniéres, la synthése protéique n’est donc plus ou peu bloquée par les deux kinases et on
retrouve dans ce cas des niveaux de flux de synthese protéique équivalents a celles des souris
n’exprimant pas ces voies. Il aurait été intéressant d’étudier la synthése protéique en situation de jelne,
lors duquel les voies GCN2 et AMPK présentent un haut niveau d’activation. L’absence de différence
entre les souris sauvages et génétiqguement modifiées peut également provenir du fait que les délétions
n’impactent pas directement la voie mTOR, qui reste 1’acteur principal de la régulation de la synthése
protéique. Par ailleurs, la mesure du taux fractionnaire synthétique estime la synthese protéique que
sur une courte fenétre de temps, vingt minutes dans notre étude. Il aurait été judicieux d’observer les

polysomes afin d’avoir une autre méthode d’estimation du flux de synthése protéique.

L’absence de différence sous régime LP entre souris sauvages et souris KO-GCNZ2 reste toutefois
surprenante sachant que GCN2 est impliqué dans le blocage de la traduction protéique en réponse a un
faible apport en protéines. Une étude de Laeger a montré que des souris KO-GCN2 ne présentaient pas
une partie des effets induits normalement par un régime faible en protéines : augmentation de l'apport
alimentaire, de la dépense énergétique et de la sécrétion de FGF21 les premiers jours aprés
I'introduction du régime (Laeger et al., 2014b). La méme équipe a récemment rapporté qu'au bout de
deux semaines sous un régime pauvre en protéines, il y a mise en place chez ces souris d'un
mécanisme qui contourne GCN2 et restaure les effets d'un régime faible en protéines (Laeger et al.,
2016). Dans notre étude, les souris KO-GCN2 ont été nourries pendant trois semaines avec un régime
pauvre en protéines et pourraient présenter cette adaptation. Cela serait une explication a I'absence de
différence sur les taux de synthese de protéines et la protéolyse entre les souris WT et KO-GCNZ2 sous

régime faible en protéines.
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4 Place du foie dans les phénomenes adaptatifs

Il est intéressant de noter que les conséquences de la modification du contenu en protéines du régime
sur les paramétres suivants : cétogéneése, contenu en triglycérides et en glycogene, taux de synthese
protéique, sécrétion de FGF21 sont essentiellement observées au niveau du foie. Par ailleurs, nos deux
études montrent aussi que 1’ajustement rapide et précis des taux d’oxydation des glucides et lipides en
fonction du contenu en protéines du régime est sous la double dépendance d’une voie de signalisation
passant par I’AMPK et d’une voie passant par GCN2 au niveau du foie. Ces observations confirment
bien le role central du foie dans les adaptations métaboliques en réponse aux modifications de la

composition du régime.

La comparaison des conséquences entre la délétion totale et la délétion spécifiquement au niveau du
foie des kinases permet également de préciser si le foie ou les autres organes en sont responsables.
Ainsi I’absence d’induction de FGF21 sous régime LP chez des souris KO-GCNZ2 total observée par
Laeger et al. a également été mise en évidence dans notre modéle de souris (Laeger et al., 2014d). Ceci
nous permet de conclure qu’il s’agit bien de GCN2 au niveau du foie qui gére essentiellement la
sécrétion de FGF21 en réponse au régime LP et non un autre organe. Au contraire, 1’observation d’une
absence d’augmentation de la prise alimentaire sous régime LP chez des souris KO-GCN2 total et non
dans notre modéle suggere que le contrble de la prise alimentaire sous régime LP impliqgue GCN2
mais dans un autre organe que le foie (probablement I’hypothalamus). Par ailleurs, dans le cas de
I’étude sur ’AMPK, nous avons observé que le métabolisme hépatique était modulé de facon
transitoire chez les souris KO sous régime NP afin de normaliser les concentrations en triglycérides et

glycogéne hépatique. Ces résultats suggérent une capacité d’adaptation trés importante du foie.

L’augmentation de la prise alimentaire observée chez les souris KO nourries en régime NP pourrait
également directement impliquer le foie. En effet, Friedman a émis 1’hypothése que la prise
alimentaire d’un individu répondait directement a la quantité d’ATP hépatique par I’intermédiaire d’un
dialogue entre le cerveau et le foie utilisant le nerf vague. Une augmentation de I’ATP hépatique est
associée & une diminution de la prise alimentaire et inversement (Friedman, 1995). L’augmentation de
la prise alimentaire chez les souris KO-AMPK nourries en régime NP pourrait &tre due a une légére
déplétion de ’ATP hépatique du fait de 1’absence d’AMPK et d’une diminution consécutive de
I’activation de certaines voies catalytiques. Il aurait donc été intéressant de doser les concentrations en
ATP, ADP et AMP afin de voir si les délétions de ’AMPK dans le foie modulaient la disponibilité

énergétique dans la cellule.
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5 Conclusions et perspectives

Ces travaux ont permis de mieux caractériser les roles de I’AMPK et de GCN2 hépatiques et leurs
interactions possibles dans le métabolisme énergétique et de la synthése protéique en réponse aux
modulations en protéines du régime. Ils ont montré que la délétion de ces voies n’avait pas d’effets
majeurs sur le phénotype des souris mais que les adaptations au niveau hépatique dépendaient
directement du contenu en protéines du régime. Il semble que ces voies ne sont pas impliquées dans
certains traits phénotypiques observés sous reégime hyperprotéique : diminution de 1’adiposité,
augmentation de la prise alimentaire et sous régime faible en protéines : augmentation de la prise
alimentaire, de la dépense énergétique, de 1’adiposité. Il apparait donc que chez les modéles de souris
KO, il y ait mise en place d’adaptations qui compensent en partie I’absence des voies. A ce titre, nous
avons réfléchi a utiliser des ARN interférents (SiRNA), mais les protéines cibles AMPK et GCN2
ayant une demi-vie trop longue, la technique n’aurait pas permis de réduire de maniere tres importante
le contenu en protéines. Il faut aussi tenir compte du fait que les muscles et le tissu adipeux blanc en
particulier participent & la mise en réserve et a 1’oxydation des substrats énergétiques et que des
adaptations au niveau de ces organes interviennent probablement, d’autant plus que ces organes ne

sont pas affectés par la délétion des voies.

Un autre point important a soulever est que sous régime a forte teneur en protéines, les protéines sont
augmentées aux dépens des sucres tandis que sous régime faible en protéines elles sont diminuées au
profit des sucres. Par conséquent, il est impossible de déterminer si les effets des régimes forts en
protéines sont médiés par une augmentation des protéines ou une baisse des sucres et inversement
pour les régimes faibles en protéines. Pour déterminer les effets isolés des nutriments, il aurait été
intéressant de réaliser des cultures d’hépatocytes isolés a partir des souris KO-AMPK et KO-GCN2
foie spécifique afin de comprendre si les adaptations métaboliques sont le fait des glucides, des acides

aminés ou d’une interaction des deux nutriments.

Notre travail a également montré que FGF21 jouait un role majeur dans I’ajustement des profils
d’oxydation des lipides et des glucides. Dans le cas de 1’étude sur ’AMPK, FGF21 permet de
compenser un défaut métabolique tandis que dans I’étude sur GCN2, le défaut de sa sécrétion modifie
les profils postprandiaux en réponse a I’ingestion d’un régime faible en protéines. Dans le premier cas,
c’est la sécrétion de FGF21qui stimule I’oxydation des glucides tandis dans le second cas ¢’est son
absence qui autorise 1’augmentation de cette oxydation. Ceci rappelle que les roles de FGF21 sont
multiples et dépendent de 1’organe cible. Les deux figures suivantes tentent de récapituler les effets de
FGF21 dans les adaptations en réponse aux délétions de ’AMPK ou de GCN2.
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Figure 22: Conséquences de la délétion de ’AMPK dans le foie et role de FGF21

La délétion de I’AMPK dans le foie réduit la capacité des souris & passer d’une oxydation des glucides a une oxydation des lipides dans le
foie a la suite d’un repas (fleches noires). Ceci n’est pas compensé chez les souris n’exprimant pas I’AMPK dans le foie et nourries sous
régime LP et HP, par conséquent on observe chez ces derniéres une altération des profils postprandiaux d’oxydation. Au contraire, chez les
souris n’exprimant pas I’AMPK dans le foie et nourries sous régime NP, on observe une accumulation de triglycérides qui pourrait induire la
sécrétion de FGF21. FGF21 va alors stimuler le captage du glucose et son oxydation au niveau des organes périphériques mais ne peut
exercer son action stimulatrice sur I’oxydation des acides gras au niveau du foie car celle-ci nécessite la présence de I’AMPK (Zhu et al.,
2014). Ainsi le défaut d’oxydation au niveau du foie est compensé par la stimulation de I’oxydation au niveau des organes périphériques et

ces souris présentent un profil d’oxydation normal.

Souris n'exprimant pas GCN2 dans le foie Souris n'exprimant pas GCN2 dans le foie
nourries en régime NP ou HP nourries en régime LP
Foie
== FGF21 S| Jviater | = FGF:HU,
Oxydation
== des glucides
Organes penphenq.les/
._'__ Plus forte oxydation des
Profil d'oxydation normal — == 3::’?_"“%’3’; — — glucides et plus faible
i oxydation des lipides
JR—— Oxydation
== === | gos glucides

Figure 23: Conséquences de la délétion de GCN2 dans le foie et role de FGF21

La délétion de GCN2 dans le foie ne réduit la capacité des souris a passer d’une oxydation des glucides & une oxydation des lipides dans le
foie a la suite d’un repas (signes noirs). Chez les souris nourries en régime NP et HP, les niveaux de sécrétion de FGF21 sont équivalents
entre souris sauvages et souris KO, ces souris présentent ainsi des profils d’oxydation normaux. Au contraire, sous régime LP, la faible
quantité de protéines induit la sécrétion de FGF21 chez les souris sauvages mais pas chez les souris KO car celle-ci nécessite GCN2. Cette
absence de sécrétion de FGF21 va prévenir I’augmentation de 1’oxydation des lipides et permettre une oxydation forte des glucides au niveau
du foie, phénoméne qui n’est pas compensé par le captage et I’oxydation plus faible du glucose au niveau des organes périphériques. Par

conséquent, ces souris présentent une plus forte oxydation des glucides et une plus faible oxydation des lipides.

177



En conclusion, nos travaux ont permis de progresser dans la compréhension de I’implication de
GCN2, de ’AMPK hépatiques ainsi que du facteur fibroblastique FGF21 dans les ajustements du
métabolisme énergétique en réponse aux variations du contenu en protéines du régime. La vérification
du niveau de phosphorylation des voies en période postprandiale permettra de vérifier certaines de nos
hypotheses et de mettre en évidence les interactions qui peuvent exister entre les voies AMPK et
GCN2.
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En conclusion, ces travaux montrent que les
délétions de I’AMPK et de GCN2 hépatiques
affectent le métabolisme énergétique mais pas le
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kinases located in the liver respond to the
availability of amino acids. These kinases are

mammalian target of rapamycin '(mTOR),
"adenosine monophosphate-activated protein
kinase” (AMPK) and *"general control non-

depressible kinase 2" (GCN2).

The aim of our study was to clarify the role of two
of these signaling pathways, AMPK and GCNZ2 in
the adaptations of energy and protein metabolism in
response to the modulation of dietary protein
content. Wild-type and liver AMPK-deficient or
liver GCN2-deficient mice were fed either a low, a
normal or high protein diet during three weeks.
Analyzes showed that liver AMPK-deficient mice
fed under a normo-protein diet exhibit an
adapatation of liver metabolism and secret FGF21
which enables them to have normal postprandial
oxidation profiles.

In contrast, liver AMPK-deficient mice fed a low or
a high protein diet exhibit an alteration in
postprandial oxidation profiles. The deletion of
GCN2 in the liver only has an effect under low
protein diet as liver GCN2 deficient mice have a
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oxidation linked to the absence of FGF21 secretion.
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deletions affect energy metabolism, but not protein
metabolism and that the consequences depend on
diet composition.
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