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PRELIMINAIRE

Cette thése s’inscrit dans un contexte d’essor de I’aquaculture au niveau mondial, un
secteur tres prometteur pour garantir I’alimentation d’'une population mondiale en constante
augmentation. L’aquaculture fait cependant face a certaines limites contraignant sa
pérennisation. L'une de ces limites s’inscrit notamment dans la recherche de nouveaux
aliments aquacoles plus durables, en alternative aux farines et huiles de poisson aujourd’hui
utilisées. Pour la truite arc-en-ciel (TAC, Oncorhynchus mykiss), premiére espéce de poisson
élevée en France, une inclusion totale de ces nouveaux aliments, principalement végétaux,
dans I'alimentation ne permet pas d’offrir des taux de croissances convenables des animaux,
en partie a cause d’'un déséquilibre en AA. La TAC étant carnivore, avec de forts besoins
alimentaires en protéines, mieux comprendre le contrdéle de 'homéostasie en ces nutriments
pour cette espéce apparait comme un premier pas vers I'amélioration de son régime

alimentaire.

En plus de constituer les sous-unités des protéines, composants fondamentaux cellulaires,
les AA possedent de nombreux roles aux niveaux métaboliques et signalétiques, les rendant
ainsi cruciaux pour le maintien de I'homéostasie cellulaire. Les AA doivent cependant
atteindre le milieu intracellulaire pour effectuer I'ensemble de leurs fonctions et, comme ils
ne peuvent pas diffuser librement a travers les membranes biologiques, ils sont dépendants
de transporteurs : les Transporteurs d’Acides Aminés (TAA). Ces derniers, principalement
décrits chez ’'Homme, sont trés nombreux et possedent des propriétés de transport tres
diverses : ’homéostasie cellulaire des 20 AA protéinogenes est ainsi assurée par plus de 70

TAA différents chez I’'Homme.

De maniere a pouvoir s’adapter continuellement aux fluctuations environnementales,
notamment nutritives, il est connu que, chez les mammiferes, ces TAA peuvent étre régulés
aux niveaux transcriptionnel et post-traductionnel par de nombreux facteurs, notamment la

disponibilité en AA.

Bien que certains TAA soient trés étudiés dans le domaine médical, de par leur
implication dans de nombreuses pathologies, les connaissances sur les TAA chez les poissons

téléostéens restent faibles. En effet, peu de données existent quant a leur implication dans le



controle de I'homéostasie cellulaire des AA et leur régulation par les conditions
nutritionnelles, principalement du fait qu’une majorité d’entre eux n’a encore jamais été

identifiée, ni donc étudiée, chez les poissons.

Dans le but d’apporter de nouveaux éléments de réponse quant aux mécanismes
contrélant I’homéostasie de ces nutriments essentiels a la TAC, identifier leurs portes d’entrée
au niveau cellulaire ainsi que la régulation de ces dernieres par les conditions nutritives
apparait pertinent pour permettre I'amélioration des régimes alimentaires des animaux

d’élevage.



[. Lesacides aminés, nutriments essentiels a la cellule

A. Acides aminés : constituants des protéines
a. Généralités
Les Acides Aminés (AA), composés communs a tous les étres vivants, des bactéries aux
mammiféres, sont définis comme des molécules organiques comportant un groupement
amine (-NH3) et un groupement carboxylique (-COOH)?. Les AA constituent les unités de base
des protéines: macromolécules constitutives du vivant. Les protéines possedent de
nombreuses fonctions biochimiques et biologiques et, du fait qu’elles constituent plus de la
moitié de la masse séche d’une cellule?, sont considérées comme des composés
fondamentaux des tissus des animaux’3. Parmi les fonctions biochimiques assurées par les
protéines la catalyse enzymatique, la transduction de signal, la capacité a fixer d’autres
molécules ainsi que leur réle comme composant structurel des cellules et organismes*

illustrent leur role essentiel au bon fonctionnement de tout organisme vivant.

La définition stricte d’un AA englobe plus de 300 molécules différentes®, mais il n’existe
en réalité que 20 AA qui entrent dans la constitution des protéines car possédant un codon
ADN qui leur permet d’étre incorporés aux protéines chez les eucaryotes®. Ces AA
protéinogenes possedent des propriétés physiques et chimiques différentes, et peuvent
notamment étre distingués selon leur charge, leur polarité ou encore leur conformation

(Figure 1).

Bien que non protéinogénes, d’autres AA sont essentiels aux organismes vivants. C’est
notamment le cas de la taurine, impliquée dans différents processus physiologiques®’, de
I'ornithine et de la citrulline, qui interviennent dans le cycle de I'urée (référé plus tard, partie
I.B.), de I'acide y-aminobutyrique (GABA) impliqué dans la neurotransmission®, ou encore de

la sélénocystéine intervenant dans la composition des sélénoprotéines®.

Par leur conformation moléculaire, les AA sont des molécules chirales” possédant deux
formes énantiomeres : lévogyre (L-AA) et dextrogyre (D-AA). Bien que les deux formes de

chaque AA soient retrouvées dans la nature, les L-AA sont physiologiquement dominants car

" Cela est vrai pour tous les AA protéinogénes hormis la glycine, petit AA avec pour chaine latérale un
seul atome d’hydrogene. La glycine est alors dite achirale et ne possede pas de forme |évogyre et
dextrogyre.



ils représentent plus de 99.9% des AA chez les animaux? et constituent la seule forme incluse

dans les protéines. Certains D-AA possedent tout de méme des fonctions physiologiques clés,

comme, par exemple, la D-serine impliquée dans la neurotransmission?®.

Acides Aminés Cationiques

Acides Aminés Neutres Apolaires

Arginine Arg [R] Lysine Lys [K] Glycine Gly[G] Alanine Ala [A]
AR St G-CHy~CHy CHy-CH-COO" H . HiC—CH-CO0"
" —o—
(I;:NH; NH; NH, NH, H=¢-C00 [LH;
NH, NH;
Histidine  His [H]
. Valine Val [V Isoleucin lle [I
CH,~CH-COO V] soleucine el
+ i HaC HyC—CH
HN. _~NH  NH; N e e —eEEE g 2
N _CH <|:H+ CO0 e
AA Aromatique H;C NH3 / -
HC  NH
AA ramifié AA ramifié
Acides Aminés Anioniques
Aspartate Asp [D] Glutamate Glu [E]
. - : i Phénylalanine Phe [F
"00C-CH,~GH-CO0 00C-CHz~CH,~CH—CO00 |_||' zucme Leult] y )
+ 3 -
NHz NH3 ;CH—CHZ-(I:H—COO @CHZCHCOO
HyC NH; I{IH;
Acides Aminés Neutres Polaires AA ramifié AA aromatiguie
Sérine  Ser[S] Thréonine  Thr [T]
Ha0—(H-COO HyC-CH-CH-COO’
OH NH, OH NH; Méthionine  Met [M] Proline  Pro [P
H4C—S-CH,~CH,-CH—COO’ L) )
. : NH " coo
Asparagine Asn [N] Glutamine Gin [Q] 3 b
- 2
HZN—PI—CHE—Cl:H:COO HzN—ﬁ'CHz’CHZ—?H—COO_ AA soufré AA a fonction imine
O +
NH3 o] NH;
Tryptophane Trp [W]
Cystéine  Cys[C] Tyrosine  Tyr [Y] CH,-CH—COO’
HS—=CH,~GH—CO0 o CH2—(I:H—COO’ N
NH +
5 NH; i
AA soufré AA aromatique AA aromatique

Figure 1: Formule et classification des 20 acides aminés protéinogénes chez les eucaryotes, adapté
de Wu, 2021°.

b. Des Acides Aminés plus essentiels que d’autres ?

L'apport en AA, pour un organisme, provient de I'alimentation ou de la néosynthéese.
Ces deux modes d’accés aux AA permettent alors de différencier les AA non essentiels (AANE),
pouvant &tre synthétisés de novo par I'organisme, des AA essentiels (AAE) (Tableau 1)*, dont
la chaine carbonée ne peut étre synthétisée et qui ne proviennent donc que de

I’alimentation®!. La classification entre AAE et AANE varie en fonction de 'espéce concernée

" Contrairement aux animaux, la plupart des plantes et bactéries sont capables de synthétiser tous les
AA protéinogénes®®.
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ou encore du stade de développement considéré. Bien que les AANE soient considérés comme
synthétisés en quantité suffisante par I'organisme pour couvrir ses besoins, leur nécessité
biologique peut étre modifiée selon le statut physiologique, les facteurs environnementaux
ou le statut pathologique de Il‘organisme. Cela révele alors [I'existence d’AA
conditionnellement essentiels (AACE) pour lesquels, sous certaines conditions, le taux
d’utilisation par I’organisme est supérieur a leur taux de synthése, nécessitant alors un apport
extérieur pour couvrir les besoins'?.

Tableau 1: Classification des acides aminés essentiels (AAE) et non essentiels (AANE) chez ’Homme.

Les acides aminés conditionnellement essentiels (AACE) sont représentés en violet. Adapté de Wu,
2013

AAE AANE
Histidine Alanine
Isoleucine Asparagine
Leucine Aspartate
Lysine Sérine
Méthionine Proline
Phénylalanine Arginine
Thréonine Cystéine
Tryptophane Glutamine
Tyrosine Glutamate
Valine Glycine

Aujourd’hui, la distinction entre AAE et AANE se base principalement sur le maintien
de la croissance et de I'équilibre azoté en cas de déficience d’un AA distinct : s’il y a maintien,
alors I’AA n’est pas essentiel ; mais s’il y a diminution de ces facteurs, alors I’AA est considéré
comme essentiel*!. Cette méthode de classification est cependant de plus en plus discutée
car, a ce jour, aucune donnée expérimentale n’atteste que les AANE sont synthétisés en
quantité suffisante par I'organisme pour assurer une croissance et une santé optimales?3. De

plus, bien que capables d’étre synthétisés par I'organisme, les substrats de néosynthese des



AANE sont souvent d’autres AANE ou méme des AAE (Figure 2), ce qui questionne sur le

maintien de I'équilibre de tous les AA entre eux.

Isoleucin
Leucine
Lysine Acétyl-CoA < Thréonine > Glycine
Phénylalanine 1
Tyrosin
Trypthophane——— Pyruvate » Alanine Sérine
Méthionine—— Cystéine
Isoleucin
Valine il ¥
Méthionine Oxaloactétate <> Aspariate > Asparagine
Phénylalanine
Tyrosine T Histidine
ucine
! Isoeucine ! /
a-kétoglutarate é(}lutamate » Glutamine
Proline Ornithine = Arginine

Figure 2 : Représentation schématique de toutes les inter-conversions possibles entre AA. Les 20 AA protéinogénes
sont représentés en bleu, les AAE en gras. Adapté de Wu, 2013,

Une derniere notion d’intérét concernant la classification des AA est I'existence d’AA
fonctionnels (AAF), définis comme des AA qui, en plus de participer a la constitution des
protéines, contribuent aussi a la régulation de voies métaboliques clés de maniere a améliorer
et soutenir la croissance, la survie, la santé, ou encore la reproduction d’un organisme®!. Un
manque en AAF, qu’il soit considéré essentiel ou non, n’affectera pas seulement la synthese

protéique, mais perturbera également ’lhoméostasie de I'organisme entier.

En plus de leur implication dans la constitution des protéines, les AA possedent donc
d’autres roles au sein d’'un organisme. |l apparait en effet que les AA sont impliqués dans de

nombreuses voies métaboliques clés pour la survie et la croissance des organismes vivants.

B. Roles fonctionnels des acides aminés dans le métabolisme
cellulaire

Lorsque les AA ne sont pas utilisés pour la synthése protéique, ils sont soit dégradés via le
cycle de l'urée, soit utilisés comme substrat pour la synthése de nouvelles molécules. En effet,

les AA peuvent servir a la génération de glucose, d’acides gras, de nucléotides®?. lls constituent

également des précurseurs métaboliques de molécules signales comme les catécholamines#.



Comme illustré sur la Figure 3, la majorité des AA peuvent alimenter le cycle de Krebs et
ainsi participer a la production d’énergie et au métabolisme cellulaire. Hormis la lysine et la
leucine, tous les AA sont considérés comme glucoformateurs et peuvent participer a la
formation de glucose via la néoglucogenese. De plus, une partie des AA (Lys, Leu, Phe, lle, Thr,
Tyr, Trp), dits cétoformateurs, peuvent conduire a la formation de corps cétoniques, comme
I’acetyl-CoA, qui intervient par la suite dans la biosynthése des acides gras et cholestérols. Les
AA occupent donc une fonction centrale dans le maintien du métabolisme cellulaire, ces
multiples conversions permettant également d’offrir une forme de stockage de I’énergie

fournie par les AA, via une conversion en molécules « stockables » sur le long terme.

Ala Cys
Trp Ser
Gly Thr

GLUCOSE

lle
Phosphoénolpyruvate Thr Leu

Pyruvate Tl’p

Synthese des
ACIDES GRAS

Acétyl-Co

Néoglucogénése

Synthése des
CHOLESTEROL

Asn

ASp s Oxaloacétate

NADH Citrate
Malate
Cycle de

Tyr s Fumarate Krebs
Phe '\(. FADH, NADH

Isocitrate

Succinate a-kétoglutarate

NADH
\SuccinyI-CoA/ T Glu

Met ‘
Val Thr Arg
lle Ala His
GIn

Figure 3 : Insertion de tous les AA protéinogénes dans le cycle de Krebs pour la production de glucose ou d'acides
gras. NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide), FADH: (Flavine Adénine Dinucléotide), D’aprés Chandel, 2021%*

Pour I'incorporation de leur chaine carbonée dans le cycle de Krebs, les AA doivent étre

désaminés, entrainant la formation d’ion ammonium (NH4*). Ce composé est toxique pour la



cellule et doit donc étre soit incorporé a d’autres molécules et ainsi participer, par exemple, a
la synthése de nucléotides, soit étre excrété par I'organisme, notamment sous la forme d’urée
chez la majorité des vertébrés!®. Cette derniére option est permise par le cycle de I'urée qui
fait intervenir plusieurs AA tel que I’Arginine, mais aussi I'ornithine et la citrulline, deux AA
non protéinogénes mais, ce faisant, cruciaux pour le métabolisme cellulaire. A noter que le
cycle de l'urée et le cycle de Krebs sont reliés métaboliquement par un intermédiaire commun
(le fumarate), permettant également une alimentation, certes moindre, du cycle de Krebs

durant la transformation de ’'ammonium en uréel®.

Enfin, bien gu’il soit difficile d’offrir une liste exhaustive de toutes les implications des
AA dans le métabolisme cellulaire, de nombreux autres cas spécifiques existent ; citons en
exemples I'implication de I'arginine dans la production d’oxyde nitrique (NO), espéce réactive
de I'oxygéne (EAO) impliqué dans la relaxation musculaire!*?>, le réle de la méthionine dans
la méthylation de ’ADN?®, ou encore I'implication de la cystéine, glycine et glutamate pour la
formation de glutathion, tripeptide possédant un role crucial dans la protection antioxydante

des cellules?’.

Tous ces éléments illustrant l'insertion des AA dans le métabolisme cellulaire
démontrent leur versatilité et leur role central dans le maintien de I’homéostasie cellulaire.
En plus de former les protéines constitutives de I'organisme, ils participent a son métabolisme
et soutiennent alors I'anabolisme et la croissance de I'organisme. Cependant, un autre réle,
tout aussi primordial, est également assuré par les AA : leur capacité de molécule signale. Par
cette fonction, les AA régulent diverses fonctions biologiques®® et participent ainsi, d’une

autre maniére, au maintien de I’homéostasie cellulaire.

C. Roles fonctionnels des acides aminés dans la signalisation
cellulaire

La signalisation cellulaire est un processus par lequel un stimulus sera ressenti par la cellule
et sera converti, par une série de réactions biochimiques, en une réponse spécifique assurant
une fonction cellulaire comme la croissance ou la survie'®. Par le biais de toutes ces voies de
signalisation, la cellule peut alors détecter les changements dans son environnement et s’y
adapter continuellement. Les stimuli ressentis sont nombreux. Parmi eux, les AA jouent un

role important : leur disponibilité est, comme illustré précédemment, essentielle a la survie et



a la croissance cellulaire. Deux voies signalétiques existent pour permettre a la cellule de
répondre a la disponibilité en AA: la voie mTOR (mechanistic Target of Rapamycin), qui
ressentira leur présence pour promouvoir |I'anabolisme cellulaire et la voie GCN2 (General
Control Non-derepressible 2) qui ressentira I'absence d’AA et permettra a la cellule de

s’adapter au stress lié a la carence en favorisant les processus cataboliques.

a. Implications des AA dans la signalisation mTOR

La voie de signalisation mTOR est un régulateur majeur de I’homéostasie cellulaire par sa
capacité a reconnaitre et intégrer un grand nombre de signaux intrinseques et extrinséques,
dans le but de maintenir et ordonner le métabolisme cellulaire?. Le pivot central de cette
signalisation est une protéine de type Sérine/Thréonine kinase appelée mTOR. De maniére
succincte, cette voie ressent de nombreux parameétres cellulaires convergeant tous vers
mTOR, qui ordonnera par la suite un ensemble de réponses en lien avec ces informations de
maniére a promouvoir I'anabolisme cellulaire. En interagissant avec de multiples partenaires,
mMTOR s’organise en réalité sous forme de deux complexes protéiques qui se distinguent par
la présence de certains partenaires spécifiques. Ainsi, il est possible de distinguer les
complexes mTORC1 (mechanistic Target of Rapamycine Complex 1) et mTORC2 (mechanistic

Target of Rapamycine Complex 2)?2.

Organisation et fonctions des complexes mTORC1 et mTORC2

Bien que constitués de la méme protéine de base, mTOR, ces deux complexes
constitués de différents partenaires possédent des modes de régulation et des roles
biologiques distincts. De maniere générale, est associé a mTORC1 le contréle de I'anabolisme
cellulaire par I'activation de la production de protéines, lipides et nucléotides et par la
répression des processus cataboliques comme I'autophagie ; alors qu’a mTORC2 est plus
généralement associé le contrdle de la survie cellulaire et du cytosquelette??. mTORC1 et
MTORC2 possedent respectivement 4 et 5 partenaires, dont deux communs, qui assurent leur

stabilisation, leur localisation ainsi que le contréle de leur activité de kinase?? (Figure 4).

mTOR a été découvert par le biais de son inhibiteur : la rapamycine. Lorsque des
cellules était exposées a celle-ci, un arrét de la croissance était observé. L'étude du mode

d’action de la rapamycine a alors mis en évidence la voie mTOR. Cependant, la rapamycine
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Figure 4 : Organisation des complexes mTORC1 et mTORC2 avec leurs différents partenaires et les fonctions
globales de chaque complexe. Les fleches indiquent une action positive; les fleche barrées une action négative.
DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein), PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa),
RAPTOR (Regulatory-associated protein of mTOR), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), mSIN1
(mammalian stress-activated MAP kinase—interacting protein 1), RICTOR (rapamycin-insensitive companion of
mTOR), Protor (Proline-rich protein 5)

n’est effective que sur mTORC1, mTORC2 y étant relativement insensible®. Etant donné que la
délétion de la plupart des protéines de chague complexe est |étale, notamment celle de
mLST8, cruciale pour l'interaction entre RICTOR et mTOR dans le complexe de mTORC2?%4,
I’étude du réle et des modes de régulation de mTORC2 reste plus difficile que pour mTORCL1.
C’est en partie pour cela qu’aujourd’hui les mécanismes propres a mTORC1 sont bien mieux

décrits que ceux de mTORC2.

Aujourd’hui, seul mTORC1 a été démontré comme ressentant les AA et ordonnant une
réponse spécifique en leur présence. Ainsi, nous ne nous intéressons qu’a ce complexe et non

a mTORC2".

" A noter tout de méme qu’un effet inhibiteur de la rapamycine sur I'activation de mTORC2 peut étre
observé, mais cela ne s’applique qu’avec des temps d’exposition longs et des concentrations
modérées?.

* On note aujourd’hui I’émergence d’un potentiel troisiéme complexe de mTOR, mTORC3, qui serait
lui aussi insensible a la rapamycine et possederait des partenaires différents a mTORC1 et mTORC2.
Hormis ETV7 (ETS Variant Transcription Factor 7), décrit comme un constituant essentiel et spécifique
a mTORC3, les partenaires de ce nouveau complexe restent pour aujourd’hui encore inconnus. Ces
cibles finales seraient cependant relativement similaires a celles de mTORC1 et mTORC2%.
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Meécanismes d’activation de mTORC1

Pour maintenir et ordonner le métabolisme et '"homéostasie cellulaire, mTORC1 a la
capacité de ressentir un grand nombre de signaux cellulaires. Les principaux signaux ressentis
par ce complexe, et qui entraineront son activation, sont les facteurs de croissance, le statut
énergétique, la présence d’oxygene, de glucose et, bien sir, les AA. Les mécanismes de
détection de ces facteurs sont nombreux mais convergent tous vers deux mécanismes
d’activation complémentaires de mTORC1 : I'axe du Tuberous Sclerosis Complex (TSC), dont la
phosphorylation en présence d’oxygene, de glucose, de facteurs de croissance et d’un statut
énergétique favorable entraine I'inhibition de ce complexe et permet I'activation de mTORC1 ;
et par 'axe des complexes protéiques impliquant les Rag-GTPase (Ras-related GTP-binding
protein), ou la présence d’AA permettra le recrutement de mTORC1 a la membrane
lysosomale et son activation?%?! (Figure 5). A noter que pour une activation optimale de
mTORC1, tous les stimuli ressentis doivent étre présents et que les relations avec deux
partenaires lysosomaux sont obligatoires : Rheb (Ras homologue enriched in brain) et la V-

ATPase (V-type proton ATPase)?.2°

Les effecteurs qui transmettent I'information de la présence d’AA a mTORC1 sont
identifiés depuis peu et il semblerait que d’autres restent encore a découvrir?®. Parmi les
détecteurs d’AA cytosoliques connus aujourd’hui, les mieux décrits sont CASTOR 1 (Cytosolic
arginine sensor for mTORC1 subunit 1), détecteur d’arginine et Sestrine 2, détecteur de
leucine. Lorsque I’AA en question se fixe a son effecteur, cela entraine la perte d’interaction
entre ce dernier et le complexe protéique GATOR2 (GAP Activity Towards Rags 2)**. Cela
empéchera GATOR2 de réprimer le complexe GATOR1 (GAP Activity Towards Rags 1) qui, lui,
par son acticité de protéine activant les GTPases pourra, en association avec Ragulator, activer
les hétérodimeéres de Rags (Rag A/B et Rag C/D) ancrés a la membrane lysosomale et chargés

du recrutement de mTORC1 pour son activation??.

Un autre détecteur relativement bien décrit est SAMTOR (S-adenosylmethionine
sensor upstream of mTORC1) qui, lui, ressent la S-adenosylmethionine (SAM), un métabolite
secondaire de la méthionine. SAMTOR interagit quant a lui avec GATOR1 qu’il inhibe en
absence de SAM. En se liant a SAMTOR, la SAM abolit cette interaction avec GATOR1 et
permet I'activation de mTORC12328, Enfin, il semblerait que la glutamine puisse également

étre ressentie par mTORC1, bien que les mécanismes sous-jacents restent encore a clarifier.
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La présence de glutamine activerait mTORC1 de maniere Rags dépendante a travers la
glutaminolyse et la production d’a-kétoglutarate, intermédiaire activant mTORC1?7, mais des

mécanismes d’activation Rags-indépendants ont également été reportés?®.

En plus de ces détecteurs cytosoliques, d’autres effecteurs sensibles aux AA et
retrouvés a la membrane lysosomale sont nécessaires a l'activation de mTORC1: les
transporteurs d’AA (TAA). Cet aspect de I'activation de mTORC1 sera plus amplement étayé

dans la Partie II.C.

Activation de mTORC1 dépendante des AA Activation de mTORC1 indépendante des AA
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Figure 5 : Facteurs et effecteurs responsables de I'activation de mTORC1 ; avec différenciation de I'activation de
mTORCI1 dépendante, ou non, des AA. Les fléches rouges barrées désignent une action d’inhibition, les fleches
vertes une action de stimulation. TAA : transporteur d’acide aminé ; AKT: Protéine Kinase B ; ERK1/2:
Extracellular signal-regulated kinase 1/2 ; AMPK : Adénosine MonoPhosphate -activated protein kinase ; p-53 :
protéine 53 kDa ; REDD1 : Regulated in development and DNA damage response 1.

Une question intéressante se pose du fait qu’en I'état des connaissances actuelles, la
signalisation mTOR ne ressentirait finalement que 4 des 20 AA protéinogenes, dont 3 des 11
pourtant essentiels et 2 de facon indirecte. Etant donné la récente découverte des effecteurs
précédemment cités, il se pourrait que de nouveaux détecteurs d’AA soient décrits dans les
prochaines années. Un détecteur de leucine cytosolique a, d’ailleurs, été identifié il y a peu de
temps : SAR1B (Secretion Associated Ras related GTPase 1B), dont le fonctionnement apparait
relativement similaire a Sestrine 2 mais de maniére beaucoup plus affine?®. De méme, il a été
démontré que Sestrine 2 pouvait aussi reconnaitre la méthionine et I'isoleucine, bien que
cette reconnaissance demande des concentrations 10 et 25 fois plus fortes que la leucine,

respectivement, chez les mammiféres?°.
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Lorsque tous les éléments permettant I'activation de mTORC1 sont présents, ce
dernier ordonnera alors la réponse d’'une condition cellulaire optimale, permettant un
anabolisme actif. Pour le permettre et sous condition d’activation, mTORC1 possede alors de

nombreux effecteurs en aval pour orchestrer la réponse cellulaire.

Réponse ordonnée sous I'activation de mTORC1

Pour garantir I'anabolisme cellulaire, mTORC1 contréle et active 3 procédés majeurs :
la synthese protéique, I'accumulation de biomasse (via la stimulation de la synthése de lipides,
nucléotides, glucose et le maintien de I’homéostasie énergétique), et la répression des

processus cataboliques comme I'autophagie (Figure 6)?2.

La synthése protéique représente I'un des mécanismes assurant I’'anabolisme cellulaire
le plus énergivore3® et mTORC1 régule donc finement ce processus en réponse aux stimuli
ressentis. Le controle de la synthese protéique par mTORC1 passe par deux cibles de
phosphorylation principales : 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding proteins 1) et
S6K1 (p70 S6 kinase 1). La phosphorylation de 4E-BP1 par mTORC1 permettra son inhibition
et la libération de elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E), un composant essentiel
du complexe protéique de liaison cap-dépendante elF4F (eukaryotic translation initiation
factor 4F). Cette libération permettra alors de promouvoir la traduction protéique globale cap-
dépendante??. La phosphorylation d’une deuxiéme cible de mTORC1, S6K1, entrainera une
stimulation de son activité de kinase et promouvra la phosphorylation de la protéine
ribosomale S6. S6 est un composant de la sous-unité ribosomale 40S, sa phosphorylation
activant également de cette maniere la traduction et la biogénése protéique. De plus, la
phosphorylation de S6K1 permet la stimulation de la biogénese ribosomale via la
phosphorylation du facteur de transcription de I'ADNr UBF (Upstream Binding Factor)3. Enfin,
S6K1 participe également au maintien de la traduction protéique cap-dépendante en activant
elF2B (eukaryotic translation initiation factor 2B) et en induisant la dégradation de PDCD4
(Programmed Cell Death 4), un inhibiteur de elF4A (eukaryotic translation initiation factor

4A)22.

Pour promouvoir I'accumulation de biomasse nécessaire en conditions anaboliques,
MTORC1 stimulera la biosynthese lipidique, nucléotidique et soutiendra également le
métabolisme énergétique en favorisant la glycolyse et en soutenant la biosynthése

mitochondriale3. La biosynthése lipidique étant cruciale pour la formation et I’expansion des
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membranes biologiques, I'activation de mTORC1 entrainera une stimulation de deux facteurs
de transcription clés pour la biogénése lipidique : SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein) et PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y)?l. Pour fournir les
composants nécessaires a la réplication de ’ADN et a la biogénése ribosomale, il a aussi été
démontré que mTORC1 promeut la synthése de purines et de pyrimidines pour la formation
de nucléotides, notamment via I'activation de la transcription de plusieurs enzymes clés dans
cette voie, comme la MTHFD2 (MethyleneTetraHydroFolate Dehydrogenase 2) et la CAD
(carbamoy!l phosphate synthetase). L'activation de mTORC1 stimulera également la
production d’énergie par I'utilisation du glucose par la glycolyse, pour, d’'une part produire de
I’énergie et, d’autre part rendre disponible les corps carbonés nécessaires a la biosynthese de
lipides et de nucléotides. Cette stimulation de la glycolyse en conditions d’activation est
notamment permise par |'activation du facteur de transcription HIF1a (Hypoxia-Inducible
Factor 1- a) qui entrainera la transcription d’enzymes clés de la glycolyse comme G6PD
(Glucose 6 Phosphate Dehydrogenase) ou PFKP (Phosphofructokinase, platelet type)??3?, mais

également de transporteurs de glucose pour favoriser son entrée dans la cellule3!. Enfin, par
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Figure 6 : Effets de I'activation de mTORC1 sur ces cibles en aval et fonctions cellulaires associées. Les fleches
vertes indiquent un effet stimulateur, les fleches rouges barrées un effet inhibiteur.

I’activation des facteurs de transcription PGCla (PPAR-y coactivator 1a) et YY1 (yin-yang 1),

mTORC1 contrdlera aussi la biogénése mitochondriale et le métabolisme énergétique33
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Enfin, cet anabolisme cellulaire induit sous I'activation de mTORC1 s’accompagne
d’une répression des processus cataboliques et, notamment, de 'autophagie, dans le but
d’éviter un cycle futile de dégradation des composés néosynthétisés?2. Ce processus permet
la dégradation des composants cellulaires anciens ou endommagés (dont les organites) afin
de recycler leurs constituants et les rendre a nouveau disponibles pour la cellule. Comme
I’activation de mTORC1 est la conséquence de conditions cellulaires favorables a I'anabolisme,
les processus autophagiques ne sont donc pas nécessaires a stimuler pour maintenir
I’'homéostasie cellulaire. mTORC1 réprimera cette voie via, notamment, la phosphorylation de
ULK-1 (UNC-5-Like autophagy activating Kinase) et de ATG13 (Autophagy-Related protein 13),
les rendant ainsi inactifs et stoppant alors la biogénése des autophagosomes34. mTORC1
réprimera également d’autres cibles de I'autophagie intervenant dans I'élongation et la
maturation des autophagosomes, comme par exemple en phosphorylant WIPI2 (WD repeat
domain Phosphoinositide-Interacting protein 2). Finalement, mTORC1 posséde un point de
contréle sur les processus cataboliques via la répression de TFEB/TFE3 (transcription factor
EB/E3), facteur de transcription promouvant I'expression de nombreux génes relatifs a la
biogénése lysosomale, a "autophagie et aux processus cataboliques3®. Evidemment, en
condition de carence nutritive et de désactivation de mTORC1, sa délocalisation du lysosome
entrainera une déphosphorylation de ces cibles et donc une activation de I'autophagie et une

inhibition des processus anaboliques.

En ressentant I'ensemble des facteurs énergétiques et nutritifs cellulaires, mTORC1
contrdle donc la balance entre anabolisme et catabolisme et promeut, lors de son activation,
une croissance cellulaire accrue, et ce, en grande partie, via la signalisation liée aux AA. Ainsi,
en plus de leur participation a la formation des protéines et au maintien du métabolisme
cellulaire, les AA, par leur présence, controlent de nombreux points de ’homéostasie globale

de la cellule.

b. Activation de la voie GCN2 par les acides aminés

Commeiillustré précédemment, la présence d’AA est cruciale pour de nombreux processus
cellulaires. Leur absence ou méme leur diminution intracellulaire constitue donc un stress
pour la cellule et une perturbation de 'homéostasie. Il est donc primordial pour une cellule

de pouvoir apprécier son pool intracellulaire d’AA. Ainsi, contrairement a la voie mTOR activée
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par la présence d’AA, la voie signalétigue GCN2 ressent I'absence d’AA et permet la mise en

place de mécanismes afin que la cellule puisse s’adapter a cette carence.

La Réponse intégrée au stress

GCN2 intervient dans une voie signalétique plus large nommeée la Réponse Intégrée au
Stress (RIS)%®, constituée de 4 kinases différentes (Figure 7). Bien que conservant des domaines
kinases homologues, ces 4 effecteurs possedent des domaines de régulation bien distincts et
permettent de répondre spécifiquement a des stress différents®’. La RIS est ainsi constituée
de GCN2, qui répond a la carence en AA, mais également de PKR (double-stranded RNA-
dependent protein kinase) répondant a l'infection virale, de PERK (PKR-like ER kinase)
répondant au stress du réticulum endoplasmique, et de HRI (heme-regulated elF2a kinase)

répondant a la carence en heme (Figure 7).

Lorsque ces 4 kinases ressentent leur stress associé, elles s’Thomodimérisent et s’auto-
phosphorylent, induisant leur activation et celle de la RIS qui, elle, converge en un seul et
méme point : la phosphorylation de elF2a (alpha subunit of eukaryotic translation initiation
factor 2) ; principal régulateur du complexe elF2 chargé d’initier la traduction des protéines
via la reconnaissance du codon « Start » des ARNm?3®, Cette phosphorylation de elF2a
engendre une inactivation du complexe elF2, inhibant ainsi la traduction cap-dépendante des
protéines. Cet arrét de la traduction globale permet de conserver I'énergie cellulaire pour des

fonctions essentielles et ainsi promouvoir la survie en condition de stress®.

En paralléle de cette inhibition de la traduction protéique globale, la phosphorylation de
elF2a permet la traduction d’ARNm spécifiques comportant une uORF (short upstream Open
Reading Frame)®’ dont la traduction ne nécessite pas une reconnaissance par le complexe
elF2 ; elle est basée sur une réinitialisation continue ou sur un recrutement direct des
ribosomes au site de traduction3®. La traduction de ces génes spécifiques permettra a la cellule
de faire face a cette situation de stress; I'un des effecteurs majeurs induits lors de cette
réponse est le facteur de transcription ATF4 (Activating Transcription Factor 4), qui ira par la

suite induire la transcription de genes cibles (Figure 7).

Une idée intéressante est que, bien gu’ils ressentent 4 stress bien distincts, les effecteurs
de la RIS convergent tous vers un méme point avec la phosphorylation de elF2a et I'induction

de ATF4. Malgré cela, en fonction de I'effecteur activé, une réponse spécifique est observée
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Figure 7 : Les 4 kinases de la RIS, activées par des stress différents, convergent vers le méme point : la

phosphorylation de elF2a et I'activation de ATF4. Les fleches vertes indiquent une action positive, la fleche rouge
barrée une action d’inhibition.

selon le stress occasionné : rétablir 'homéostasie lors d’une infection virale ne demande
effectivement pas les mémes ajustements que répondre a une carence en AA. Plusieurs
hypothéses ont alors été avancées pour expliquer cette sélectivité de réponse, malgré une
activation commune de la RIS. L'une des principales explications est que ATF4 induit la
transcription génique en formant un dimére, soit avec lui-méme, soit en s’associant a d’autres
facteurs de transcription. Bien que plus d’une centaine de partenaires potentiels pour ATF4
existe3?, une vingtaine a aujourd’hui été réellement décrite®®. Le choix de partenaire de
dimérisation d’ATF4 permet alors d’obtenir une réponse spécifique du stress

occasionné36:4041,

Cette réponse spécifique serait également favorisée par d’autres
mécanismes, par exemple la traduction préférentielle des ARNm majoritairement transcrits
sous un stress distinct, ou encore la présence de promoteurs et d’épissage de I'ARNm

alternatifs en fonction du stress activant la RIS*2.
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Bien que les 4 effecteurs de la RIS ordonnent des réponses spécifiques selon le stress
ressenti, ils partagent tout de méme des fonctions communes et peuvent alors agir en
coopération dans certains cas3®. Par exemple, GCN2 et PERK ont été démontrés comme
coopérant avec PKR en réponse a une infection virale?®4* De plus, des exemples de
« remplacement » ont été démontrés lorsque I'un des effecteurs était désactivé : par exemple

la désactivation de GCN2 entrainera une suractivation de PERK*" et vice versa*®*’.

Activation de GCN2 en condition de carence en AA

Comme évoqué précédemment, I'activation de la RIS via GCN2 prend place lors d’'une
carence en AA. Le mécanisme de détection de la carence se fait principalement par le ressenti
de I'accumulation des ARNt non chargés par GCN2, traduisant un manque en AA nécessaires
a la synthése protéique3®484°, Ces ARNt non chargés interagissent alors avec un domaine
spécifiqgue de GCN2 : le domaine relatif a I'histidyl-ARNt synthétase (HisRS), engendrant une
homodimérisation et un changement conformationnel de la kinase, qui permet son
autophosphorylation et la rend ainsi active® (Figure 8). Tous les ARNt non chargés peuvent
8tre ressentis par GCN24%°1, Cependant, les ARNt spécifiques aux AAE sont principalement

décrits pour se lier 8 GCN2, comme I’ARNt"s, ' ARNtYs, I’ARNt"? ou encore I’ARNt™™ 52,

Bien que la reconnaissance de I'accumulation des ARNt non chargés soit le mécanisme
principal et majoritairement décrit pour I'activation de GCN2 en carence, d’autres effecteurs
sont impliqués. Une autre kinase homologue a GCN2, GCN1 (General Control Non-
derepressible 1) est en effet cruciale pour l'activation de GCN2 par les ARNt car elle
permettrait leur recrutement et leur transfert vers I’HisRS*®4°, Une autre kinase homologue,
GCN20 (General Control Non-derepressible 20), aurait également une implication dans
I'activation de GCN2 par les ARNt. Cependant sa présence n’a pas encore été démontrée chez
les vertébrés ol aucun homologue n’a, a ce jour, été identifié*® *. En plus de GCN1 et GCN20,
de nouveaux éléments démontrent I'implication des ribosomes dans I'activation de GCN2. Il a
en effet été démontré in vitro que la liaison de GCN2 aux ribosomes (sur le domaine nommé
« P-stalk ») permettait son activation de maniére indépendante de la présence d’ARNt non

chargés®3. Malgré I'action majeure et principale des ARNt non chargés sur I'activation de

" La majorité des données sur I'activation de GCN2 sont obtenues chez la levure. Les homologues sont,
par la suite, retrouvés chez les modeles mammiféres (principalement).
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GCN2, il apparait alors que d’autres effecteurs sont impliqués dans ce processus. Toutefois,

leurs modes d’actions ainsi que leurs régulations restent encore a éclaircir®.

C%Q ARNt C%ﬂ C%n ARNt C%n
non chargés

chargeés

£ &
GCNZ2

inactif GCN2
actif

Phosphorylation
de elF2a

Ribosome

Figure 8 : Mécanisme d'activation de la kinase GCN2 ; par la présence des ARNt non chargés, ainsi que de ses
deux autres effecteurs.

Les AA sont les activateurs principaux de GCN2. Il a cependant pu étre démontré que
d’autres facteurs pouvaient activer cette voie, par exemple les radiations UV, 'augmentation
de la salinité ou une déficience en glucose3®>*. Bien que ces facteurs induisent la
phosphorylation de elF2q, il se pourrait que cela soit lié a des facteurs indirects associés a la
consommation d’AA: une consommation rapide de l'arginine pour la synthése d’oxyde
nitrique sous radiation UV3®, une consommation d’AA comme source d’énergie pendant une
déficience en glucose®*, une perturbation du transport des AA lors d’une élévation de la

salinité (référé plus tard, partie I.B.).

Transcription de génes cibles

L’acteur clé qui ordonnera la réponse de I'activation de la RIS est I'induction du facteur
de transcription ATF4. ATF4 fait partie des facteurs de transcription dits a « basic-region
leucine zipper » (bZIP) : la région basique permet l'interaction avec I’ADN et le domaine
« Leucine Zipper » 'interaction avec d’autres partenaires afin de former un homodimére ou
un hétérodimére®>%, Comme tout facteur de transcription, ATF4 reconnaitra et interagira
avec une région spécifique de I’ADN afin d’induire la transcription du gene cible. Cette région
spécifigue, nommée élément de réponse aux AA (ERAA, ou élément de réponse C/EBP-ATF)>’

a été premierement décrite comme déterminante a la surexpression du géne CHOP (C/EBP
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Homologous Protein) dépendante de la carence en AA*8, avant méme que le lien avec GCN2

et ATF4 ne soit établi>®>=®%, Cette région spécifique reconnue par ATF4 et sur laquelle il se fixera

ATF4

/A \ \
DA ERAAXDC Genes

|

Facteurs de transcription

REGHAL

Métabelisme Métabolisme
Balance Redox
Fonctions mitochondriales des AA Autophagie ApoplOSe
Transport
des AA
Maintien et Rétablissement Mort cellulaire

de I'nomeostasie cellulaire

Figure 9 : Transcription de génes cibles par ATF4 pour répondre a la carence en AA. ATF4 et son partenaire
reconnaissent I'élément de réponse aux AA (ERAA) sur lequel ils se fixent et induisent I'expression du géne cible.
Deux issues sont possibles lors de I'activation de GCN2 : si le stress est mitigé alors les genes transcrits
participeront au maintien et au rétablissement de I’homéostasie cellulaire ; si le stress est trop sévére alors
Pactivation de GCN2 induira la mort cellulaire. Adapté de Wortel et al., 2017° et Neill et Masson, 2023%°.

pour induire la transcription du géne cible est constituée d’une dizaine de nucléotides selon
un motif consensus (Figure 9). Les genes possédant cet ERAA sont nombreux et seraient
potentiellement plus de 16 000 chez les mammiféres®?, bien qu’aujourd’hui environ 200

soient réellement décrits3°.

Les genes ainsi préférentiellement transcrits par ATF4 permettront a I'organisme de
faire face au stress lié a la carence en AA. ATF4 est ainsi démontré comme activateur de génes

impliqués dans le métabolisme des AA, leur transport, mais également dans d’autres fonctions
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biologiques connectées, comme dans le maintien de la balance réduction-oxydation (Redox)
ou les fonctions mitochondriales (Figure 9)>>>’. ATF4 induira également I’expression d’autres
facteurs de transcription, notamment celle de CHOP ou de ATF3 (Activating Transcription
Factor 3), avec lesquels il pourra dimériser et apporter une réponse adaptée au stress liée a la
carence : avec ATF3 comme partenaire, ATF4 induira ainsi principalement des génes qui
permettront le rétablissement de I’homéostasie cellulaire, tandis qu’avec CHOP, ATF4 aura

plutdt tendance a induire des génes favorisant la mort ceIIuI\aire36.

ATF4 a également la capacité d’induire des genes a rétroaction négative sur la RIS,
comme TRB3 (Tribbles homolog 3) qui aura pour effet d’inhiber la transcription dépendante
de CHOP et ATF4, de maniére 3 affiner et atténuer la réponse de la RIS*°. Un autre géne sous
le contréle d’ATF4 qui a un effet négatif sur la RIS est GADD34 (Growth Arrest and DNA
Damage-Inducible Protein 34). Ce dernier, pourtant induit par ATF4, fait partie du complexe
chargé de la déphosphorylation de elF2a pour permettre la reprise de la traduction cap-
dépendante des protéines et, si le stress induisant la RIS est mitigé ou terminé, signer la fin de
celle-ci®®. Au contraire, si le stress activant la RIS dure dans le temps et se trouve trop
important pour garantir le maintien de I’homéostasie cellulaire, I'activation de cette méme

voie induira la mort cellulaire (Figure 9).

c. Dialogue entre mTOR et GCN2

Bien qu’offrant des réponses différentes a la disponibilité en AA, les voies signalétiques
MTOR et GCN2 orchestrent des réponses cellulaires en lien avec une méme famille de
nutriments. De cette maniére, plusieurs lignes d’évidences convergent sur des dialogues

possibles entre ces deux voies.

I a notamment été démontré que mTORC1 était désactivé lors d’'une carence en AA de
maniére GCN2 — ATF4 dépendante®, via I'induction de certaines cibles d’ATF4. Par exemple,
une activation de GCN2 en condition de carence induit I’expression de Sestrine 2, détecteur
de Leucine®. Le géne de Sestrine 2 posséde un ERAA dans sa région promotrice et
I'augmentation de sa présence en condition de carence entrainera alors une plus forte
inactivation de mTORC1, la déficience en leucine causée par la carence ne permettant pas
d’inhiber I'effet répresseur qu’exerce Sestrine 2 sur mTORC1. A noter que d’autres effecteurs

de mTORC1 sont induits de maniere GCN2 — ATF4 dépendante. C’'est, par exemple, le cas de
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4E-BP1, inhibiteur de la traduction globale des protéines, ou encore celui REDD1 (Regulated
in Development and DNA damage response 1), inhibiteur de mTORC1 répondant au statut
énergétique cellulaire®®. TRB3, une autre cible activée en situation de carence en AA via GCN2
— ATF4, est également considéré comme un régulateur de I’activation de mTOR, notamment
via son réle d’inhibiteur de la signalisation de I'insuline et des facteurs de croissance par AKT®”.
De cette maniére, méme si les autres facteurs activant mTORC1 sont présents, I'absence
stricte d’AA et I'activation de GCN2 permettront un contréle supplémentaire sur I'activation
de mTORCL1. Cette inactivation de mTORC1 via TRB3 est également impliquée dans I'activation
de 'autophagie et la mort cellulaire par apoptose®®, participant ainsi a I'issue de mort cellulaire
orchestrée par la RIS lors de stress séveres ou de longue durée. Des mécanismes GCN2
dépendants mais ATF4 indépendants ont également été reportés pour I'inhibition de mTORC1
par la carence en AA, ou les phosphorylations de GCN2 et elF2a seraient nécessaires a

I'inactivation précoce de mTORC1 en réponse a une carence en Arginine et Leucine®,

A l'inverse, il a aussi été démontré que I'activation de mTORC1 réprimait la voie GCN2 —
ATF4, notamment via la sous-expression de certains transporteurs d’AA activés par GCN2%%70,
MTORC1 réprime également la traduction de ATF4 de maniére 4E-BP1 dépendante, atténuant
ainsi son action en condition d’activation de la voie mTOR®®. Cependant, cette méme étude
met en lumiere un réle de I'activation de mTORC1 dans le contrdle de la stabilité de I’ARNm
d’ATF4 et de sa traduction, démontrant des relations fines entre mTORC1 et ATF4, dont les

roles restent encore potentiellement a éclaircir.

Enfin, une étude récente a mis en lumiére une interaction étroite entre GCN2 et mTORC1.
Ge et ses collaborateurs ont en effet démontré qu’en condition d’activation de GCN2 par
I'accumulation d’ARNt non chargés, |'autophosphorylation de la kinase entrainait la
phosphorylation de FBX0O22 (F-box only protein 22), protéine impliquée dans I'ubiquitination
de nombreuses cibles. Ainsi, la phosphorylation de FBX022 permet sa rétention
cytoplasmique et [l'ubiquitination (réversible) de mTORC1, induisant une perte de
reconnaissance de ces substrats, et son inactivation’!. La mise en lumiére de ce nouveau mode
d’action de GCN2 sur I'activation de mTORC1 permettrait également d’expliquer comment ce
complexe peut étre inactivé par n‘importe quelle carence en AA, et non ceux spécifiques aux

détecteurs aujourd’hui répertoriés.
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Du fait du réle des AA dans la constitution des protéines, au niveau métabolique mais
également en tant que molécules signales, leur présence intracellulaire et leur homéostasie
est cruciale a maintenir. Cependant, ces molécules ne peuvent diffuser librement a travers les
membranes biologiques. La présence et la régulation du pool intracellulaire d’AA sont, de ce
fait, principalement permises grace a l'existence de protéines transmembranaires

spécifiques : les Transporteurs d’Acides Aminés (TAA),
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II. Les Transporteurs d’Acides Aminés

A. Généralités sur le transport membranaire

La membrane plasmique cellulaire permet d’isoler le milieu intracellulaire du milieu
extérieur. Cependant, une cellule a besoin de communiquer avec I’extérieur, notamment pour
recevoir les molécules et nutriments essentiels a sa survie et rejeter ses déchets métaboliques.
Hormis pour les petites molécules comme le dioxyde de carbone ou le dioxygene capables de
diffuser librement a travers la membrane, I'absorption des molécules essentielles a la vie
comme l'eau, les ions et les nutriments est permise grace a la présence de transporteurs
insérés dans la membrane plasmique’?. L'importance biologique des transporteurs et leur réle
dans I'hnoméostasie cellulaire sont illustrés par le fait qu’ils représenteraient environ 10% des

génes codés par le génome humain’.

Deux types de transport sont différenciés : les transports actifs et passifs de ces molécules
essentielles (Figure 10). Le transport passif consiste en une diffusion facilitée du composé dans
le sens de son gradient de concentration a travers le transporteur; c’est le cas pour
I'absorption de I'eau a travers les aquaporines, d’ions inorganiques a travers les canaux
ioniques, mais aussi pour 'absorption de certains sucres et AA”3. A l'inverse, le transport actif
permettra I'absorption d’'un composé contre son gradient de concentration, mais nécessitera
un couplage énergétique a son absorption’?, le type de couplage énergétique permettant de
distinguer les transports actifs primaire et secondaire. Le transport actif primaire nécessite un
couplage avec I’ATP pour I'absorption du composé, ce qui est le cas des pompes ioniques et
des transporteurs de la famille ABC (ATP-Binding Cassette), pour lesquels I'hydrolyse de I’ATP
permettra I'absorption d’ions, de sucres ou de lipides. Ce pompage des ions par les
transporteurs actifs primaires permettra alors aux transporteurs actifs secondaires d’absorber
leur substrat, dont [I'absorption de certains AA, qui se fera grdce au gradient

électrochimique’3.

Bien que I'absorption des AA dépende de transports passifs et actifs secondaires, les
Transporteurs d’Acides Aminés (TAA) appartiennent tous a une méme famille de protéines :

la famille des SLC (SoLute Carrier). Cette famille génique, largement conservée chez les
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Figure 10: Les différents types de transporteurs permettant I'absorption des molécules essentielles a la cellule.
Les différentes modalités d'absorption retrouvés chez les SLC sont détaillées. ATP : Adénosine Triphosphate, ADP :
Adénosine Diphosphate

organismes vivants, des procaryotes aux eucaryotes’4, constitue la plus grande famille de
transporteurs transmembranaires d’une cellule. Elle est chargée de I'absorption d’un large
spectre de molécules (ions, sucres, AA, etc.) dont les transporteurs représentent plus de 450
membres différents, classés en plus de 50 sous-familles distinctes. La famille des SLC
représente également la deuxieme plus grande famille de protéines membranaires codée par

le génome humain’>,

Malgré l'identification de ce grand nombre de membres et de sous-familles, un manque
accru de connaissances entoure aujourd’hui la famille des SLC. Comme illustré sur la figure 11,
la famille des SLC constitue I'une des familles de protéines les moins étudiées, avec un faible
nombre de publications mais, surtout, la famille de protéines la plus asymétrique : I'effort de
publication est, depuis des décennies, focalisé sur seulement quelques membres de la famille,
alors que la moitié des SLC n’ont fait I'objet que d’une quinzaine de publications, ou moins’>.
La question légitimement posée est alors de comprendre pourquoi les SLC sont si peu étudiés
et caractérisés. A cela, plusieurs hypotheses ont été avancées. Les premieres raisons seraient
qgue, en plus de leur grand nombre, il s’agit de protéines membranaires, de relative faible
abondance’?, rendant I'étude de leur structure et propriétés physico-chimiques difficiles ;
ainsi que leur purification et leur identification en spectrométrie de masse peu aisées. De plus,
bien que le spectre de composés transportés soit large, il est évident que, sur plus de 450
membres, des redondances de substrat existent entre les différents transporteurs. C'est
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principalement pour cela qu’étudier le réle biologique d’'un transporteur donné devient
difficile a appréhender, du fait des spécificités chevauchantes des autres transporteurs et de

leur potentiels effets compensatoires’>.
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Figure 11 : Asymétrie de publication en fonction du nombre moyen de publication pour les principales familles de
protéines connues chez les mammiféres. La taille de chaque cercle indique le nombre de membres dans la famille,
Les ronds rouges indiquent des protéines transmembranaires, les ronds bleus des protéines cytosoliques. Le détail du
nombre de publication pour chaque géne SLC est donné dans le rectangle en haut a gauche, ot la moitié des membres
représentent moins de 15 publications ; d’aprés César-Razquin et al.,”.

L'effort de recherche sur la famille de SLC reste nécessairement a approfondir’®,
particulierement en sachant que les substrats d’un tiers des SLC humains identifiés sont

encore aujourd’hui inconnus’®7!,

B. Classification des Transporteurs d’Acides Aminés

Les TAA appartiennent donc a la famille des SLC, subdivisée en plusieurs sous-familles. Un
géne est attribué a une sous-famille de SLC s'il présente une identité de séquence protéique
d'au moins 20% avec un autre membre de la famille’®. Sur la soixantaine de sous-famille de
SLC aujourd’hui identifiées, les TAA se regroupent dans 13 d’entre elles. Selon Ia
nomenclature, le nom de tous les génes codant pour un transporteur SLC commence par ces
trois lettres, suivi du nombre associé a la sous-famille (par exemple SLC1 par la famille n°1, ce
nombre associé a la sous-famille étant généralement lié a I'ordre de découverte’’), suivid’une

lettre pour subdiviser la sous-famille (dans le cas des TAA, aucune différenciation n’est réalisée
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au sein des sous-familles et tous les génes porteront la lettre A) et enfin terminé par le nombre
spécifique a chague membre (ainsi SLC1A1 et SLC1A2 appartiennent a la méme sous-famille

mais constituent deux génes codant pour deux transporteurs distincts)’3.

Bien que cette classification en famille de SLC ait permis une harmonisation de la
nomenclature des transporteurs membranaires, il est a noter qu’elle supplante I'ancienne
classification des TAA qui se faisait par systemes’®. Précédemment, les TAA étaient divisés en
une vingtaine de systemes différents, en fonction de leur spécificité de substrat, leur
saturabilité, leur comportement cinétique, leur mode énergétique ou encore leur mécanisme
de régulation’. Par exemple, les signes — ou + d’un systéme indiquent la charge des AA
transportés (— pour les anioniques et + pour les cationiques)’®®, les lettres indiquant
généralement I’AA/groupe d’AA majoritairement transportés par un systéeme (ASC = alanine,
sérine, cystéine, N = asparagine, etc.)®18 *. Cette ancienne classification, bien que peu
harmonieuse et ne prenant pas en compte les autres types de transporteurs (de sucres ou
d’ions par exemple) donnait de plus amples informations quant aux propriétés propres a un
TAA. Aujourd’hui par exemple, sur la base de leur homologie de séquence, SLC1A3 (EAAT1) et
SLC1A4 (ASCT1) se retrouvent dans la méme sous-famille de SLC, alors que, pourtant, leurs
propriétés de transport sont tres différentes (Tableau 2). C'est pour cette raison que le
Tableau 2, répertoriant les 75 TAA identifiés a ce jour chez les mammiféres, comporte

également les anciens systémes de classification, lorsque ces derniers sont connus.

" A noter également que ces systémes permettaient de décrire le transport des AA (AA concerné,
dépendance aux ions, sensibilité aux inhibiteurs, etc.) avant que les protéines codant pour les TAA
soient identifiées. Ce n’est que plus tardivement que les TAA ont été assignés aux systemes auxquels
ils appartenaient, premiérement décrit’®. Des informations complémentaires sur les mécanismes des
différents systémes peuvent étre retrouvé dans ces revues dédiées’”8*,
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Tableau 2 : Classification de tous les TAA connus, a ce jour, chez les mammiferes. Catégorie : A=anionique,
C=cationique, N=neutre, T=traffiking. Type de transport: S=symport, T=traffiking, U=uniport, A=antiport.
Localisation cellulaire : MP=membrane plasmique, L=lysosome, Mt=mitochondrie, VV=vésicule. Pour les systémes,
—indiquent une non caractérisation ; pour la dépendance aux ions, — indiquent une indépendance ; les ? signifient
I'absence données.

Type de Localisation Dépendance

Famille Acronyme Systeme  Catégorie Substrat Expression  Refs
transport cellulaire aux ions

slclal EAAT3 X'aG A S MP Asp,Glu  3Na*1H*1K*  Ubiquiste 85
slcla2 EAAT2 X a6 A S MP Asp, Glu  3Na* 1H*1K* Cerveau 86
slc1a3 EAAT1 X a6 A S MP Asp,Glu  3Na* 1H*1K* Cerveau 86
Ala, Ser, -
slclad ASCT1 ASC N A MP ac ser Na* Ubiquiste 87
SLC1 y
Ala, Ser,
slc1as ASCT2 ASC N A MP, L, Mt Cys, Thr, Na* Ubiquiste 87
Gln
slcla6 EAAT4 X a6 A S MP Asp, Glu  3Na* 1H*1K* Cerveau 86
C ’
sicla7  EAATS Xac A s MP Asp,Glu  3Na* 1H* 1K+ e 88
retine
Rein, Foie, 89
slc3al rBAT - T T MP ,
Sous-unités lourdes des Intestin
sLc3
TAA hétérodimériques
slc3a2 4f2hc = T T MP, L Ubiquiste 89
slc6a2 Gatl B N S MP GABA 2Na* 1€l Cerveau 20
slc6a5 GlyT2 Gly N S MP Gly 3Na* 1Cl Cerveau =
SLC6
slc6ab TAUT B N S MP Tau, GABA  2Na* 1Cl Ubiquiste 92
C 7
slc6a7 PROT - N S MP, V Pro 2Na* 1CF -erveau 93
intestin

28



slc6a9 GlyT1 Gly N MP Gly 2Na* 1cl Cerveau a1
slc6all Gat3 B N MP GABA 2Na* 1CI Cerveau <o
C ,
sicéal2  BGTL B N MP GABA 2Na* 1CF erveau 9
Foie, Rein
C ’
slc6al3 Gat2 B N MP GABA 2Na* 1CF erveas %
Foie, Rein
tous les
slc6ald ATBO* BO+ N/C MP AAN et 2Na* 1Cl Ubiquiste 94
AAC
Pro, Leu,
slc6als BOAT2 B? N MP Val, Met, 1Na* Cerveau 95
lle
B°AT3 Pro, Leu,
slc6al7 / BO N MP, V ro.-eu 2Na* 1CF Cerveau 95
NTT4 Gly, Ala
XT2/ 95
slc6al8 Gly N MP Gly, Ala 2Na* 1Cl Rein
BOAT3
t | Intestin,
slc6al9  BPATI BO N MP ousfes 1Na* ntestin 95
AAN Rein
Cerveau,
slc6a20 SIT1 IMINO N MP Pro 2Na* 1CI Intestin, 95
Rein
Arg, Lys,
sic7al CAT1 v C MP 8 Lys - Ubiquiste 96
Orn
Arg, Lys,
slc7a2 CAT2 vyt C MP r(g) & - Ubiquiste 9%
rn
SLC7
Arg, Lys,
slc7a3 CAT3 vt C MP 8 1yS - Ubiquiste 9
Orn
slc7a4 CAT4 v C MP, L ? = Ubiquiste 9
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His, Met,

LAT1/ Leu, lle, o 97
slc7a5 L MP, L - Ubiquiste
4f2hc Val, Phe,
Tyr, Trp
A ) L ’ .
y'LAT2/ = Ys Intestin, 08
slc7a6 y'L MP Gln, His, INa* . .
4f2hc Rein, Foie
Met, Leu
Arg, Lys, Intestin,
y'LAT1/ . Gln, His, . Rein, Foie, o8
slc7a7 4F2he y'L MP Met, Leu, INa macrophage
Ala, Cys s
Rein,
LAT2/ Tous les c§rveau, .
slc7a8 L MP AAN sauf - Foie, rate,
4f2hc .
Pro rein,
intestin
BO+AT, Arg, Lys, Intestin,
slc7a9 / BO* MP &Ly - restin, 89
rBAT Orn, Cn Rein, Foie
Gly, Al Ti
Asc-1/ Y, Ala, !ssus o
slc7al0 asc MP Ser, Cys, - Adipeux,
4f2hc
Thr cerveau
Foie,
xCT, Asp, Glu, macrophage
slc7all / Xc MP P - phag 100
4f2hc Cn , cerveau,
rein
Gly, Ala,
slc7a12 Asc-2 asc MP Ser, Cys, - Rein 89
Thr
AGT1/rB . 89
slc7a13 - MP Asp, Glu - Rein
AT
Arg, Lys, 101,
slc7al4 - c L Orn, - Cerveau 6
GABA
slc16a6 MCT7 - MP Tau - Ubiquiste 103
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Trp, Tyr,

SLC16  ic16a10 TAT1 T MP e - Ubiquiste 104
slc17a6  VGLUT2 - Y, Glu - Cerveau 105
sLc17 slc17a7  VGLUT1 - v Glu = Cerveau 105
Cerveau, 105
slcl7a8  GVLUT3 - \Y; Glu - S
Foie, Rein
Arg, Lys, 106,
slc25a2 Oornt2 - Mt His, Orn, - Ubiquiste o
Cit
slc25a12 AGC1 - Mt Asp, Glu H* Ubiquiste 108
slc25a13 AGC2 = Mt Asp, Glu H* Ubiquiste 108
Arg, Lys,
slc25a15 Orntl - Mt His, Orn, H* Ubiquiste 106
Cit
sLc25  slc25a18  GC2 - Mt Glu H* Ubiquiste 109
slc25a22 GC1 - Mt Glu H* Ubiquiste 109
slc25a26 SAMC = Mt SAM = Ubiquiste 110
Arg, Lys,
slc25a29  Ornt3 - Mt 6 1ys ; Ubiquiste 111
His, Orn
slc25a38 = = Mt Gly = Ubiquiste 106
Val, lle,
slc25a44 - - Mt anfe - Ubiquiste 112
Leu
SLC32 slc32al VIAAT - Vv Gly, GABA H* Cerveau 113
SLC36 L Gly, Pro, . o 114
slc36al PAT1 imino MP, L Ser H Ubiquiste
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slc36a2

slc36a3

slc36a4

PAT2

PAT3

PAT4

imino

imino

imino

MP

MP

MP,L

Gly, Pro,
Ser

Trp, Pro,
Ala

H+

Ubiquiste

Testicules

Ubiquiste

114

114

114

SLC38

slc38al

slc38a2

slc38a3

slc38a4

slc38a5

slc38a6

slc38a7

slc38a8

slc38a9
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SNAT1

SNAT2

SNAT3

SNAT4

SNAT5

SNAT6

SNAT7

SNATS8

N/C

MP

MP

MP

MP

MP

MP

MP, L

MP

Gly, Ala,

Asn, Cys,

Gln, His,
Met

Gly, Pro,
Ala, Ser,
Cys, Gln,
Asn, His,
Met

Gln, Asn,
His

Gly, Ala,
Ser, Cys,
Gln, Asn,
Met, Arg,
Lys

Gln, Asn,
His, Ala

Gln, Glu

Gln, Asn,
His, Ala,
Ser, Asp

Gln, Ala,
Arg, His,
Glu

Phe, Leu,
lle, Trp,
Met, Tyr,
Val, Pro

Na*

Na*

Na* H*

Na*

Na* H*

Na*

Na*

Na*

Ubiquiste

Ubiquiste

Foie,
Cerveau,
pancréas

Foie, Rate

Ubiquiste

Ubiquiste

Ubiquiste

Cerveau

Ubiquiste

115

115

115

115

115

115

115,

116

117
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Gln, Glu,

slc38a10  SNAT10 = N U MP, RE, G e = Ubiquiste 119
slc38a1l - - N A ? ? H* Ubiquiste 115
Leu, lle,
slc43al LAT3 L N U MP Met, Phe, - Ubiquiste 120
Val
sLc43
Leu, lle,
slc43a2 LAT4 L N U MP Met, Phe, - Ubiquiste 120
Val
Ser, Ala, o 121
slc56al SFXN1 - N u Mt Cys - Ubiquiste
SLC56
slc56a2 SFXN2 - N U Mt Ser - Ubiquiste 121
slc56a3 SFXN3 = N U Mt Ser = Ubiquiste 121
Arg, Orn,
slc66al palc2 - C U L &= - Ubiquiste 122
His, Lys
SLC66
slc66a4 CTNS = N S L Cn H* Ubiquiste 123

Comme illustré dans le Tableau 2, un organisme mammiféere comporte donc au moins
75 TAA différents pour orchestrer I'absorption, I’échange inter-organes et inter-organelles des
20 AA protéinogenes. Cela met en lumiere une certaine redondance de leur fonction :
plusieurs TAA ont des substrats identiques. Cependant, cette notion de redondance peut étre
nuancée par plusieurs points. Premiérement, bien que certains TAA soient ubiquistes et
retrouvés dans tout type cellulaire, d’autres possedent des localisations bien plus
spécifiques'?®. Pour ne citer qu’un exemple, GlyT2, transporteur de Glycine, est
majoritairement retrouvé dans le cerveau car impliqué dans la neurotransmission?®?, alors que
BOAT1, transporteur d’AA neutres, et donc de glycine, est, quant a lui, majoritairement
retrouvé dans l'intestin ou il est chargé de I'absorption des AA issus de la digestion des
protéines!?>. De plus, certains TAA sont spécifiques a des organelles tandis que d’autres sont

126

uniguement retrouvés a la membrane plasmique'<®, reflétant donc des fonctions biologiques

bien distinctes malgré la possibilité de substrats identiques. Enfin, il est aussi possible de noter
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que certains TAA auront une expression et une fonction différentielles au cours du

développement de I'organisme!?’.

Une autre notion permet de nuancer l'aspect de redondance des TAA évoqués
précédemment. Par exemple, les TAA possedent généralement des propriétés de transport
différentes selon I’AA considéré et, bien qu’ayant des substrats identiques, deux TAA ne
transporteront pas le méme AA a la méme vitesse et avec la méme saturabilité’®. Ces subtilités
d’affinité de transport permettent alors de différencier les TAA selon leur fonctionnalité
d’absorption. Par exemple, LAT1, ASCT2 et y*LAT2 sont considérés comme des Harmoniseurs
car ils permettent I'absorption rapide de la majorité des AA protéinogenes. Etant donné leur
qualité d’échangeurs, qui nécessite donc la sortie d’'un AA contre I'entrée d’un autre, ces
Harmoniseurs sont dépendants de Chargeurs comme SNAT1 ou CAT1, dont le réle sera
d’accumuler des AA cytosoliques qui serviront a I'échange par les Harmoniseurs. Finalement,
cette accumulation d’AA cytosoliques par les Chargeurs sera, quant a elle, limitée par des
Contréleurs, comme SNAT3 ou LAT3, TAA a faible affinité de transport et permettant
généralement l'efflux d’AA, qui préviendront ainsi une accumulation excessive d’AA
intracellulaires'?®. Cette connexion entre les TAA pour I'absorption des AA démontre la
concertation nécessaire entre ces transporteurs pour finement contréler I’lhoméostasie

cellulaire des AA.

Ces subtilités de substrat, de localisation cellulaire et intracellulaire des TAA
démontrent la finesse des mécanismes nécessaires pour assurer le controle de ’lhoméostasie
cellulaire de tous les AA et leur mobilité au niveau de la cellule. Le role central des AA pour un
organisme vivant suggére également une participation de leur transporteur dans le contréle

et la régulation de nombreuses fonctions biologiques.

C. Roles biologiques des TAA

a. Implication des TAA dans I'absorption intestinale des AA

La fonction biologique liée aux TAA qui semble la plus évidente est leur implication dans
I'absorption des AA provenant de l'alimentation. Une fois ingérées par I'organisme, les
protéines alimentaires sont digérées pour libérer les AA qu’elles contiennent et les rendre

disponibles a I'absorption. Bien que des transporteurs de di- et tri-peptides existent a la
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membrane des entérocytes!?®, la quasi-totalité des protéines sont hydrolysées sous forme
d’AA libres dans la lumiére intestinale, notamment grace a la présence de peptidases situées

sur la bordure en brosse des entérocytes'?® ",

Pour assurer I'absorption de I'ensemble des AA alimentaires, les entérocytes possedent
un set de différents TAA, permettant leur captage de la lumiéere intestinale par la face apicale,
jusqu’a leur efflux par la face basolatérale vers le sang et les autres tissus/organes de
I’organisme. De maniere schématique, ce flux vectoriel d’AA de la muqueuse intestinale vers
le sang via les entérocytes est permise grace a des TAA spécifiques retrouvés sur la face apicale
qui utilisent le gradient électrochimique de sodium des entérocytes pour absorber les AA et
les accumuler dans le cytosol. Grace a cette accumulation cytosolique, les AA pourront alors
utiliser la diffusion facilitée par d’autres TAA spécifiques, assurant leur efflux et leur passage
dans le sang. Ce mécanisme schématique est particulierement vrai pour I'absorption des AA
neutres par B°AT1 ou SIT1 par exemple (Figure 12), mais des spécificités incombent tout de
méme a I'absorption des AA cationiques et anioniques. L'absorption des AA cationiques est
majoritairement, si ce n’est exclusivement, dépendante d’échangeurs comme B%*AT a la face
apicale et y*LAT1 a la face basolatérale (Figure 12), nécessitant un couplage avec des AA
neutres pour leur absorption et leur efflux'?>. Pour les AA anioniques, leur absorption par la
face apicale est aussi dépendante de la force motrice ionique, mais leur efflux basolatéral est
guasiment inexistant car la grande majorité du glutamate absorbé est directement métabolisé
sous forme d’a-kétoglutarate par les entérocytes et utilisé comme source d’énergie’’. Des TAA
anioniques sont tout de méme retrouvés a la face basolatérale des entérocytes pour assurer

I’efflux minime restant, notamment grace a EAAT2 ou EAAT3™.

" La majorité de I'absorption des AA alimentaires se fait dans 'intestin gréle, bien qu’une partie plus
minime des AA soit aussi absorbée par le gros intestin. Cependant, cette absorption tardive le long du
tractus digestif représente moins de 10% de I'absorption journaliere d’AA et est principalement liée a
I'absorption de sécrétions endogenes comme par exemple les AA générés par le microbiote
intestinal'?.

" Le set de TAA décrit ici représente le set « classique » retrouvé dans l'intestin gréle des mammiféres
pour I'absorption des AA. A noter que ce set varie le long du tractus digestif, ou certains TAA n’auront
pas la méme abondance (par exemple ASCT2 est trés peut retrouver dans l'intestin gréle mais
fortement exprimé dans le gros intestin). De méme, ce set de TAA peut varier d’'une espéce a l'autre,
notamment en comparaison a des espéces herbivores comme le lapin”’.
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Figure 12 : Transporteurs d'Acides Aminés impliqués dans I'absorption intestinale des AA. Le set de
transporteurs difféere de la face apicale de la face basolatérale mais permet un flux vectoriel d'AA de la muqueuse
intestinale vers le sang, ou les AA ainsi absorbés seront ensuite envoyés vers I’ensemble des organes.

Ce set de TAA spécifiques aux entérocytes représentés sur la Figure 12 permettra
I'absorption de I'ensemble des AA protéinogénes provenant de I'alimentation. Ces AA seront
alors redistribués par I'intermédiaire du sang a tous les tissus et organes pour leur utilisation
spécifique. Une grande partie des AA rejoindront le foie, organe le plus métaboliqguement actif
a leur égard, tandis que d’autres, par exemple, rejoindront le cerveau ou plusieurs AA sont

impliqués dans la neurotransmission.

b. TAA et neurotransmission

Certains AA, notamment le glutamate (Glu) et son produit carboxylé, le GABA, constituent
des neurotransmetteurs clé du systéme nerveux central car impliqués dans la
neurotransmission des potentiels d’action. Bien que divergeant par leur réle (la
neurotransmission glutamatergique est excitatrice alors que la neurotransmission

GABAergique est inhibitrice), ces deux voies possedent des mécanismes communs dans
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lesquels les TAA jouent un role clé®®1?4, Le Glu et le GABA sont chargés dans des vésicules
synaptiques grace a des TAA spécifiques, VGLUT1-3 et VIAAT respectivement. Lorsqu’un
potentiel d’action est ressenti, le Glu et le GABA sont libérés dans la fente synaptique et se
fixent sur leur récepteur pour transmettre le potentiel, qu’il soit inhibiteur ou excitateur.
Comme une accumulation de ces AA dans la fente synaptique est toxique, un recaptage rapide
par les astrocytes est permise grace a d’autre TAA : EAAT2 pour le Glu'3® et Gat1/2 pour le
GABA®Y. Ces AA ainsi capturés par les astrocytes seront alors convertis en glutamine, avant de
rejoindre a nouveau les neurones présynaptiques a 'aide d’autres TAA tels que SNAT2 et

SNAT3, dans le but de maintenir un pool de neurotransmetteur constant.

Bien que minoritaires, d’autres AA co-agonistes de la neurotransmission glutamatergique
sont fortement dépendants de la présence de TAA, comme par exemple la Glycine, recaptée

par GlyT1 et GlyT2°%, ou encore Asc-1, chargé du captage de la D-Sérine®3?,

c. Implication des TAA dans le développement

Pour déterminer le rble biologique d’'un TAA, plusieurs études se sont intéressées aux
conséquences biologiques de la perte de son expression. Ces études ont alors mis en lumiére
qgue, chez le modele murin, la perte de fonction de plusieurs TAA engendrait un retard de
croissance intra-utérin important et un taux de survie faible a la naissance. C'est par exemple
le cas de SNAT2132, LAT4133, Asc-1131, LAT1'3* ou encore CAT1'%. Il apparait en effet que la
présence de ces TAA au niveau embryonnaire est essentielle pour le développement optimal
de l'organisme, tant pour 'alimentation de 'embryon et sa prolifération3® que pour son

développement en blastocyste.

d. Implication des TAA dans la réponse immunitaire

Les TAA sont également reconnus comme des acteurs importants dans la réponse
immunitaire et inflammatoire. Que ce soit pour les cellules de I'immunité innée ou acquise, il
apparait que les TAA ont un role déterminant dans la différenciation et I'activation des
macrophages et des cellules T37138 Ce r6le déterminant dans la réponse immunitaire
guestionne de plus en plus sur les mécanismes qui gouvernent cette action des TAA et AA.
Plusieurs faisceaux d’arguments pointeraient sur la participation de I'activation de
mTORC1%*°, qui posséde, dans I'activation des cellules T, un réle important qui, comme illustré

précédemment, est trés dépendant des AA pour son activation. Outre I'activation de mTOR
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par les AA, il apparait également que les TAA eux-mémes jouent un role dans I'activation de
mMTOR ; que ce soit en lien avec la réponse immunitaire, comme le démontre une étude
récente placant EAAT2 au centre de I'activation de la réponse immunitaire via mTOR*?, mais

aussi, plus généralement, dans I'activation de mTORC1.

e. Les TAA intracellulaires

Cette premiere partie relatant les réles des TAA dans diverses fonctions biologiques s’est
principalement intéressée aux TAA retrouvés a la membrane plasmique des cellules,
constituant, en terme de nombre, le groupe de TAA majoritairement étudié. Cependant,
comme évoqué précédemment, certains TAA possédent des localisations intracellulaires,
principalement au niveau lysosomal et mitochondrial. Du fait de cette localisation
subcellulaire, leur étude est rendue plus difficile et, de ce fait, moins de données sont
généralement disponibles pour ces classes de TAA. Il apparait cependant que ces derniers
possedent des réles fondamentaux dans le maintien de I’homéostasie cellulaire : la plupart
des TAA lysosomaux ont des rdles relatifs a I'activation de la voie mTORC1, alors que les TAA

mitochondriaux jouent un role décisif dans le maintien du métabolisme énergétique.

Focus sur les TAA lysosomaux

Les lysosomes sont les organelles dans lesquelles les éléments cellulaires obsoletes ou
endommagés sont dégradés de maniere a rendre leurs constituants a nouveau bio-disponibles
pour la cellule. Les protéines ainsi dégradées par les lysosomes permettent une régénération
du pool intracellulaire d’AA. Ces derniers devront alors sortir du lysosome pour étre utilisés
dans le cytosol, nécessitant donc la présence de TAA a la membrane lysosomale. Les
lysosomes étant aussi le lieu d’activation de la voie mTORC1, des faisceaux d’arguments
tendent a démontrer que ces efflux d’AA par les TAA lysosomaux jouent un réle central dans

I'activation de mTORC1 dépendante des AA.

Sur le pool de TAA retrouvés a la membrane lysosomale, certains sont spécifiques a
cette organelle, comme, par exemple, PQLC2?2, CTNS*! ou SLC38A9'!8, D’autres TAA,
majoritairement retrouvés a la membrane plasmique peuvent également, dans une moindre
mesure, avoir une localisation lysosomale. C’est, par exemple, le cas de PAT14?, EAAT2140,
ASCT2 et LAT1%3, dont le réle dans I'activation de mTORC1 a également été démontré. Bien

gu’aucun lien n’ait été établi avec I'activation de mTORC1, d’autres TAA originaires de la
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membrane plasmique ont aussi été identifiés a la membrane lysosomale, comme par exemple
SNAT7!%€, Cat2, ou encore SNAT44, Ce pool de différents TAA a la membrane lysosomale
permet ainsi I'efflux de I'ensemble des AA lysosomaux vers le cytosol, stimulant notamment

I’activation de mTORC1 dépendante des AA (Figure 13).
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Figure 13 : Ensemble des TAA retrouvés a la membrane lysosomale permettant I'efflux d'AA. Les TAA
influengant l'activation de mTOR sont mis en lumiére, avec une séparation des TAA lysosomaux stricts et
facultatifs.

La plupart de ces TAA lysosomaux impliqués dans I'activation de mTORC1 ont été
démontrés comme interagissant physiqguement avec les complexes V-ATPase, Rags ou
Ragulator ; ce faisant, I'efflux d’AA des lysosomes par ces TAA permettra une activation de
proximité de mTORC1, que ce soit par SLC38A94>,PQLC214¢, CTNS'23141 ou PAT1'%. Bien que
possédant une réponse finale commune, a savoir la participation a I'activation de mTORC1, ce
set de TAA lysosomaux ne posséde pas les mémes mécanismes d’activation. Par exemple,
PQLC2 est démontré comme impliqué dans I'activation de mTORC1 dépendante des AA, ici

cationiques, mais de maniere Rag-GTPase indépendante, via le recrutement de C9orf72
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(Chromosom 9 open reading frame 72), un autre régulateur de mTORC1 impliqué dans le
contréle de I'autophagie'#®. SLC38A9 est, quant a lui, nécessaire a I'activation de mTORC1
dépendante de [I'arginine: la liaison de larginine au TAA induit un changement
conformationnel de ce dernier, permettant |'efflux d’AAE comme la leucine du lysosome et
I’activation de mTORC1*, Cette idée de changement conformationnel d’un TAA permettant
une signalisation précise a alors permis I'émergence du terme « Transcepteur », désignant un
TAA qui, en plus de son role de transporteur, fait également office de récepteur et est
impliqué dans des voies signalétiques clés>%'26, C’est le cas de SLC38A9, qui peut étre qualifié
de transcepteur. PAT1, autre TAA lysosomal®, est également considéré comme tel car sa
présence est nécessaire a [l'activation de mTORC1 dépendante des AA, a priori
indépendamment de ses capacités de transport!®®142, SLC38A9 et PAT1 ont aussi été
démontrés comme coopérant pour l'activation de mTORC1 : la perte de I'un ou l'autre
entraine une diminution de I'activation du complexe mais également de I'expression de son
partenaire TAA2, Finalement, ASCT2 et LAT1 ont aussi été démontrés comme nécessaires
pour I'activation de mTORC1 dépendante des AA, notamment grace a leur coopération pour

I'efflux de leucine des lysosomes!*3,

Ainsi, la présence de TAA a la membrane lysosomale apparait décisive dans
I’'homéostasie des AA, en rendant a nouveau disponibles les AA issus de la dégradation
lysosomale, mais aussi grace a leur participation a I'activation de mTORC1 et donc, in fine, a

I’anabolisme cellulaire.

Focus sur les TAA mitochondriaux

Une autre organelle pour laquelle la présence de TAA a sa membrane est
fondamentale est la mitochondrie, ou I'’échange d’AA permettra de soutenir le métabolisme
intermédiaire, a travers l'alimentation du métabolisme énergétique, mais aussi le bon

déroulement de voies métaboliques clés™. La grande majorité des TAA mitochondriaux

" PAT1 a initialement été identifié & la membrane lysosomal, notamment grace a son implication dans
I"activation de mTORC1. Ce n’est que plus tardivement que son expression a la membrane plasmique
a été démontrée, ou il joue un réle plus général dans I'absorption des AA, notamment au niveau
intestinal®®’,

" Tous les TAA mitochondriaux décrit dans cette partie sont retrouvés a la membrane mitochondriale
internel®, Les AA passeront la membrane mitochondriale externe grace a un canal membranaire
nommé VDAC (voltage dependent anion-selective channel), peu sélectif et permettant le passage de la
grande majorité des métabolites nécessaires a la mitochondrie, dont les AA®3,
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appartient a la sous-famille SLC25, regroupant la quasi-totalité des transporteurs relatifs a
cette organelle. Il s’agit, par ailleurs, de la sous-famille de SLC la plus grande qui regroupe plus
de 50 membres différents’*. Les TAA mitochondriaux sont trés spécifiques en termes de
conformation et de structure, en comparaison des autres SLC. C'est pourquoi, contrairement
a certains TAA de la membrane plasmique pouvant également étre exprimés a la membrane

lysosomale, tous les TAA mitochondriaux semblent exclusifs a cette organelle®>>.

L'un des principaux roles des TAA mitochondriaux est de garantir un lien entre les voies
métaboliques se déroulant dans le cytosol et dans la mitochondrie, di a la
compartimentalisation de plusieurs enzymes clés?>. Cest, par exemple, le cas des
transporteurs Orntl-3, permettant I’échange de citrulline et d’ornithine depuis la matrice
mitochondriale qui, comme illustré précédemment, constituent deux AA clés du cycle de
I'urée pour la dégradation des AA et I'excrétion d’urée’®109 (Figure 14). De la méme maniére,
AGC1/2 échangent de maniere obligatoire du glutamate contre de 'aspartate et permettent
alors le maintien de la navette malate/aspartate qui, en coopération avec le transporteur de
malate SLC25A11, permettra le « transfert » d’équivalents réduits NADH+H"* vers la matrice

mitochondriale%®1% (Figure 14).

D’autres TAA mitochondriaux existent, mais avec des liens généralement relatifs au
métabolisme énergétique. C'est, par exemple, le cas de GC1/2, qui permettent la sortie du
glutamate produit par I'oxydation de la proline intramitochondriale®1%, ou encore des
Sidéroflexines (SFXN1-3), chargées de I'import de sérine impliquée dans le métabolisme
monocarboné!?1156 (Figure 14). Ces derniers pourraient, dans une moindre mesure,
également transporter l'alanine, la cystéine et la glycine’®'. De la méme maniére, le
transporteur de glycine SLC25A38 permet d’importer, dans la mitochondrie, cet AA
notamment impliqué dans la synthése d’héme'%. Un autre TAA mitochondrial, bien que non
protéinogeéne est SAMC, transporteur important de la SAM contre son produit de dégradation,
la S-adénosylhomocystéine (SAH) ; échange d’AA intervenant dans les processus de
méthylation de ’ADN et ARN%155 Enfin, un dernier TAA mitochondrial identifié récemment
est SLC25A44, transporteur d’AA ramifiés (Valine, Isoleucine et Leucine) : I'import de ces AA

et leur dégradation permettant une production d’énergie importante06112,

Bien que quelque peu redondante, cette énumération des TAA mitochondriaux met en

lumiére un fait : ces derniers sont tres spécifiques pour un AA/groupe d’AA. Or, il manque
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aujourd’hui des TAA pour le transport de la moitié des AA protéinogénes'®. Il apparait en effet
gu’un tiers des transporteurs mitochondriaux est considéré comme orphelin, sans aucun
substrat identifié®*; illustrant I'effort de recherche encore nécessaire aujourd’hui pour

caractériser et comprendre la dynamique des AA mitochondriaux.
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Figure 14 : Représentation des TAA mitochondriaux identifiés et de leur implication dans le métabolisme.
Les TAA pour les AA non identifiés sont également spécifiés. AAR: AA ramifiés, AAN : AA neutres, SAM : S-
adenosylmethionine, SAH: S-adenosylhomocystéine, ,Orn: ornithine, Cit: citrulline.

Récemment, une étude a identifié un nouveau TAA mitochondrial, qui serait, en
réalité, un variant issu de I'épissage alternatif de ASCT2 (ASCT2var), qui aurait une localisation
mitochondriale exclusive, notamment grace a la présence d’une séquence d’adressage a la
mitochondrie (Mitochondrial targeting sequence, MTS) dans sa séquence peptidique'®’. Ce
TAA aurait donc la méme propriété de transport que ASCT2 de la membrane plasmique, avec
une forte affinité pour la glutamine. Ce transporteur de glutamine mitochondrial était

recherché depuis des décennies, étant donné qu’une des enzymes clés de la glutaminolyse (la
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glutaminase, convertissant la glutamine en glutamate, qui, par l'intermédiaire de I'a-
kétogluratate, rejoindra le cycle de Krebs pour la production d’énergie) a une localisation
mitochondriale. Cette étude a alors mis en évidence que ce transporteur de glutamine
mitochondrial serait fondamental pour I'alimentation du cycle de Krebs et la production

d’ATP.

Bien que relativement bien accepté par I'‘ensemble de la communauté
scientifiquel®®1°9126 cette identification reste cependant controversée et largement remise
en doute par Gyimesi et Hediger®®, qui ont notamment échoué 3 identifier quelconque MTS
dans la séquence d’ASCT2var. Ces auteurs percoivent aussi I'impossibilité pour ce variant
alternatif d’avoir des capacités effectives de transport, étant donné que I'épissage subi par le
variant le |éserait de plusieurs domaines transmembranaires nécessaires a sa fonction de TAA.
Cet exemple démontre la récence des sujets qui traitent des TAA mitochondriaux, illustrant, a

I'occasion, les avancées requises pour identifier les TAA manquant.

Bien que les TAA lysosomaux et mitochondriaux soient les TAA intracellulaires les mieux
décrits et caractérisés, il est communément admis que toutes les organelles en possédent”.
L’'ensemble des TAA, qu’ils soient a la membrane plasmique ou intracellulaire, orchestrent
alors le flux d’AA pour que ces derniers puissent accomplir 'ensemble de leurs fonctions. Cette
partie a également illustré la place, souvent essentielle et fondamentale, qu’occupent les TAA
dans de nombreuses fonctions biologiques et signalisation cellulaire. Ces deux derniéres
notions expliguent notamment pourquoi le défaut d’expression de bon nombre de TAA est

associé a plusieurs pathologies chez les mammiferes, particulierement chez I’'homme.

D. Pathologies liées aux TAA chez les mammiferes

Bien que la notion de redondance entre les fonctions des différents TAA chez ’lhomme ait
été régulierement avancée, de nombreuses maladies sont liées a des défauts d’expression
d’un seul TAA donné. Les principales raisons moléculaires responsables de pathologies
décrites comme liées aux TAA sont la perte de fonctions de certains d’entre eux causées par

des mutations génétiques, entrainant des défauts d’absorption ou d’excrétion d’AA, ainsi que

" Il est communément admis que de nombreux compartiments intracellulaires possédent des TAA,
notamment "appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (RE), ou les AA interviennent dans le
processus de synthese protéique. Cependant, tres peu de description de TAA exprimés a ces organelles
existent, les seuls ayant été décrit étant PAT4 et SNAT10%,
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leur surexpression en lien avec les reprogrammations métaboliques des cellules cancéreuses.
Enfin, plusieurs faisceaux d’arguments pointent vers une potentielle implication des TAA dans

d’autres troubles métaboliques comme |'obésité et le diabéete de type 2.

a. Pathologies liées a la perte de fonction des TAA

De maniere générale, la perte de fonctions de la moitié des TAA décrits chez I’'homme peut
étre liée a une pathologie!®?. La majorité des pathologies décrites sont associées aux pertes
de fonctions des TAA relatifs a I'absorption intestinale ; TAA trés spécifiques avec peu de
recouvrement de fonctions entre eux. Parmi les principales pathologies relatives aux TAA
intestinaux, la maladie de Hartnup, la cystinurie, I'intolérance aux protéines avec lysinurie sont
causées par la perte de fonctions respectives de BCAT1%63, BO*AT!?> et y*LAT1'?, Les
symptomes liés a ces maladies sont relativement similaires, avec un manque d’absorption des
AA propres au TAA manquant et une hyperaminoacidurie urinaire qui peut entrainer la
formation de calculs rénaux. Pour la perte de y*LAT1, un défaut de fonctionnement du cycle
de l'urée est également engendré par la carence en AAC, causant une intolérance globale a un
régime riche en protéines. Dans tous les cas, les symptomes de ces trois maladies peuvent

étre modérés par un régime alimentaire adapté et/ou des compléments alimentaires’”.

La perte de fonctions de la majorité des TAA mitochondriaux est également responsable
de pathologies!>>1°¢, notamment métaboliques. Par exemple, la perte de fonction de Orntl,
décisif dans le bon déroulement du cycle de 'urée, entraine un défaut de fonctionnement de
ce dernier et une accumulation d’ammonium dans I'organisme, conduisant a des confusions,

une léthargie, et méme le comal®?,

De la méme maniére, la perte de fonction de CTNS est associée a une autre pathologie : la
cystinose. Ce TAA lysosomal est impliqué dans I'efflux de cystine (dipeptide de cystéine) hors
du lysosome. Sa perte de fonction entraine une accumulation de cystine dans cette organelle
et perturbe ainsi son intégrité et ses fonctions relatives (autophagie, activation de mTOR, etc.).
Il a notamment été démontré que la perturbation de I'activation de mTOR par I'accumulation
lysosomale de cystine est responsable de la malformation des tubules rénaux et du défaut de
fonctionnement des reins, principal symptdme de la cystinose!?3. Un traitement efficace

contre cette maladie est I'utilisation de cystéamine qui, en se complexant avec la cystine,
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permettra la formation d’'un composé pouvant étre évacué par PQLC2, autre TAA lysosomal,

chargé de I'efflux des AAC'®4,

Ainsi, la perte de fonction d’un seul TAA peut provoquer des perturbations métaboliques
suffisamment importantes pour nécessiter un traitement, de maniére a maintenir, autant que

faire se peut, ’lhoméostasie de I'organisme.”

b. Transporteurs d’acides aminés et cancers

Si la perte de fonction de la moitié des TAA est liée a des pathologies, il peut étre
schématiquement admis que la dérégulation de I'autre moitié des TAA aujourd’hui connus est
effective dans les cas de cancers?®'>® Les cellules cancéreuses subissent des
reprogrammations métaboliques induisant une forte demande en nutriments, notamment en
AA, pour soutenir leur croissance et leur développement rapides®®1>, Cette dépendance aux
AA est particulierement marquée par le fait que la majorité des cellules cancéreuses est dite
« addicte » a la glutamine, pourtant considérée comme un AANE, mais en tellement grande
guantité dans les fluides circulants de I'organisme qu’elle permet de soutenir la glutaminolyse

et la production d’énergie par les cellules cancéreuses>818,

Pour maintenir ce fort besoin métabolique en AA, de nombreux TAA voient leur expression
augmentée dans les cellules cancéreuses, comparativement a des cellules saines. C'est
notamment le cas de ASCT2 et LAT1, surexprimés dans la quasi-totalité des cellules
cancéreuses'®®%’ mais aussi trés souvent accompagnés d’autres TAA comme GC1, CAT1,

ATBO* xCT168158 gy encore SNAT2169,

L'implication des TAA, principalement décrite pour LAT1 et ASCT2, est fondamentale dans
la prolifération des cellules cancéreuses. Il a notamment été démontré que la perte de
fonction de I'un ou I'autre entrainait un arrét de croissance des cellules cancéreuses'®’. Ces
TAA cooperent en effet pour l'afflux d’AA, notamment de leucine, conduisant alors a
I’activation de mTORC1%8, complexe également décrit pour étre suractivé dans plusieurs cas

de cancersi®>.

" A noter également que des dysfonctionnements de certains TAA de la famille des EAAT, impliqués
dans la neurotransmission, sont également décrits dans plusieurs maladies psychiatriques ou
heurodégénératives comme la schizophrénie ou Alzheimer’?.
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Les TAA constituent alors des cibles intéressantes pour la détection de tumeurs
traitements par l'inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses via |'utilisation
d’inhibiteurs de leur transport’®®. Le métabolisme des cellules cancéreuses ne reposant pas
uniquement sur les AA et les TAA, l'utilisation des TAA comme cibles anti-cancer apparait

plutdt comme un complément a d’autres cibles antitumorales®8.

c. Transporteurs d’acides aminés et diabetes

Bien que la relation entre les TAA et les troubles métaboliques comme le diabéte et
I'obésité restent encore a éclaircir, plusieurs éléments tendent a démontrer une implication
des TAA dans le développement de ces maladies. L'observation premiere est que le taux d’AA
ramifiés circulants (leucine, isoleucine et valine) est fortement corrélé avec |'occurrence du
diabéte et la résistance a l'insuline chez les patients atteints de cette maladie’®'1, Les
métabolismes du glucose et des AA étant fortement interconnectés'?, il apparait que certains
TAA sont dérégulés en lien avec ce trouble métabolique, comme par exemple SNAT5 ou
encore LAT11?4171 |es liens directs entre TAA et occurrence de la maladie restent cependant
a éclaircir, malgré des pistes sur le role que certains TAA peuvent jouer sur la libération
d’insuline!’'72 ou sur I'activation de mTORC1 liée au développement de la résistance a

I'insuline43,

Du fait de leur implication dans de nombreuses pathologies, la majorité des recherches
liées aux TAA est relative au domaine médical’. En terme de description de fonctions, la
majorité des informations concernant les TAA est donc généralement affiliée a ce domaine et
sur des modeles mammiféres. De I'identification génique d’un TAA a I'étude de son expression
et de ses propriétés de transport, jusqu’a son role biologique ou métabolique a I'échelle de la
cellule, de multiples méthodes ont alors été développées pour étudier les mécanismes et

fonctions des TAA.

E. Méthodes pour I'étude des TAA

Deux avancées majeures ont permis d’étudier les TAA et leur capacité de transport : le
séquencage du génome et son annotation, permettant d’identifier plus de TAA potentiels par
homologie de séquence'®, mais surtout leur clonage et leur expression dans des
environnements autres pour les isoler, amenant a mieux comprendre leurs capacités de
transports, leur dépendance aux ions, au pH, etc’>. Pour étudier leurs rdles fonctionnels,
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I’expression hétérologue des TAA peut étre réalisée sur plusieurs modeles : dans des ovocytes
de xénope (Xenopus laevis) dans le cas des TAA de la membrane plasmique!’3174 ou dans des
liposomes reconstitués’>76 et organismes unicellulaires phylogénétiquement lointains

(Escherichia coli ou Saccharomyces cerevisiae) pour les TAA intracellulaires®?,

Dans le cas des ceufs de xénope, il est admis qu’ils ne possedent pas de TAA a leur
membrane. En injectant I’ARN du TAA souhaité, I'ceuf sera en capacité de produire un TAA
fonctionnel ; la mesure du courant entrant et de la composition intracellulaire en AA
radiomarqués permet ainsi de déterminer ses capacités de transport!’4. En jouant avec la
composition ionique du milieu ou son pH, il sera aussi possible d’extrapoler les dépendances
physico-chimiques des TAA. Cette méthode, utilisée pour caractériser les capacités de
transport d’'une large majorité des TAA, présentent toutefois certaines limites. Il est en effet
difficile de conclure sur les fonctions exactes exercées par le TAA dans son environnement car
ces expressions hétérologues l'isole des régulations intrinséques qu’il subit a I’échelle de sa
matrice naturelle’>. Ces conditions d’analyses, qui peuvent donc étre qualifiées de peu
physiologiques, expliquent peut-étre pourquoi de nombreuses études sur la capacité de
transport de certains TAA ne trouvent pas de consensus. C'est par exemple le cas de SNAT7
ou une premiére étude sur des ceufs de xénope a démontré un tres large spectre de transport
pour les AANY"7, tandis que, 6 ans plus tard, une autre étude démontre une sélectivité trés
marquée de ce TAA pour la glutamine et I'asparagine'®. Un deuxiéme exemple est celui de

178 alors qu’a la méme

SNAT4 pour qui un transport possible d’AAC a été mis en évidence
période et sur le méme modeéle, d’autres études tendent a démontrer que les capacités de

transport de SNAT4 pour les AAC sont trés faibles, voire nulles8%179.189,

Une autre stratégie, pour étudier les fonctions biologiques des TAA, dans leur
environnement, est d’utiliser des éditeurs génétiques ou des inhibiteurs spécifiques.
Cependant, les inhibiteurs utilisés ne sont pas toujours aussi spécifiques qu’attendu et
peuvent ainsi interférer avec d’autres TAA que la cible prévue’>*>%, Dans le cadre de I’édition
génétique, I'expression des TAA peut étre temporairement réduite par 'utilisation de SiRNA
(Silencing RNA) ou de shRNA (short hairpin RNA), ou complétement annulée par le biais
d’outils comme Crispr-Cas9’°. Cependant, des effets compensatoires peuvent étre mis en
place par la cellule pour pallier au manque du TAA, et ainsi masquer I'effet phénotypique de

sa perte'®®, Il a, par exemple, été démontré qu’une élimination de ASCT2 par Crispr-Cas9
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entrainait une surexpression de SNAT1 et SNAT2, par un mécanisme GCN2 dépendant!®. En
plus de ces effets compensatoires, des effets hors cible peuvent étre observés lors de
I'inactivation de certains genes. Cela a notamment été reporté pour 'invalidation de LAT1 qui
entraine concomitamment une sous-expression de son partenaire 4f2hc'®?, Cette sous-unité
de trafic étant également impliquée dans la stabilisation d’autres TAA (y*LAT1-2, LAT2, xCT et
Asc-1)%, sa dérégulation impacte donc potentiellement un set de TAA plus conséquent, ce qui
rend les conclusions quant a l'invalidation de LAT1 plus fragiles. Ces méthodes d’édition de

géne seront en revanche trés appropriées pour I'étude des TAA aux qualités de transcepteurs.

Enfin, une nouvelle maniére d’appréhender I'étude fonctionnelle des TAA est de
coupler les techniques précédentes a de la modélisation mathématique®?®, Il est tres difficile,
si ce n'est impossible, de déterminer les fonctions d’'un seul TAA dans des conditions
physiologiques, comprenant donc la concertation avec I'ensemble des TAA. Cependant, en
couplant les constantes d’affinité et les vitesses de transport déterminées par expression
hétérologue a d’autres données telles que l'utilisation de différents substrats, ions et
inhibiteurs, il est possible, a I'aide de modélisation mathématique, d’extrapoler les flux
globaux d’AA par les TAA, et ainsi apporter de nouveaux éléments de réponse quant a leur

implication, en contexte physiologique, dans les grandes fonctions étudiées.

Il 'y a donc effectivement pas, comme souvent, de méthode parfaite pour étudier les
mécanismes et fonctions d’'un TAA ; le couplage de toutes ces méthodes permettant tout de
méme d’offrir une vision d’ensemble. Qutre les mécanismes intrinseques d’'un TAA, une autre
maniere d’appréhender les fonctions biologiques liées aux TAA est de s’intéresser a leurs
modes de régulations. Les TAA sont, comme illustré jusqu’ici, au centre du maintien de
I’'homéostasie cellulaire des AA. Chaque contexte métabolique ne demandant pas les mémes
nécessités en AA, la régulation de I'abondance des TAA constitue une solution pour adapter
le pool intracellulaire d’AA. La régulation des TAA, en cas de stress ou de changements
métaboliques, est donc fondamentale pour permettre a la cellule de composer avec ce

changement d’environnement et la potentielle perturbation de ’homéostasie engendrée.
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I[II. Régulation des Transporteurs d’acides aminés

Pour s’adapter a un environnement changeant, que ce soit d’un point de vue métabolique
ou de stress, les cellules possédent plusieurs niveaux de régulation des éléments permettant
leur adaptation. Parmi ces facteurs, la présence plus ou moins importante de TAA permettra
d’adapter la quantité d’AA absorbés aux demandes cellulaires. Deux niveaux de régulations
principaux existent pour adapter le pool cellulaire de TAA : des régulations transcriptionnelles
de leurs génes, qui permettent de moduler leur abondance, et des régulations post-

traductionnelles, modulant leur activité ou leur localisation cellulaire.

A. Régulations transcriptionnelles des TAA

Pour étre transcrit en ARNm, un géne doit étre reconnu par I’ARN polymérase 1118, Cette
reconnaissance n’est cependant permise qu’avec la participation d’autres facteurs, appelés
Facteurs de Transcription (FT). Les FT reconnaissent puis se fixent sur une séquence spécifique
de I'ADN, généralement dans la région promotrice, permettant in fine la fixation de I’ARN
polymérase |l et, ainsi, l'initiation de la transcription du géne cible®3. Les FT représentent le
mécanisme principal de la régulation transcriptionnelle d’un géne ; ils peuvent posséder des
effets activateurs ou inhibiteurs de la transcription83. A noter également que les FT peuvent
offrir des réponses différentes en s’associant a plusieurs partenaires divers. Un gene n’étant
cependant pas sous la gouvernance d’un seul FT, la concertation de I’'ensemble des éléments
régulateurs du géne résultera d’'une abondance d’ARNm spécifique. Les FT sont, quant a eux,
régulés par des voies signalétiques associées qui, pour répondre aux conditions
homéostatiques cellulaires et a leurs éventuels changements, contréleront I'abondance du FT,

orchestrant le programme génétique d’adaptation spécifique a chaque condition”.

Pour orchestrer cette réponse spécifique et activer (ou non) la transcription de génes
cibles, les FT reconnaissent des séquences spécifiques de ’ADN qui représentent leurs sites
de liaisons et sont constitués d’une séquence nucléotidique de 5 a 11 paires de bases (pb)84.

Ces séquences nucléotidiques ne sont pas strictes et I'identité de certaines bases peut étre

" La présence de FT est ainsi fondamentale pour la régulation transcriptionnelle d’une cellule. Leur
importance est également illustrée par le fait qu’ils représenteraient 8% des protéines totales codées
par le génome humain®, avec plus de 1000 motifs différents de fixation de FT répertoriés sur la base
de données développée a cet effet, JASPAR.
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changée. Ces sites de liaison sont alors définis par des motifs dits « consensus », généralement
représentés par des matrices de poids de positions, reflétant la probabilité relative a chaque

pb de se retrouver sur chaque position du motif (Figure 15).

Dans ce contexte, plusieurs voies de régulations transcriptionnelles, liées a des FT et motifs
particuliers, ont pu étre identifiées pour moduler I'expression de plusieurs TAA, afin d’adapter

leur abondance aux demandes cellulaires.

a. GCN2 et 'ERAA (Elément de Réponse aux Acides Aminés)

L'une des voies de régulation transcriptionnelle des TAA la mieux décrite est la régulation
de leur expression par la voie GCN2 / ATF4. Cette voie signalétique, répondant a la carence en
AA, a été introduite dans la partie I.C. Brievement, cette voie de réponse permet, par
I'activation du FT ATF4, de répondre a la perturbation de 'homéostasie liée a I'absence d’AA,
passant donc par une surexpression des genes relatifs au métabolisme des AA mais aussi a
leur transport®’. Comme illustré dans la partie I.C., ATF4 reconnaitra 'ERAA dans la région
promotrice des genes pour activer leur transcription. Plus de 234 génes ont aujourd’hui été
démontrés comme des cibles de transcription d’ATF43°, Parmi ces génes, 7 TAA sont retrouvés
et souvent décrits pour étre régulés par la carence en AA de maniére GCN2/ATF4 dépendante :

XCT, 4f2hc, CAT1, LAT1, SNAT2, ASCT2 et SLC38A939,57,185-187,

L'une des méthodes adoptées pour associer un FT a un gene défini est le séquencgage
CHiP (Chromatin immunoprecipitation ; ChlP-seq), qui permet d’identifier les interactions
entre une protéine, c’est-a-dire un FT, et un géne donné. Grace a cette méthode, ATF4 a été
retrouvé en interaction avec d’autres génes codant pour des TAA, comme SNAT7, EAATS,
GlyT1 ou ASCT1%8, ce qui constitue un premier élément de réponse quant a leur régulation

GCN2 dépendante.

Enfin, bien gu’aucun lien direct n’ait été établi entre I'expression de ces génes et la
voie GCN2, d’autres TAA ont été démontrés comme étant surexprimés lors de carences en
AA : SLC25A38, SNAT1, LAT3, CAT2, SFXN2, SFXN3, AGC2, SLC25A44 ou encore LAT48, Cela
pourrait suggérer des mécanismes potentiellement GCN2/ATF4 dépendants, bien que cela

n’ait pas été clairement démontré.
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En prenant en compte les relations claires avec GCN2, ou potentielles par la carence
en AA, il apparait qu’un tiers des TAA humains sont transcriptionnellement régulés par la
disponibilité en AA, démontrant l'implication cruciale des TAA dans le maintien de

I’'homéostasie des AA, et vice versa.

b. Stress oxydant et I’ARE (Antioxidant Response Element)

Le stress oxydant, causé par divers processus biotiques et abiotiques, est défini comme
une perturbation de la balance oxydants-antioxydants, en faveur des oxydants, conduisant a
des déreglements de la signalisation du contréle de I'oxydoréduction et a des dommages
moléculaires'®®. Pour répondre a ce stress, le FT NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2) permet d’orchestrer une réponse de lutte contre le stress oxydant, notamment en
activant des génes pour stimuler la synthése de facteurs antioxydants®®!. La transcription des
génes cibles de NRF2 se fera également grace a un motif consensus dans la région promotrice

des genes, I’ARE.

Un ARE est notamment retrouvé dans la région promotrice de xCT, transporteur de
cystéine, AA limitant a la formation de glutathion (tripeptide de glycine — glutamate —
cystéine). Le glutathion représente, quantitativement, la principale molécule antioxydante
contribuant a lutter contre le stress oxydant®, Ainsi, la surexpression de xCt en condition de
stress oxydant permettra une augmentation de l'absorption de cystéine et, donc, une

stimulation de la production de glutathion.

Des analyses ChlIP-seq ont également démontré que NRF2 interagissait avec d’autres
génes de TAA, notamment MCT7 et TAUT, transporteurs de taurine, autre AA soufré pouvant
participer a la formation de cystéine. NFR2 interagit également avec le géne 4f2hc, sous-unité
lourde de xCt, mais également de LAT1, avec qui NRF2 interagit aussi, bien que cette derniére

interaction n’ait jamais été approfondie®®?.

c. Glucose et le ChORE (Carbohydrate Response element)

Comme illustré précédemment (partie 1.B.), le métabolisme des AA et des glucides —
particulierement du glucose — sont, a de multiples étapes, reliés, notamment par le potentiel
glucoformateur de plusieurs AA'*. C’est sans doute pour cette raison que les TAA apparaissent

171

comme des régulateurs importants de I'homéostasie du glucose'’?, et vice versa. La présence
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intracellulaire de glucose active le FT ChreBP (Carbohydrate-responsive element-Binding
Protein), qui activera, a son tour, la transcription des enzymes clés du métabolisme glucidique,
notamment impliquées dans la glycolyse et la néoglucogenése!®®. Cette transcription

spécifique se fait grace a la reconnaissance d’un motif particulier, nommé ChORE.

En se liant a la séquence ChORE, ChreBP peut avoir un effet répresseur ou activateur.
Bien qu’il active la transcription des enzymes du métabolisme glucidique, ChreBP a également
été démontré pour exercer un effet répresseur sur I'expression de SNAT2, transporteur d’AA
neutres comme la glutamine et 'alanine!®®, principaux AA glucoformateurs. Lors d’un apport
important de glucose, la sous-expression de SNAT2 de maniere ChreBP dépendante
permettrait de réduire I'import de ces AA et, ainsi, de prévenir une alimentation trop

importante du métabolisme glucidique!®3.

Bien que le lien entre métabolisme glucidique et les AA ait été, a de nombreuses
reprises, mis en évidence, I'effet répresseur du glucose sur SNAT2 est le seul exemple clair de
régulation transcriptionnelle des TAA par le glucose. Cependant, une analyse ChlIP-seq a
démontré que ChreBP avait la capacité d’interagir avec 16 autres TAAY*. ChreBP pouvant
exercer un effet répresseur tout autant qu’activateur, I'effet réel de ChreBP et de la présence

de glucose sur I'expression de ces TAA reste encore a éclaircir.

d. Biogéneése lysosomale et le réseau CLEAR (Coordinated Lysosomal Expression
And Regulation)

Comme évoqué précédemment, les lysosomes représentent les éléments essentiels du
systéme de dégradation et de recyclage cellulaires®. L’intégrité et la biogénése lysosomale
sont également régulées a I’échelle transcriptionnelle grace au facteur de transcription TFEB,
reconnaissant le motif CLEAR dans la région promotrice des genes impliqués dans ces
fonctions. En condition d’inactivation de mTORC1, signal d’'un manque d’éléments nutritifs,
TFEB sera activé et sa translocation nucléaire permettra la transcription de ses génes cibles,
favorisant ainsi les processus cataboliques et le recyclage cellulaire. Les TAA SNAT7%6, CTNS
et PAT1% ont été démontrés comme des cibles de TFEB ; leur transcription en condition
d’inactivation de mTORC1 permet ainsi de favoriser I'efflux des AA lysosomaux issus de la

dégradation protéique.
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Deux autres TAA, MCT7 et GC1, bien que jamais répertoriés a la membrane lysosomale,
ont été démontrés comme étant surexprimés suite a une surexpression de TFEB%®, Méme si
cette observation ne constitue pas un lien direct entre TFEB et la régulation de ces genes, il se
pourrait que ce FT module I'expression d’autres TAA, ou que ces TAA aient aussi une

localisation lysosomale.
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Figure 15 : Représentation des principales voies de régulations transcriptionnelles des TAA. Les éléments de
réponse spécifiques a chaque facteur de transcription et leur motif consensus sont spécifiés, sous forme d’une
matrice de poids de position. Les fléches vertes indiquent des effets positifs, les lignes rouges barrées indiquent
des effets inhibiteurs.

Ce sera donc I’'ensemble de ces FT qui orchestreront la régulation transcriptionnelle
des TAA. Comme illustré dans cette partie, certains TAA sont la cible de plusieurs FT, la
résultante de leur concertation permet I'expression différentielle du TAA selon les conditions
cellulaires. Est également illustré dans cette partie le fait que ce sont généralement les
régulations transcriptionnelles des mémes TAA qui sont décrites, ne considérant donc pas la
grande majorité des TAA répertoriés. Cette observation démontre, une fois de plus, I'effort de
recherche toujours nécessaire a fournir pour caractériser les régulations de la majorité des
TAA chez les mammiféres. A noter que les FT peuvent également se réguler entre eux avec,
par exemple, TFEB possédant pour cible ATF4*7 dont la transcription permettra de répondre

aux conditions nutritives faibles.
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La régulation transcriptionnelle des TAA constitue ainsi le premier point de contrdle,
majoritaire, de leur abondance relative®. Un second levier qui peut jouer sur 'expression

membranaire et I'activité des TAA est leur régulation post-traductionnelle.

B. Régulations post-traductionnelles des TAA

Une fois traduits en protéine, les TAA peuvent subir un certain nombre de modifications
post-traductionnelles quiimpacteront leur stabilité, leur localisation ou encore leur activité?°2,
Ces modifications, constituant le retrait ou I'ajout d’un groupement chimique a la protéine,
peuvent étre, parmi les plus décrites, des glycosylations (ajout d’une chaine glucidique), des
ubiquitinations (fixation d’ubiquitines a la protéine), ou encore des phosphorylations (ajout

d’un groupement phosphate).

La modification post-traductionnelle majoritairement décrite pour les TAA est la
glycosylation, permettant principalement leur localisation membranaire et leur stabilisation.
Il est reconnu que la quasi-totalité des SLC, comprenant donc les TAA, sont glycosylés?0%.202,
Cependant, tres peu de données explicitent les conséquences de ces glycosylations qui
permettraient dans la grande majorité des cas de moduler la localisation d’un TAA en
permettant son expression membranaire ; la perte de la glycosylation retenant généralement
les protéines dans des compartiments intracellulaires. Ce mécanisme a ainsi pu étre démontré
pour GlyT1, GlyT2 ou Gat22%3-2%>, e caractére glycosylé de 6 autres TAA a pu étre démontré
(SNATA4, LAT3, LAT4, ASCT2, ASCT1, Cat1)!20206-208 sgns qu’aucun rdle de la modification post-
traductionnelle n’ait été avancée. Enfin, dans trés peu de cas, les glycosylations peuvent aussi
jouer sur 'activité de transport d’'un TAA, sans changer sa localisation ou sa stabilité?%?. Une
étude récente a notamment démontré que le niveau de glycosylation de 4f2hc était modulé
dans le réticulum endoplasmique (RE) par I'induction du stress du RE. L'augmentation du

niveau de glycosylation de la sous-unité permettrait ainsi une stimulation de l'activité de

* Un point non discuté dans cette partie est I'implication des reprogrammations cellulaires en lien avec
le processus de cancérisation, ou d’autres FT réguleront I’expression des TAA, notamment pour assurer
le coté « addicte » des cellules cancéreuses aux AA. Dans ce cadre, 2 FT principaux moduleront
I’expression des TAA dans les cellules cancéreuses : HIF1/2 (Hypoxia-Inducible Factor 1/2) et MYC (Myc
proto-oncogene protein). C'est, par exemple, le cas de xCT*8, ASCT2var®> ou encore LAT1-4 dont la
surexpression dans divers types cancéreux permettra une stimulation du métabolisme énergétique et
I’activation de mTOR9%2%,
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transport de LAT1 et xCT, contribuant au maintien de I’homéostasie cellulaire face au stress

occasionné?®.

L'ubiquitination permet quant a elle une internalisation de la protéine en vue de sa
dégradation et module ainsi le pool de TAA exprimé a la membrane plasmique?®l. Ainsi,
I"'ubiquitination a, par exemple, été démontrée pour dégrader et assurer le renouvellement
de I'expression membranaire de GlyT22%0, xCT?!! ou encore LAT1%'2, D’autres études ont
également démontré que l'ubiquitination de EAAT22%!3, Cat1?'4, LAT1212 et SNAT32%5,
conduisant a leur dégradation par le peroxysome, était, pour toutes, sous la gouvernance
d’'une méme ubiquitine ligase, nommée Nedd4-2. Cela est particulierement intéressant car
une étude a démontré que cette méme ubiquitine ligase, en charge de I'ubiquitination de
SNAT2 et LAT1, était régulée de maniére mTORC1 dépendante?’®, sous-entendant ainsi que le
pool de TAA membranaires peut étre modulé a I’échelle post-traductionnelle selon le contexte
nutritionnel et I’état d’activation de mTORC1. Cette observation a également été validée chez
la levure (Saccharomyces cerevisiae), ol les voies homologues a mTORC1 et GCN2 chez cette
espece ont été démontrées pour réguler I’homologue de Nedd4-2 en réponse a la disponibilité
en AA, de maniére a internaliser, en vue de leur dégradation, 4 TAA : Mup1, Canl, Tat2 et
Lupl (transporteurs respectivement de Met, Arg, Trp et Lys)?!’. Lors d’une carence en AA,
GCN2 était démontré pour stimuler I'ubiquitination des TAA, tandis que mTORC1 l'inhibait,

démontrant, une fois de plus, le dialogue existant entre ces deux voies signalétiques.

Enfin, les processus de phosphorylations des TAA ont, pour certains, été démontrés
comme modulant, de maniére rapide, leur activité de transport. C'est notamment le cas de
ATBO*218.219 ot EAAT122, ou des phosphorylations sur des sites spécifiques des TAA stimulent
leur activité de transport. C'est également le cas de LAT4, pour qui I'anticipation de la prise
alimentaire chez des souris restreintes en aliment induit une phosphorylation du TAA,
démontrée pour augmenter ses capacités de transport??!. Il existe d’autres exemples de
phosphorylations de TAA ne conduisant pas a une stimulation de leur activité, comme pour
TAUT?? et B%*AT??%, ol la phosphorylation entraine une diminution de leur capacité de
transport. Pour VIAAT, une phosphorylation effective du TAA est observée, mais aucun réle
n’a été clairement établi quant a sa fonction?%3. Enfin, la phosphorylation de GlyT2 aurait un
réle dans l'internalisation du TAA?%4, tandis que celle de xCT relocaliserait le TAA de la

membrane plasmique vers la membrane lysosomale??>. Bien que la phosphorylation de
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certains TAA permet, de maniere dynamique, de jouer sur leur activité ou encore leur
localisation, les liens entre régulation post-traductionnelle et voies signalétiques impliquées
restent difficiles a appréhender. Pour les TAA décrits précédemment, les phosphorylations
sont liées a des protéines kinases comme PKA-B-C (protein kinase A-B-C), dont la régulation
en aval est assez large et nécessite de nombreuses kinases intermédiaires??62?’, Un autre
exemple de régulation post-traductionnelle non résolue est celui de SNAT2, relocalisé vers la
membrane plasmique depuis des vésicules qui appartiennent au réseau trans-golgien via une
stimulation liée a linsuline, augmentant ainsi l'activité d’import d’AA neutres??8229,
Cependant, les mécanismes moléculaires de cette relocalisation, potentiellement liés a des
modifications post-traductionnelles, n’ont jamais été décrits, bien que I'effet lié a I'insuline
puisse sous-entendre une implication de la voie PI3K/AKT/mTOR. Enfin, un dernier exemple
de régulation post-traductionnelle décrit est celui de ASCT2 et LAT1, pour qui I'activité et la
localisation ont été démontrées dépendantes de I'état d’activation de mTORC12%°, Bien que le
lien avec mTORC1 et la modification mise en jeu n’aient pas été décrits, les auteurs tendent a
penser que I'implication d’une phosphorylation serait fort probable. A noter que des sites de
phosphorylations hypothétiques sont trouvés sur la majorité des TAA?3, Méme si ces
modifications n’ont pas été effectivement démontrées, ni méme étudiées, cela constitue un
champ de recherche trés prometteur qui permettrait d’offrir de nouveaux éléments de
réponses quant aux multiples leviers existant pour la régulation fine et rapide de I'activité d’un

TAA, ainsi qu’a la potentielle implication des voies signalétiques liées aux AA comme mTORCL1.

Les diverses modifications post-traductionnelles des TAA permettent donc de moduler de
maniére dynamique I’expression ou I’activité de transport des AA (Figure 16)?32. Cependant,
la plupart de ces modifications sont encore mal comprises?®!; leur conséquence ou leur
régulation restant souvent encore a éclaircir. Des faisceaux d’arguments tendent néanmoins
a démontrer que les conditions nutritionnelles cellulaires, notamment par I'implication de
MTORC], jouent sur ces modifications post-traductionnelles. De maniére rapide, ces derniéeres

permettent alors d’adapter constamment le pool de TAA membranaire selon les nécessités

biologiques.

L’ensemble des connaissances abordées durant cette introduction se base sur des
recherches menées chez les mammiferes, le plus souvent chez 'Homme et la souris ; illustrant

malgré tous les nombreuses zones d’ombres entourant toujours les connaissances sur les TAA.
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Figure 16 : Représentation des principales régulations post-traductionnelles des TAA membranaires, avec
spécification des réles possibles et majoritaires de ces modifications. Les points d’interrogations et les fléches
rouges en pointillés représentent le fait que la majorité de ces modifications post-traductionnelles potentielles
des TAA ne sont pas caractérisées.

Cependant, la question de la conservation de tous ces mécanismes chez d’autres modeles
d’études se pose : tous les organismes vivants possedent-ils les mémes TAA et les mémes
modes de régulation par des voies de signalisations identiques ? Cette question peut
concerner une multitude d’organismes vivants. Cette these, quant a elle, s’intéresse, pour des
raisons explicitées dans la partie suivante, a I'étude des TAA et voies de signalisations
associées chez les poissons téléostéens, plus particulierement chez la truite arc-en-ciel (TAC,

Oncorhynchus myekiss).
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I[V. Homéostasie des acides aminés et transporteurs
d’acides aminés chez les poissons téléostéens : focus
sur la truite arc-en-ciel

La recherche sur les TAA chez le modele mammifére a été majoritairement conduite dans
le domaine médical du fait de I'implication des TAA dans de nombreuses pathologies
humaines. Dans le cas de I'utilisation des poissons téléostéens, telle la TAC, comme modeles
d’étude des TAA, la recherche sera cette fois-ci incitée par la place occupée par les TAA dans
les fonctions biologiques liées aux AA, nutriments fondamentaux a son métabolisme,
particulierement parce qu’il s’agit d’'une espéce d’intérét agronomique pour laquelle de

nombreux défis liés a I'alimentation sont aujourd’hui a relever.

A. Contextualisation : introduction a l'aquaculture et défis
associés

a. Expansion de I'aquaculture dans le monde

L'aquaculture désigne toutes les activités de production, animale ou végétale, effectuées
en milieu aquatique qui nécessitent la participation de 'Homme. Ce secteur permet de
fournir, pour la population humaine, un apport protéique important, s’élevant a 15% de
I’apport en protéines animales a I'échelle mondiale?33. Avec une population mondiale en
constante augmentation qui atteindra quasiment les 10 milliards d’individus dans moins de
30 ans®**, une intensification des méthodes de productions alimentaires est aujourd’hui
nécessaire. De plus, la consommation de produits animaux aquatiques est aujourd’hui en
augmentation, avec une consommation apparente par habitant, a I'’échelle mondiale, de
20.6kg/an en 2022, contre 9.1kg/an dans les années 1960233 (Figure 17). L’avantage premier
de l'aquaculture est sa capacité a fournir un apport en protéine animale avec une empreinte
carbone et un impact environnemental moindre, en comparaison des autres systémes de

production animale?33,

La production aquacole est souvent mise en comparaison avec la capture de poisson par
la péche industrielle et artisanale qui fournit tout autant cet apport protéique intéressant pour

I'alimentation humaine. Cependant, avec des quotas de péche instaurés dans les années 1990
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Figure 17 :Utilisation mondiale des produits issus de la péche et de I'aquaculture, de 1950 a 2022. D’apres le rapport
de la FAO, 2024?33

et une surpéche qui mene, parfois, a I'épuisement des stocks, le secteur ne semble pas
aujourd’hui en mesure de pouvoir répondre a cette augmentation croissante de la demande
en produits aquatiques. S’observe alors une balance entre la participation des deux secteurs,
aquacole et de péche, a la fourniture d’animaux aquatiques pour la consommation humaine.
Depuis 2022, I'aquaculture fournit la majorité des animaux aquatiques pour la consommation
humaine, avec une production de 94,4 millions de tonnes en 2022, représentant 51% du total
mondial (Figure 18)?33. A I'inverse, la production par capture de péche tend a stagner depuis
plusieurs années, voire méme a diminuer?33, Cette augmentation de la production aquacole
est appelée a s’intensifier dans les années a venir, avec une augmentation de production
estimée a 17% en 2032233, Aujourd’hui, la production aquacole mondiale est, en quantité,
largement dominée par la Chine via I'aquaculture de la carpe chinoise (Ctenopharyngodon

idella)?33.
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Figure 18 : Production mondiale d'animaux aquatiques par les secteurs de la péche et de I'aquaculture, de 1950 a
2022. D’apreés le rapport de la FAO, 2024?33
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En Europe, notamment en France, les poissons élevés sont en grande majorité des
Salmonidés, groupe auquel appartient la TAC, premiere espece de poissons élevés en
France?®®>. De plus, la France est aujourd’hui le 4™ importateur mondial d’animaux

aquatiques?33

, ce qui suggere une demande de consommation bien plus forte que la
production actuelle. En effet, bien que I'aquaculture constitue une filiere prometteuse pour
fournir une alimentation riche en protéines a une population mondiale croissante, la
production aquacole de TAC francaise tend a stagner voire a diminuer depuis quelques années
(Figure 19). Bien que peu d’arguments clairs soient avancés pour I'expliquer, il semblerait que
les freins majeurs a son développement actuel soient associés a une faible acceptabilité
sociétale, en partie liée a une compétition spatiale avec d’autres secteurs économiques et a
son impact environnemental?3®. Face a la stagnation actuelle de la production aquacole
francaise de TAC, des leviers sont aujourd’hui nécessaires a actionner pour maintenir et méme
augmenter cette production. En sachant que Ialimentation des animaux aquacoles
représente plus de 70% de leur co(t de production?33, présentant en outre un impact

environnemental important, adapter le régime alimentaire des TAC constitue une stratégie

potentiellement pertinente pour contribuer a pérenniser et développer cette activité.
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Figure 19 : Production francaise de truite arc-en-ciel de 1950 & 2022; données issues de FishStat, FAO?33,

b. Alimentation de la truite arc-en-ciel

Dans le milieu naturel, la TAC est une espece qualifiée de robuste car résistante aux
changements des conditions environnementales et relativement peu sélective sur son régime
alimentaire constitué d’insectes, larves et méme parfois de petits poissons®®’. Il apparait alors
que la TAC est une espéce carnivore avec de forts besoins en protéines alimentaires?3®

constituant 45% de son alimentation?3’. Pour couvrir ces besoins, les aliments aquacoles
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traditionnellement utilisés pour les TAC, et les salmonidés en général, contenaient
majoritairement des huiles et farines de poissons, considérées comme les éléments les plus
nutritifs et digestifs pour ces poissons?33239, Ces farines sont majoritairement obtenues a

233

partir du broyage et séchage de petits poissons pélagiques issus de la péche minotiere*>, ce

qui démontre une forte dépendance du secteur aquacole au secteur de la péche.

Du fait d’'une demande croissante et d’une fluctuation de la production mondiale, les prix
des farines de poissons ont beaucoup augmenté ces derniéres années?33, de presque 200% en
30 ans (Figure 20). Cette augmentation de prix, associée a une production instable, a alors
conduit a substituer ces farines de poisson par d’autres composés riches en protéines, I'un des
principaux éléments de substitution utilisé aujourd’hui étant des protéines d’origine végétale.
Ces nouvelles sources protéiques ont permis de réduire significativement l'inclusion des
farines de poisson dans I'alimentation des salmonidés, passant de plus de 65% du régime total
en 1990 a moins de 15% en 20162%° (Figure 21). Cependant, cette diminution d’inclusion n’a
pas contribué a minimiser leur production, relativement constante depuis les années 2000
(Figure 22). Ainsi, méme en diminuant leur inclusion, le développement croissant de
I'aquaculture observé aujourd’hui conduit a une utilisation des farines de poisson toujours

équivalente, d’ou la nécessité de diminuer encore leur usage.
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Figure 20 : Evolution du prix des farines de poissons (Dollar/tonne) depuis 30 ans. Données issues de la base de
données IndexMundi***,
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Figure 22 : Production mondiale de farines de poisson de 1990 a 2023 et projections estimées pour les 10 prochaines
années, d’aprés la FAO 2024?33,

c. Nouvelles sources protéiques : des avantages mais aussi des inconvénients

Si le taux d’inclusion des farines de poisson” dans les régimes des salmonidés a fortement
diminué ces derniéres années, un remplacement total de ces dernieres par des farines
végétales n’est toujours pas effectif. L'explication majeure ? C’est le fait que des régimes
entiérement végétaux conduisent a des défauts significatifs de croissance?*?>243, Pour
expliquer ces défauts de croissance, souvent accompagnés d’une altération de la santé globale
du poisson?*?, de multiples éléments de réponses ont été avancés : la présence de facteurs
antinutritionnels dans les protéines végétales qui interferent avec I'assimilation des

nutriments?#42%>, une haute teneur en glucides non digestibles pour des poissons

“Ici ne sont abordés que les problémes liés aux protéines a travers la substitution des farines de
poissons par des farines végétales. Un autre challenge devant étre relevé par le secteur aquacole est
sa forte dépendance aux huiles de poisson, de méme provenance que les farines. Ces huiles sont tres
riches en acides gras polyinsaturés a longue chaine et leur substitution complete par des huiles
végétales ne permet pas aujourd’hui de couvrir les besoins nutritionnels des salmonidés?*2,
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carnivores?*?2% mais aussi un déséquilibre du profil en AA de ces protéines végétales,

comparativement aux farines de poisson?47,248,

En effet, bien que riches en protéines pour la plupart, les profils en certains AA des farines
végétales tendent a étre déséquilibrés pour les besoins nutritionnels de la TAC,
comparativement aux farines de poisson?*’. Cela est notamment vrai pour certains AAE,
comme la lysine et la méthionine, déficients pour les besoins de la TAC dans la majorité des
protéines végétales communément utilisées comme substituts aux farines de poissons dans
les aliments aquacoles (Tableau 3). A noter également que, pour certains AANE, 'inverse est
observé, notamment pour la cystine (dipeptide de cystéine) et le glutamate qui peuvent
atteindre, pour certaines sources, des teneurs 2 fois plus importantes qu’une farine de poisson

(Tableau 3).

Tableau 3 : Profils en AA (% de protéine totale) de différentes farines végétales communément utilisées comme
aliment aquacole, comparativement au profil en AA des farines de poissons. Les cases jaunes signifient une
teneur plus faible, tandis que les cases mauves signifient une teneur plus élevée.

Farines

Poisson**®  Tournesol*®  Coton®*? Mais2>2 Soja%*> Colza®* i
6.1 43 4.4 8.5 4.4 43 |
8.7 8.8 9.2 5.8 11.3 7.1
0.8 1.7 1.7 1.8 1.6 2.4
12.6 18.9 19 20.1 17.8 17
5.9 5.6 4.1 2.5 4.2 5
3.8 4.2 3.6 8.7 5 6

4 4.2 4.2 4.9 4.7 4.4
5.8 8.1 11 3 7.3 5.8
2.2 2.4 2.9 2 2.7 2.7
4.3 4.1 3.1 4 4.6 4

7 6.2 5.6 15.9 7.6 6.8
7.5 3.5 4 1.7 6.2 5.3
2.8 2.3 14 2.4 14 2
3.8 4.4 5.2 6.1 5.1 3.9
4.1 3.6 3.1 3.3 3.8 4.3
11 13 1.2 0.5 1.4 1.2
2.9 2.3 2.7 4.8 3.5 2.8
4.9 4.9 4.7 4.5 4.8 5.1

Considérant la place essentielle des AA dans la biologie de I'organisme, particulierement
pour des especes carnivores comme la TAC, les carences en AA engendrées par un régime

entierement constitué de farines végétales entrainent donc des retards de croissance des
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animaux®>2°6, ['une des stratégies qui peut &tre adoptée est de diversifier les sources
protéiques végétales de maniére a mieux couvrir les apports en chaque AA?38248 Qutre cette
possibilité, une deuxieme stratégie, pour rééquilibrer les apports en AA d’un régime a base de
plantes, est d’apporter sous forme cristalline les AA manquant aux régimes végétaux?>>2>/,
notamment la lysine et la méthionine ajoutées de maniére routiniere aux aliments aquacoles.
Cependant, il apparait que cette substitution n’est toujours pas totalement efficiente,
notamment a cause d’une asynchronie de biodisponibilité des AA cristallins comparativement
aux AA inclus aux protéines?®®, En effet, en plus d’apparaitre plus rapidement dans le plasma
des poissons?>®2%0, les AA purifiés, lorsqu’ils sont supplémentés aux régimes végétaux,
induisent une augmentation de I'excrétion d’ammonium par le poisson?6%262, Ce produit de
dégradation des AA sous-entend alors que ces AA supplémentés individuellement ne sont pas
efficacement absorbés et ne participent pas réellement au métabolisme des animaux: le

rééquilibrage du profil en AA des farines végétales par des AA cristallins ne résout alors

toujours pas le déséquilibre des farines végétales pour I'alimentation des salmonidés.

Ainsi, bien que constituant une stratégie prometteuse, le remplacement total des farines
de poissons par des farines végétales ne permet toujours pas de couvrir réellement les besoins
nutritionnels des poissons d’élevage”. Malgré un effort de recherche conséquent, le
déséquilibre des profils en AA de ces nouvelles sources protéiques participe aux baisses de
performance de croissance de la TAC, en dépit d’un rééquilibrage théorique avec des AA
purifiés. Comme illustré dans les parties |.B. et I.C., les AA possedent de nombreux roles
fonctionnels aux niveaux métabolique et signalétique. Si un régime déséquilibré en AA
entraine un retard de croissance des TAC, il parait fort probable que leurs roles métabolique
et signalétique soient affectés. mTOR et GCN2 étant deux voies ressentant les AA et controlant
I’'homéostasie cellulaire, étudier leur implication dans la diminution de performance de
croissance observée chez la TAC, en condition de déséquilibre d’AA, permettrait de mieux

comprendre les mécanismes sous-jacents aux phénotypes observés. Qui plus est, ces voies

" La substitution des farines de poisson par des farines végétales constitue la stratégie majoritaire
étudié aujourd’hui, notamment par la qualité disponible et bon marché de ces matériaux végétaux>*.
D’autres alternatives de farines riches en protéines sont également investiguées, notamment via
I'utilisation de coproduits animaux, de farines d’insectes ou d’organismes unicellulaires (levures,
micro-algues...)?®. Bien que novatrices, ces nouvelles technologies restent encore jeunes et de
multiples ajustements sont toujours nécessaires pour les rendre aussi prometteuses que la
substitution par les farines végétales.
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étant régulées par les TAA et les régulant, il se pourrait qu’un déséquilibre en AA influe aussi
sur leur régulation, contribuant ainsi au déreglement de ’homéostasie des AA qui, in fine,

perturberait la croissance des TAC.

B. Signalisation des AA chez les poissons téléostéens et la truite
arc-en-ciel

Si les régimes végétaux sont déséquilibrés en AA et induisent un retard de croissance,
alors, il est fort probable que les voies signalétiques liées aux AA, a savoir GCN2 et mTORC1,
soient-elles aussi impactées, participant ainsi a des défauts de signalisation qui contribuent a
une perturbation de ’lhoméostasie et donc au retard de croissance observé. Comme évoqué
précédemment, les voies signalétiques mTORC1 et GCN2 sont trés conservées dans le regne
animal®>37 et sont donc retrouvées actives chez les poissons téléostéens, notamment la
TAC?%4265 || convient cependant de noter que quelques différences de fonctionnement et/ou
d’activation chez les téléostéens peuvent étre relevées, comparativement aux mécanismes

décrits chez les mammiféres.

a. mTOR chez les poissons téléostéens

Dans son controle de la balance entre catabolisme et anabolisme cellulaire, mTORC1
ressent I'ensemble du statut énergétique et nutritif de la cellule. Un régime équilibré
permettra alors de soutenir I'activation de mTORC1 et ainsi promouvoir I’anabolisme
cellulaire. La voie mTOR ayant été tres conservée durant I’évolution, la majorité des cibles de
phosphorylation de ces effecteurs est existante chez la TAC, en comparaison des
mammiféres?®*. Qui plus est, tout comme chez les mammiféres, un traitement a la rapamycine
permet d’inhiber mTORCL1 et ses cibles de phosphorylation?®®, illustrant la conservation de ce
mécanisme chez la TAC et rendant également possible I'utilisation des outils, largement
développés chez les mammiféres, pour I'étude de I'activation de la voie mTOR chez cette

espéce

Comme sur le modele mammifére, une activation progressive postprandiale de mTORC1
peut étre observée chez la TAC?%42%6 notamment dépendante de la quantité de protéine

ingérée : plus cette quantité est importante, plus I’activation de mTORC1 le sera?®’. L’'une des
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différences majeures entre I'activation de mTORC1 chez les mammiféres et chez la truite est

le délai de réponse observé, plus de 2 fois plus long chez la TAC?64268 *,

Une seconde source de divergence de [|‘activation de mTORC1 chez la TAC,
comparativement aux mammiféres, est son apparente insensibilité au glucose. En effet, deux
études indépendantes ont échoué a montrer de quelconques effets d’'une élévation du
glucose sur I'activation de mTORC12%2%°, g TAC ayant été reconnue a de multiples reprises
comme mauvaise utilisatrice de ce nutriment, cela pourrait expliquer les divergences de

réponse comparativement aux modeéles omnivores.

Le statut d’activation de mTORC1 est, chez la TAC, dépendant de I'apport nutritif. S’est
alors posé la question de savoir quels nutriments activaient mTORC1. Dans ce contexte, il a pu
étre démontré, in vitro, que mTORC1 était activé par l'insuline et les AA, avec un effet
synergique observé?®42’0 . observation comparable aux descriptions réalisées chez les
mammiféres . Cette activation de mTORC1 par les AA, de grand intérét dans le cadre de cette
thése, a ainsi pu étre démontrée a plusieurs reprises chez la TAC?6:268.269 gyec tout de méme
une implication plus forte des AAE?%8, en accord avec les observations réalisées chez les

mammiferes.

Tous les AA n’activeraient cependant pas mTORC1 de maniére identique chez la TAC
(comme chez ’'Homme). Une étude a ainsi mis en évidence un effet marqué de la leucine sur
I’activation de mTORC1, faible pour la méthionine et inexistant pour la lysine?’°. D’autres
études in vitro ont cependant pu mettre en évidence un réle clair de la méthionine?’?, de
I'arginine et de la lysine?’? dans l'activation de mTORC1, également en lien avec une
soutenance générale de la prolifération cellulaire. Cette divergence de résultats pourrait
potentiellement s’expliquer par les temps de stimulation de la voie, calqués sur le modele
mammifére pour la premiére étude et plus long pour les suivantes, potentiellement plus en
accord avec les cinétiques d’activation précédemment décrites?%8. C’est aussi ce dernier point

qui expliquerait pourquoi certaines études n’observent aucun effet d’un régime déficient en

" Le temps d’activation de mTORC1 plus long chez la TAC pourrait s’expliquer principalement par la
température corporelle du modele : la TAC ne thermorégule pas sa température interne qui est donc
identique a celle de son milieu extérieur, d’environ 18°C, contre 37°C chez les mammiferes. En régle
générale, tous les processus métaboliques et enzymatiques des poissons téléostéens sont plus longs
que chez les mammiferes.
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AA sur |'activation de mTORC1 : en sus d’autres facteurs confondants non identifiés, certains

temps d’échantillonnage pourraient se trouver en limite de cinétique?’3-27> ",

Le débat sur les AA activateurs de mTORC1 étant toujours d’actualité chez les
mammiferes, il apparait également effectif chez la TAC. Bien que I'activation de mTORC1 chez
cette espece soit relativement bien établie pour les AA connus chez 'homme (arginine,
méthionine et probablement leucine), d’autres AA tendent a se rajouter a la liste. C'est
notamment le cas des AA ramifiés comme la valine dont l'injection intracérébrale a été
démontrée pour augmenter le statut de phosphorylation de mTORC12%77278, Cependant, cette
étude n’a pu démontrer un effet de la valine sur le statut de phosphorylation des effecteurs
en aval de mTORC1, comme S6 ou S6K1277. A I'inverse, une autre étude menée cette fois-ci
sur la perche chinoise (Siniperca chuatsi) a montré un effet inhibiteur de la valine sur le statut
de phosphorylation des cibles de mTORC127?, illustrant la récence du domaine et les
approfondissements nécessaires pour caractériser la régulation de mTORC1 par les AA chez

les poissons, particulierement chez la TAC.

Enfin, une derniere idée intéressante, quant a I'implication de mTOR dans le contréle de
I’'hnoméostasie des AA chez la TAC, est sa probable implication dans le contréle de la prise
alimentaire. Les trois études précédemment citées mettent en paralléle I'activation de
MTORC1 par des injections intracérébrales de leucine et la diminution de la prise
alimentaire?’7-27°, mécanisme également démontré chez le modéle mammifére?2°, Qui plus
est, une autre étude menée chez le turbot a démontré qu’un traitement chronique a la
rapamycine, inhibiteur de mTORC1, induisait effectivement une diminution du statut de
phosphorylation de la kinase et de ses cibles, mais était également accompagné d’un poids
moyen des poissons bien plus bas, malgré une prise alimentaire plus importante?8!, Si
I'activation de mTORC1 par la présence d’AA régule la croissance cellulaire mais aussi la prise
alimentaire, les perturbations de son activation par les régimes végétaux pourraient, au moins
en partie, expliquer les défauts de croissance observées chez des TAC nourries avec un régime

100% végétal.

" Un autre point consolidant la conservation de mTORC1 chez la TAC, comparativement aux
mammiféeres, est sa fonction dans I'induction de la lipogenese, via une stimulation de la transcription
des enzymes associées, relativement comparable aux descriptions faites sur le modele
mammifére?°627¢,
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b. GCN2 chez les poissons téléostéens

Bien que mTORC1 constitue la voie signalétique clé de détection des AA pour la
promotion de I'anabolisme cellulaire, GCN2 représente quant a elle la voie fondamentale pour
répondre a la carence en AA. Pour cela, un régime 100% végétal, déséquilibré en AA, devrait

théoriquement influer sur 'activation de cette voie.

Dans ce contexte, il a effectivement été observé qu’une carence en méthionine chez
la TAC induisait une augmentation de la phosphorylation de elF2a, accompagnée d’une
surexpression d’un géne cible connu de GCN2 : ASNS (asparagine synthétase)?’4. Des études
in vitro ont également pu confirmer 'activation de GCN2 par les AA, a travers des carences
totales ou spécifiques en méthionine, arginine et lysine?%8271.272 De la méme maniére, chez le
perche, a été démontré qu’une carence en lysine induisait une augmentation de
phosphorylation de elF2a et une surexpression de ATF4 in vitro, avec des résultats inverses
pour une carence en histidine, valine et méthionine, et aucun effet notoire de la leucine?®?,
illustrant ainsi la spécificité d’activation de GCN2 selon I’AA considéré. Qui plus est, I’activation
pharmacologique de GCN2 par I’'Halofuginone apparait effective chez la TAC?®8, malgré des
concentrations nécessaires supérieures aux reports réalisés chez les mammiféres. Enfin,
comme pour mTORC1, les temps d’activation de GCN2 restent plus longs chez la TAC. D’aprés
les reports ainsi décrits, il apparait que les mécanismes d’activation de GCN2 chez les
téléostéens, donc chez la TAC, sont relativement bien conservés, en comparaison aux

descriptions réalisées chez les mammiféres.

Finalement, il se pourrait qu’en concertation avec mTORC1, I'activation de GCN2 par
un régime 100% végétal ait également une influence sur la prise alimentaire des poissons.
Chez les mammiféres, une activation de GCN2 par la carence en AA diminue la prise
alimentaire?®3. En parallele, il a été démontré que des TAC nourries d’un régime déficient en
AA mangeaient moins?®!. De plus, des injections intracérébrales d’AAE (lysine, leucine)
entrainent une augmentation de la prise alimentaire, en liens plus ou moins clairs avec

I’activation de GCN2278282,

Bien que la relation entre régime végétal, activation de GCN2/mTORC1 et prise
alimentaire reste encore a étre précisément établie, il semble cependant clair que ces régimes

diminuent les performances de croissance des animaux, avec une implication plus ou moins
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avérée de la perturbation des voies signalétiques liées aux AA. Comme illustré précédemment
dans la partie Ill.A, I'activation de ces voies signalétiques est régulée, et régule également,
I’expression des TAA. Si ces voies sont dérégulées par un régime déséquilibré en AA, il est fort
probable que c’est également le cas des TAA. Deux exemples clairs de cette association de
dérégulations résident dans des études transcriptomiques réalisées sur des TAC nourries d’un
régime végétal, supplémenté d’AAE cristallins?®4#28>, Dans ces deux études, un marqueur
préférentiel de I'activation de GCN2 a été retrouvé surexprimé : CHOP, illustrant alors une
potentielle activation de GCN2 chez ces poissons. Qui plus est, cette induction de CHOP par le
régime alimentaire était aussi accompagnée d’une surexpression de plus d’'une dizaine de TAA
différents, pour certains répertoriés chez 'Homme comme étant des cibles de GCN2. De la
méme maniére, une étude récente menée au laboratoire?’? met en paralléle 'activation de
GCN2 par la carence en arginine et lysine et la dérégulation GCN2 dépendante de certains TAA
cationiques (TAAC). Il apparait alors clairement qu’en plus de perturber les voies signalétiques
liées aux AA, des régimes alimentaires déséquilibrés perturbent aussi I'expression des TAA
chez la TAC. Les TAA sont littéralement la porte d’entrée des AA ; étudier leur réle et leur
régulation en cas de déséquilibre en AA constitue ainsi un levier intéressant pour mieux
comprendre les processus d’assimilation des AA, le controle de leur homéostasie et, ainsi,
potentiellement proposer de nouveaux éléments de réponse quant a |'optimisation des
nouveaux régimes alimentaires des animaux d’élevage, comme proposé dans la derniere

étude de I'équipe?’?.

C. Connaissances des TAA chez les poissons téléostéens et la
truite arc-en-ciel

a. L’événement de duplication du génome et généralités

Du fait de I'implication probable des TAA dans les phénotypes observés en condition de
régime déséquilibré en AA, mais également grace a leur implication dans I'absorption des
nutriments, quelques études se sont intéressées a l'identité, parfois a la régulation, des TAA
chez les poissons téléostéens et la TAC. Grace au séquencage de leur génome et par
homologie de séquence avec les TAA mammiféres, les séquences pour des TAA potentiels ont
alors pu étre identifiées dans le génome de certaines espéces de poissons, notamment ceux
d’intérét agronomique. A noter tout de méme un point de divergence remarquable entre le

génome des mammiferes et celui des téléostéens : la duplication entiére du génome des
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téléostéens il y a 320-350 millions d’années?®®. |l faut alors s’attendre, en théorie, a retrouver
dans le génome des téléostéens deux génes codant pour un TAA humain donné (Figure 23),
ces deux genes étant alors nommés paralogues. En plus de cela, un second événement de
duplication entiére du génome a eu lieu chez les salmonidés, dont la TAC, chez qui ce ne seront

pas deux mais quatre paralogues théoriques qui coderont pour un TAA humain donné?8287,

Duplication
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Figure 23 : Evénements de duplication au cours de I’évolution ayant conduit a un doublement théorique du nombre
de génes chez les téléostéens et un quadruplement pour les salmonidés, comparativement aux mammiféres. Le
nombre théorique de TAA retrouvés pour les deux groupes d’espéces est également spécifié.

Les deux especes pour lesquelles le plus d’information sur les TAA sont retrouvées sont
la TAC et le poisson zébre (Danio rerio), pour qui 25 et 22 TAA (des 75 identifiés chez les
mammiféres) ont déja été étudiés au moins une fois (Tableau 4), représentant respectivement
33% et 29% du répertoire connu des TAA mammiféeres (Figure 24). Pour les autres espéces de
poissons (Tableau 4 et Figure 24), quelques études ont porté sur des TAA, mais ne constituent
pas un nombre important, allant de 1 seul pour le bar européen (Dicentrarchus labrax), a 12
TAA pour le turbot (Scophthalmus maximus). A noter que les motivations de recherche pour
ces especes apparaissent relativement différentes. Pour le poisson zébre et le médaka
(Oryzias latipes), les études sur les TAA sont majoritairement motivées par leur qualité
d’organisme modele dans la recherche médicale, mais également d’intérét pour des questions
évolutives. Dans ces modeles d’études, les recherches concernant les TAA ont ainsi porté
majoritairement sur des questions relatives au développement de I'organisme ou a de grandes

fonctions biologiques, comme la neurotransmission. Pour la TAC et autres espéces d’intérét
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agronomique, au contraire, ce seront
majoritairement des questions liées a
la nutrition et aux défis actuels relatifs
au secteur de l'aquaculture. A noter
également que, bien que possédant
moins de TAA identifiés au total, le
poisson  zébre représente le
téléostéen avec le plus de publication
sur les TAA : un membre ou un sous-
groupe de TAA faisant généralement
'objet d’une publication pour
décrypter son role biologique. Au
la TAC et autres

contraire, chez

espéces d’intérét  agronomique,
moins de publications concernant les
TAA sont présentes, mais ces études
portent plus souvent sur un sous-
ensemble plus conséquent de TAA, de
maniére a offrir une vision plus
générale de l'effet de l'alimentation

sur I'expression des TAA (Figure 25).

Tableau 4 : Répertoire des TAA identifiés chez les poissons
téléostéens, en comparaison au répertoire mammiféere. Les
cases vert foncé indiquent qu'au moins deux publications se
sont intéressées aux TAA ; les cases vertes lorsqu’il s’agit d’une
seule publication. Les cases grisées indiquent une absence
d’information ; tandis que les noms de TAA grisés indiquent
gu’aucune information n’est retrouvée pour ce TAA, toutes

especes de téléostéens confondues. D’apres

272,274,278,288-315

¥
= c
PP E ot s 8B
s 828 & 2 7 3
R
Famille Géne Acronyme =
slclal EAAT3
slcla2 EAAT2 =
sic1a3 EAATL
sLc1 siclad ASCT1
skc1as ascrz [
slc1a6 EAAT4
slc1a7 EAATS
_— Sic3al TBAT —.
slc3a2 4f2hc
sle6a2 Gat1
slc6as GlyT2
slc6a6 TAUT
slc6a7 PROT
slc6a9 GlyT1
sic6a11 Gat3
s sle6a12 BGT1
sic6a13 Gat2
slc6ala as> R
slc6als B°AT2
slc6a17 B°AT3/NTT4
sic6a18 XT2/B°AT3
slc6a19 B°AT1 [ i
slc6a20 SIT1
slc7al CAT1 -
slc7a2 CAT2
skc7a3 ats
sic7ad cAT4
slc7as LAT1/4f2hc
skc7a6 Y+LAT2/4f2hc -
SEs sk7a7  y+LAT1/4af2hc [N
sic7ag LAT2/4f2hc
slkc7a9 B*AT/rBAT
slc7a10 Asc-1/4f2hc
slc7a1ll xCT/4f2hc
slc7a12 Asc-2
sic7a13 AGT1/rBAT
slc7a14 =
SLC16 slc1606 mMcr7
slc16a10 TAT1
slc17a6 VGLUT2
sLc17 slc17a7 VGLUTE
sic17a8 GVLUT3
slc25a2 Ornt2
sic25a12 AGC1
sic25a13 AGC2
slc25a15 Orntl
SOk slc25a18 Gc2
sic25a22 Gc1
sic25a26 SAMC
slc25a29 Ornt3
slc25a38 =
sic25a44 =
SLC32 slc32al VIAAT
slc36al PATL T B
SIEIE sle 36a2 PAT2
sic36a3 PAT3
sic36a4 PAT4
slc38al SNAT1
slc38a2 snarz [N
slc38a3 SNAT3
slc38a4 SNAT4
sic38a5 SNATS
sLc3s slc3806 SNAT6
slc38a7 SNAT7
slc38a8 SNATZ
slc38a9 -
slc38a10 SNAT10
sic38a11 -
sLcas slc43al LAT3
slc43a2 LAT4
slc56at SEXNT
SLCS6 sicS6a2 SFXN2
slc56a3 SFXN3
SLCES slcééal pglc2
slc66a4 CTNS
TOTAL 25 22 12 11 8 7 5 4
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Figure 25 : Proportion des TAA étudiés/identifiés chez chaque espéce de téléostéens concernée, en comparaison
au pool de TAA identifiés chez ’homme. D’aprés?7%274278,285-315
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Figure 24 : Nombre de publications, pour chaque espéce de téléostéens, relatant d’un ou plusieurs TAA.
DIapré$272,274,278,288—315

b. Caractérisation des TAA dans la neurotransmission et le développement

Les études menées sur le poisson zébre tendent a démontrer que les fonctions
biologiques des TAA étudiés reprennent les mémes principes que les descriptions réalisées
chez les mammiféres. Une partie de la recherche s’est portée sur le réle des TAA dans la
neurotransmission chez cette espece, démontrant des mécanismes identiques dans les
neurotransmissions glutamatergique et glycinergique?®®2°1, ainsi que des perturbations

comportementales en cas de troubles liés aux TAA3!®, De plus, des études phylogéniques ont
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permis de mettre en évidence que différents paralogues de ces TAA impliqués dans la

neurotransmission possédent des localisations tissulaires différentes?9?

, ce qui illustre les
potentielles diversifications de fonctions des génes liés aux événements de duplication du

génome.

D’autres études, s’intéressant principalement aux roles des TAA dans le
développement de I'organisme, ont également permis I'identification de TAA chez le poisson
zébre : implication de SNAT3 et SNAT4 dans le développement des activités du foie?®3, celles
de CAT1%%4 TAUT?% et rBAT/B%*AT?°¢ dans le développement embryonnaire, celle de y*LAT1
dans la fonctionnalisation des macrophages®®’ ou encore I'implication de LAT3 dans les
fonctions rénales de filtration par les glomérules rénaux?®®. Dans un contexte de recherche
sur le développement, une autre étude intéressante, menée cette fois sur le médaka a
identifié une majorité de TAA de la famille SLC7 (de slc7a5 a slc7all) et a démontré le role
fondamental de y*LAT1 (slc7a7) et de LAT2 (slc7a8) dans le développement de I'asymétrie
gauche-droite durant I'organogénése?®. Cette étude a mis en évidence que la perte de
fonction de ces deux TAA entrainait une inversion de I'axe gauche-droite de certains organes,
pointant également un processus mTORC1 dépendant ; observation qui, méme chez les

mammiféres, n’a jamais été réalisée.

Le modeéle poisson zebre étant un modéle d’étude reconnu pour étre adapté a la
recherche médicale, le TAA mitochondrial SLC25A38 a, quant a lui, été simultanément
caractérisé chez les rongeurs et le poisson pour démontrer son role essentiel dans le transport
de glycine et la synthése d’héme3%. Enfin, le rdle des TAA dans des questions relatives a la
nutrition et I'absorption des AA a aussi été traité chez ce modeéle ol une expression
différentielle, le long du tractus digestif et selon le statut postprandial, a pu étre démontrée
pour ASCT2, BPAT1 et ATBO* 301 : observation commune aux descriptions réalisées chez les

mammiferes.

c. Caractérisation des TAA pour leur implication dans I'absorption des AA chez les
especes d’intérét agronomique

Dans le cas des poissons d’intérét agronomique, la majorité des recherches relatives
aux TAA a porté sur leur expression différentielle le long du tractus digestif, avec parfois des

données sur les dérégulations causées par un régime végétal ou une carence. Chez la TAC, une
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étude a ainsi identifié 12 TAA de l'intestin (ASCT2, rBAT, LAT1, LAT2, LAT3, LAT4, y*LAT1,
BOAT1, B°AT2, ATB®*, CAT3, 4F2hc) différentiellement exprimés selon le segment intestinal
considéré3®?, Les auteurs de cette étude ont par ailleurs tenté de mettre en paralléle ces
résultats d’expression génique avec I'absorption intestinale de méthionine afin de proposer
des transporteurs candidats a son absorption. Toutefois, aucun lien n’a pu étre démontré,
d’autant que cette étude ne prenait probablement pas en compte I'ensemble des TAA
pouvant étre exprimés dans l'intestin et participer a I'absorption de méthionine. D’autres
études analogues ont également décrit I'expression des TAA le long du tractus digestif chez
différentes espéces : B’AT1 chez le bar européen33 ; B°AT1, XT2304, rBAT, B%*AT305 et TAUT3%®
chez le tilapia (Oreochromis mossambicus) ; ou encore plus d’une dizaine de TAA dans le cas
du turbot (B®AT1, LAT2, PAT1, ASCT2, SNAT2, TAT1, y+LAT1, y+LAT2, BO*AT, rBAT, CAT2)3%’,
Dans I'ensemble, ces études se sont toutes intéressées, au moins en partie, a I'expression de
BOAT1, probablement du fait de son implication fortement décrite chez les mammiféres dans
I'absorption intestinale d’un large spectre d’AA neutres. Cependant, peu de liens ont pu étre

mis en évidence entre I'expression des TAA et I'absorption des AA.

D’autres études concernant les TAA dans les modeles d’intéréts agronomiques ont
également décrit I'expression de certains TAA dans différentes conditions physiologiques,
notamment au cours de la digestion ou du jeline. Dans ce contexte, il a par exemple été
démontré que, chez la carpe chinoise, I'expression intestinale de y*LAT1 était diminuée durant
le jeline3®8, tout comme BPAT1 et XT2 chez le tilapia3®*. De méme, chez la perche chinoise,
I'expression de 7 TAA a été étudiée pendant le je(ine, démontrant alors des réponses tissus-
spécifiques ainsi qu’une surexpression de LAT2 et y*LAT2 mais, au contraire, une sous-
expression de PAT1 et 4f2hc3%. D’autres études, plus appliquées, ont également étudié I'effet
d’aliments alternatifs utilisés en aquaculture sur I’expression de certains TAA. Ainsi, a pu étre
démontré chez la TAC gu’un régime 100% végétal pouvait induire des dérégulations de
I’expression de certains TAA au cours de la digestion, notamment EAAT3, B°AT1, ASCT2, PAT1
et encore B%*AT31%, De méme, chez la carpe chinoise, I'expression d’une dizaine de TAA
(y*LAT1, y*LAT2, EAAT1, EAAT2, ASCT2, ATB?*, B’°AT1, CAT1, LAT1, LAT2 et SNAT2) a également
été mesurée en réponse a un facteur antinutritionnel inclus dans I'aliment (la glycinine),
induisant une sous-expression pour certains TAA et mis en parallele a une absorption

intestinale d’AA moindre3!!, Enfin, une derniére étude chez le turbot a démontré que, sur
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I’expression de 4 TAA : B’°AT1, CAT1, PAT1 et y*LAT2, les deux derniers étaient sous-exprimés
par un ajout d’hydrolysat de farine de poissons, sous-entendant une potentielle surexpression
dans le régime contrdle, 100% végétal®'2. ’'ensemble de ces études semble alors démontrer
une certaine régulation transcriptionnelle des TAA en réponse aux conditions nutritives chez
les poissons, relativement en accord avec les descriptions réalisées sur d’autres modeles

comme chez les mammiféres.

L’expression des TAA peut donc étre modulée par le régime alimentaire et conditions
nutritionnelles. Cependant, peu de données existent pour expliquer ces régulations. Des
études supplémentaires ont alors tenté d’avancer des éléments de réponses quant aux
dérégulations des TAA par le régime alimentaire. Par exemple, chez la TAC, un régime déficient
en méthionine a entrainé une surexpression des genes de CAT1 et SNAT2, en paralléle d’une
surexpression de ASNS, marqueur de l'activation de GCN2 et d’'une augmentation de la
phosphorylation de elF2a?74 ; tendant donc a démontrer une surexpression GCN2 dépendante
de ces TAA. De la méme maniére, bien que les liens ne soient pas clairement établis, deux
autres études ont tenté d’établir un lien entre la détection des AA, I'activation de GCN2 et de

mTOR, et la régulation des TAA SNAT2, LAT1 et slc38a9278313,

Méme si cette énumération des connaissances établies sur les TAA chez les poissons
téléostéens démontre un intérét de la communauté scientifique pour les TAA dans le contexte
de la recherche agronomique, elle met aussi en lumiere plusieurs faits. Premiérement, il
semble que I'ensemble du répertoire de TAA des mammiféres n’ait pu étre couvert pour une
seule espece de poisson ; les recherches portent généralement sur les mémes TAA, comme
par exemple BPAT1, identifiés et étudiés sur presque toutes les espéces citées. A noter
également la quasi absence de données sur les TAA intracellulaires, ol seul SLC38A9 a été
étudié chez le saumon3!3, De plus, malgré un effet relativement clair du régime alimentaire
sur I'expression de certains TAA, les régulations mises en jeu dans ces mécanismes restent
peu étudiées, malgré I'existence de quelques résultats intéressants évoqués précédemment
sur I'implication de GCN2. Il est alors clair que, comme chez les mammiféres, les connaissances
sur les TAA chez les poissons téléostéens font encore largement défaut. A titre d’exemple, en

2011, sur les 44 TAA identifiés chez les téléostéens, aucun n’avait été testé pour sa fonction314,
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Ce nombre n’a pas beaucoup évolué de nos jours : 1 TAA (B°AT1)" seulement a été cloné pour

en étudier les capacités de transport3%,

Aujourd’hui, une étude de notre laboratoire offre une vision globale de I'identité des
TAA et de leur régulation chez la TAC. Cette étude a permis d’établir le répertoire de tous les
TAA cationiques (TAAC) potentiels retrouvés dans le génome de la truite en essayant de
différencier les paralogues propres a chaque TAA?’2, Cette étude, en plus d’analyser
I’expression tissulaire des TAAC, a également mis en lumiére que certains étaient régulés par
des carences en AA, tres probablement de maniere GCN2 dépendante et que ces carences
entrainaient, par la méme occasion, des défauts du statut d’activation de mTORC1. Elle a
également démontré que, bien que codant pour un méme TAA, certains paralogues identifiés
n’étaient pas du tout régulés de la méme maniére par la carence en AA. Cette observation est
en accord avec une étude menée chez le poisson zébre, démontrant des localisations
cellulaires différentes de TAA codés par différents paralogues, illustrant ainsi la possibilité de

divergences de fonction, d’expression et de régulation entre génes paralogues?®287,

Cette étude de notre laboratoire ne prend cependant en compte que les TAAC qui
représentent, en terme de proportion, environ 20% des TAA identifiés chez 'Homme. Au vu
de leur régulation par le statut nutritionnel et des potentielles perturbations liées aux régimes
alimentaires des animaux d’élevage, il parait aujourd’hui pertinent d’étendre cette étude a
tous les TAA connus chez 'Homme. Cela permettra d’offrir une vision générale et globale de
leur régulation chez la TAC et également de mieux comprendre leur implication dans
I’'homéostasie cellulaire des AA ; tout cela favorisant, potentiellement, I'apport de nouveaux
éléments de réponse quant aux défis a actuellement relever dans le domaine aquacole pour

la nutrition des animaux d’élevage.

“Cette étude des fonctionnalités de transport pour B°AT1 a, par ailleurs, démontré le role de la
collectrine dans le fonctionnement du TAA dont, comme chez les mammiféres, la présence stimule
I"absorption d’AA par le transporteur. Cette étude démontre cependant une dépendance plus forte
chez le saumon atlantique (Salmo salar) que chez le bar européen.
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Compte tenu des défis a relever aujourd’hui pour pérenniser le secteur aquacole, de la place
des AA dans le métabolisme de la TAC et de I'importance des TAA dans ’lhoméostasie des AA,
I'objectif général de cette thése était d’approfondir nos connaissances sur I'ensemble des génes
codant les TAA chez la TAC : de leur identification in silico dans le génome jusqu’a I'étude de leur
régulation par les nutriments et les conséquences relatives a ces régulations sur I’homéostasie

des AA et la signalisation cellulaire associée.

Le premier objectif consistait a établir le répertoire de I'ensemble des genes codant pour les
TAA potentiels dans le génome de la TAC. Pour cela, I'approche retenue reposait sur la recherche,
par homologie de séquence (BLAST), des génes orthologues des TAA humains. Une fois identifiés,
les profils d’expression de ces TAA chez la TAC ont été analysés, avec une attention particuliere
portée sur les organes d’intérét dans un contexte de nutrition : I'intestin, organe de I'absorption

des AA, et le foie, organe le plus métaboliquement actif a leur égard.

Afin d’approfondir notre compréhension des mécanismes en jeu dans le contrble de
I'expression des génes identifiés, nous nous sommes ensuite reportés sur un modele cellulaire.
Ce modeéle, précédemment validé pour I'étude des TAA et de leur régulation (conservant
notamment les mécanismes moléculaires de signalisation par les AA)?%8272, posseéde le principal
avantage de pouvoir décrypter finement les mécanismes d’intéréts en faisant abstraction des
régulations systémiques survenant a I'échelle d’un organisme. La TAC représente le poisson
téléostéen pour lequel le plus de lignées cellulaires sont disponibles, s’élevant a plus de 70,
dérivées de multiples types cellulaire différents3'’. Pour cette caractérisation, I'étude s’est portée
sur une lignée cellulaire dérivée d’hépatocytes : la lignée RTH-149. Dans cette lignée cellulaire,
les effets de multiples conditions nutritives sur I'expression génique et protéique des TAA ont été
évalués, en intégrant également les impacts globaux de telles régulations sur la capacité

d’absorption des AA et leurs roles dans I'activation de la signalisation de mTOR.

Enfin, en intégrant 'ensemble des résultats obtenus in cellulo, nous avons pu proposer un
modele de régulation des TAA chez cette espéce. De plus, la participation de |la voie GCN2 dans la

régulation des TAA a été évaluée et les découvertes réalisées dans les cellules de TAC ont aussi
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pu étre globalement confirmées par I'analyse d’échantillons de foies de TAC nourries avec

différents taux de protéines alimentaires.

En plus de potentiellement proposer une nouvelle stratégie d’étude des TAA, cette étude
globale a permis, grace a un couplage avec de la modélisation, de proposer un modele théorique
de régulation des flux d’AA entre le milieu intracellulaire et le milieu extérieur en conditions

nutritives riches ou carencées.

L’ensemble des résultats obtenus durant ce travail de thése fait I'objet d’'une publication : «
Dissecting the nutritional regulations of a whole amino acid transporter family from a complex
genome species: A holistic approach turning weaknesses into strengths ». De plus, des résultats
complémentaires et préliminaires seront présentés et discutés dans un second temps dans la

Discussion de cette thése.

TRANSPORTEURS D'ACIDES AMINES

N=7

ER?

'“?"ER? |

ER? AA

Figure 26 : Représentation schématique des principales questions posées durant ce travail de thése ; les points
d’interrogations illustrant les actuelles zones d’ombres. ER : éléments de réponse
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De manieére a caractériser la régulation des TAA chez la TAC et de mieux comprendre leur réle
dans I'hnoméostasie des AA chez cette espece d’intérét aquacole, I'objectif de cette étude était
d’identifier le répertoire de TAA chez la TAC et d’étudier leur régulation par les conditions
nutritionnelles, mais également I'influence de ces régulations sur le pool intracellulaire d’AA et

leur fonction de molécules de signalisation, notamment pour la voie mTORC1.

Nous avons alors identifié, in silico, un total de 219 TAA dans le génome de la TAC, sur lesquels
entre 119 et 174 sont exprimés dans un pool de différents tissus. Dans notre modéle d’étude, la
lignée cellulaire RTH-149, les 75 TAA exprimés, couvrant 86% des TAA exprimés dans le foie,
apparaissent fortement dérégulés par une carence en AA et en sérum de veau foetal (FBS). L’ajout
de ces deux composants permettant un retour a un niveau basal de I'expression de quasiment
tous les TAA, il apparait qu’une grande majorité de I'expression des TAA est dépendante de I'un
et/ou I'autre de ces composés. Etant donné que cette régulation des TAA, découpée selon leur
catégorie de transport (anionique, neutre et cationique), offrait une corrélation apparente entre
le niveau d’ARNm, I'abondance protéique et les fluctuations intracellulaires en AA de méme
famille, également globalement corrélées avec les niveaux d’activation de mTORC1, nous avons
poussé nos investigations en différenciant la participation des AA totaux, du FBS, des AAE, des
AANE et de certains AAE spécifiques dans les dérégulations des TAA. Cet approfondissement
progressif des régulations des TAA par des composés de plus en plus spécifiques a permis de noter
les limites de ces corrélations apparentes précédemment observées, notamment sur I'absorption
des AA et le statut d’activation de mTORC1 succédant a des carences spécifiques en AA. Cela nous
a alors permis de mettre en évidence de nouveaux AA en capacité d’activer mTORC1 : I'isoleucine

et la phénylalanine, jamais décrits chez la TAC et tres faiblement sur d’autres modeles d’étude.

L'intégration de I'ensemble des résultats sur la régulation transcriptionnelle des TAA dans les
diverses conditions nutritionnelles testées a permis |'établissement d’une classification
hiérarchique des TAA selon leur régulation transcriptionnelle, contribuant a I'émergence de 3
groupes aux régulations distinctes. L'un de ces groupes est apparu spécifiquement régulé par la
disponibilité en AA et de maniére dépendante de GCN2. Les régions promotrices de ce groupe de
TAA sont également apparues comme significativement enrichies en un motif similaire a I'ERAA

identifié chez les mammiféres. La réalité de ces groupes de régulation, déterminés chez les RTH-
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149, a finalement pu étre validé in vivo, dans le foie de TAC nourries avec différents taux de

protéines alimentaires.

Enfin, I'intégration de la régulation des TAA avec les fluctuations intracellulaires d’AA dans
toutes nos conditions expérimentales a permis de mettre en lumiere de nouveaux groupes de
TAA selon leur lien avec la concentration en AA; groupes relativement proches de ceux
précédemment définis selon leurs régulations transcriptionnelles. Par une approche de
modélisation, la participation de ces trois nouveaux groupes de TAA a 'absorption des AA a été
définie, ce qui a démontré des propriétés de transport globales distinctes pour le maintien de

I’"homéostasie cellulaire des AA.

Cette étude offre alors de nouveaux éléments de compréhension quant a la place occupée
par les TAA pour le maintien de ’homéostasie cellulaire des AA, mais démontre également le gain
de diversité de régulation acquise par la double duplication du génome de la TAC et I'émergence
de paralogues. En plus de pointer vers de potentielles divergences d’AA fonctionnellement
essentiels chez notre modele, comparé aux nombreuses descriptions réalisées chez les
mammiféres, notre étude constitue aussi une nouvelle méthode d’analyse des régulations des
TAA, globale et facile a mettre en ceuvre, qui pourrait s’avérer utile pour leur étude sur d’autres
espéces non conventionnelles, pour d’autres nutriments, ou encore d’autres domaines de

recherche.
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Abstract

Amino acid transporters (AATs) are described as pivotal in maintaining circulating and cellular
concentrations of AA via regulation of their expression in response to the cellular environment. Rainbow
trout (RT), a complex genome species, is poorly described for AATs roles in controlling its predominant AA-
based metabolism, despite representing a major challenge in the aquaculture nutrition field. Therefore,
we identified the whole repertoire of AAT found in RT genome (>200), its expression in tissues and its
nutritional regulations in vitro. Results garnered revealed the existence of different clusters of AATSs,
notably due to promoters bearing ATF4-related AA response elements. Moreover, the modeling of each
AAT-specific cluster activities disclosed mTOR-related signaling functions of lle and Phe, yet unknown in
RT. Thus, novel methods and approaches herein described should help to better grasp AA homeostasis in
most organisms and topics, from fish nutrition to evolution.

Introduction

In every field of biology, the concept of homeostasis is certainly one of the most important and recurrent.
It could be defined as a set of vital mechanisms that enable an organism to maintain stable and optimal
internal conditions for survival and normal functioning, despite recurrent changes in the external
environment. Thus, the SolLute Carrier (SLC) family, which in human has over 400 members spread in more
than 50 subfamilies (www.bioparadigms.org), has proved to be a key factor in maintaining homeostasis
since it acts as a gatekeeper ensuring the cellular balance in ions and nutrients notably. Nonetheless, the
comprehension of the role played by such family of proteins in physiological processes are still very sparse
and uneven. Indeed, until recently, the SLC family was still described? as one of the least studied family of
genes in biology and in which 30% of the studied performed were focused only on 5% of its members,
demonstrating the global lack of knowledge remaining in the field. Fairly, the reasons that explain this
apparent lack of focus on this family have multiple origins, such as the fact that SLC genes encode for
membrane proteins, which are difficult to express, detect and purify. In addition, each SLC subfamily is
made of a great number of members, each of which being in charge of the uptake/transport of one or few
substrates making even more challenging the study of individual members through functional invalidation
or overexpression because of compensatory mechanisms ensured by SLCs redundancy.
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The Amino Acid Transporter (AAT) subfamily is a great example to highlight such issue. With more than
70 genes coding for AAT in human, this subfamily orchestrates the maintenance of circulating and
intracellular AA pools within concentration ranges suitable for life. This was mainly exemplified by
researches conducted in the medical field where some dysregulations of AAT were associated with the
onset of pathologies? (e.g., inherited rare diseases®*, cancers®, type 2 diabetes®). Moreover, these AAT
exhibit several differences notably for i) the type of AA transported (cationic - CAA, anionic - AAA and
neutral - NAA), ii) the mechanism of transport (symport, uniport, antiport), iii) their ion dependencies
(none or Na*; Na*/Cl; H*; Na*/H*/Na*/H*/K*), iv) their cellular locations (mitochondria, lysosome, plasma
membrane, golgi apparatus...) and v) their ubiquitous or tissue specific expressions’. On top of that comes
the fact that AAT family is highly dynamic in response to environmental changes especially those related
to nutrients” 1, Indeed, it was shown that a loss in nutritional AA availability led to the activation of the
General Control Nonderepressible 2 (GCN2) kinase. Then, GCN2 phosphorylates the a subunit of
eukaryotic initiation factor 2 (elF2a) on serine 51 which represses general protein translation and
upregulates the translation of the activating transcription factor 4 (ATF4). Once induced, ATF4 activates
transcription of several AAT genes®. Thus, considering that each AAT is determined by a different
combination of these specificities, trying to define the AAT-dependent rules that maintain AA homeostasis
in an organism by studying each AAT independently could easily be like squaring the circle, especially when
knowing that it is suggested that SLCs operate as a coordinated network®? to support efficient protein
translation, metabolism and physiological functions.

As previously mentioned, most of the discoveries on AATs were established in the medical field using
mammalian models where most tools, protocols and methods are available. Nonetheless, we recently
demonstrated that exploring AAT in diverse research areas and using unconventional models can also be
highly valuable®. Indeed, knowledge garnered on cationic AAT (CAAT) in Rainbow Trout (RT, a carnivorous
species whose metabolism is highly dependent on AA intake) has proven to be critical in optimizing diet
formulation for fish of agronomic interest, ultimately promoting a more efficient metabolic use of the
newly formulated diet and reducing its costly production, as deeply required by the Food and Agriculture
Organization of the United Nations!*. Building on this study, we now propose to extend the research to
encompass all members of the AAT family in RT. To this end, the first challenge was the complexity of the
RT genome, which undergone two additional whole genome duplication (WGD) events compared to
mammals. As a result, we hypothesize that more than 200 different AATs may be present in the RT
genome. This means that, to overcome this challenge, it will be necessary to develop new protocols and
methods that allowed the functional study of this great number of AAT in an integrated physiological
cellular context and in absence of tools, especially those related to gene silencing which will be irrelevant
and inefficient regarding the great redundancy of AAT in RT.

Thus, within this study, we first identified the whole AAT family present in RT genome and characterized
its expression in different tissues as well as in a RT cell line. We then set-up original protocols and methods
to characterize the nutrient-dependent regulations of the AAT family with a focus on AA-dependent
regulations and their cellular outcomes on intracellular AA fluxes and mTOR (mechanistic Target Of
Rapamycin) signaling. The overall analysis of the dataset obtained following multiple nutritional challenges
to the cells enabled us to identify, for the first time in RT, the role of lle and Phe in the activation of the
mTOR pathway. Similarly, the analysis of the whole dataset proved the existence of concerted nutritional
regulations of AATs expressions, in particular by those AA-dependent through the identification of ATF4-
dependent regulatory sequences in their promoters, functionally validated in vitro and in vivo. Finally, the
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nutritional regulations of the AAT family were combined to the dataset of AA fluxes to propose an
integrated model of the role played by AAT in the maintenance of cellular AA homeostasis.

Results

Strong conservation of sequence and expression profiles of RT AATs despite major genome
duplication events in this species

Genome analysis of RT revealed 219 SLC coding genes from the AAT family (Fig. 1a). If on an average each
human AAT gene (72) could be represented by 3 orthologs in RT, in fact this value greatly varied from one
gene to another. Indeed, 8 human genes were not found in RT genome (EAAT4, ORNT2, GC2, PAT2, PAT3,
SNAT1, SNAT5 and SFXN3) while two others (EAAT6 and 7), previously shown to have been lost in
mammals but kept in ray-finned fish'®, were present, as 4 and 2 paralogs respectively, in RT genome.
Regarding the other AAT genes, some displayed only one copy (e.g. rBAT, ATB%* or SLC38A9) or a multitude
of paralogs (up to 18 when considering GAT2 paralogs). Since it was shown that part of the duplicated
genes from the latest WGD are pseudogenes'®, we analyzed their expression through RTqPCR by
specifically designing primers for each AAT gene identified. From case to case, DNA sequences from
paralogs were either sufficiently distinct to design paralog-specific primers or too similar to discriminate
paralogs at the individual level. Therefore, the set of primers used could detect the expression of 1, 2 or 3
paralogs from the same gene as shown in Fig.1a and supplementary Table 1. Accordingly, in the pool of RT
tissues analyzed (including stomach, gut, liver, muscle, ovary, spleen, kidney, brain and adipose tissue), we
concluded that between 119 and 174 different AAT were expressed in adult RT organs. While looking at
the theoretical protein identities of the AAT compared to human, we first noticed that AAT expressed are
better conserved (around 70% identity) compared to those for which no expression could be detected
(<60% identity, Fig. 1b). In the same way, we also noticed that anionic AAT (AAAT) are slightly, but
significantly, more conserved compared to neutral AAT (NAAT) and CAAT (Fig. 1c). Similar conclusions have
been drawn while looking at sequences of intracellular AAT compared to those located at the plasma
membrane (Fig. S1a). Finally, proton-dependent AAT were those with the highest identities observed when
looking at the ion dependencies (Fig. S1b) as well as were antiporters when considering transport
mechanisms (Fig. S1c). Interestingly, while identities displayed by AAT were globally elevated, the subunits
in charge of the trafficking of AAT in their membranes showed the lowest identity values that dropped to
less than 45% on an average. Furthermore, while pursuing the comparison of the AAT family expressed in
RT to its human counterpart, we observed that, despite uneven duplications events at individual levels,
the proportions of the AAT were remarkably maintained whether considering the substrate transported
(Fig. 1d), cellular locations (Fig. S1d), ion dependencies (Fig. Sle) and transport mechanisms (Fig. S1f).
Altogether, these results highlighted a great conservation of RT AAT, when compared to human, regarding
either their identities and their global expression profiles related to their specificities.

A global sight of the starvation-induced dysregulations on AAT expressions, activities and their
related outcomes on mTOR signaling.

We recently noticed that part of the CAAT sub-family was subjected to specific regulations orchestrated
upon fluctuating nutritional conditions®®. Nonetheless, a couple of questions remained to be elucidated.
Firstly, we wondered whether such regulations are also applied to the two other sub-families (AAAT and
NAAT). In other words, we sought to determine if specific cellular signatures related to AAT regulations
could be defined within the whole AAT family subjected to different growing conditions. Secondly, if AAT
expressions are modulated, from now on, no evidence was brought that it could be correlated to an
increase in AA cellular fluxes together with their outcomes on cellular processes. Thus, taking advantage
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of the cell line model previously validated in our laboratory to assess the cellular aspects of nutrition in
rainbow trout!®'”18 3 set of experiments was therefore developed to address the nutritional-regulations
of AAT and their outcomes on intracellular AA pools and mTOR-related signaling events known to promote
anabolism through AA-dependent mechanisms. Briefly, and as shown in Fig. 2a, cells grown for 48h in
control media are first subjected to different nutritional challenges for 24h (Step1). At this stage, cells are
either sampled to assess AAT dysregulations at mRNA and protein levels or subjected to 2h starvation
(Step2) to empty their AA intracellular contents. Finally, following a third step (Step3) where cells were
placed back in control media, intracellular AA contents were determined through UPLC analysis as well as
mTOR activation pathway via western blot analysis. Thus, RTH-149 cells, which shared the expression of
80% of their AAT with their original tissue (Fig. S2a), were first starved from AA and serum for 24 hours
prior to assess AAT expression at transcriptional and protein levels. Therefore, we observed that 76% of
the AAT expressed in RTH-149 cells are subjected to starvation-induced dysregulations, the majority of
which represented by significant up-regulations (46%) (Fig. 2b). In the meantime, we confirmed that these
dysregulations were specifically due to the lack of AA and serum since they were largely repealed in fed-
like condition consisting of a starvation media supplemented with AA and serum (Fig. S2b). Additionally,
when considering the AAT identities as well as their specificities, we noticed that only NAAT and CAAT sub-
families showed significant starvation-induced up-regulation profiles (Fig. 2c and Fig. S2c). Proteomic
analysis of cells subjected to similar treatments only showed a trend for NAAT up-regulations and clearly
confirmed that the CAAT subfamily was highly overexpressed (Fig. 2d and Fig. S2d). Since the results
gathered so far pointed to starvation-induced dysregulations mainly affecting CAAT and NAAT sub-
families, we then investigated whether those dysregulations could impact the intracellular AA pools and
fluxes, especially those of NAAT and CAAT since it is known that AAA pool is more controlled by metabolism
than transport activities'®. Accordingly, cells were subjected to similar nutritional dysregulations (Step 1)
prior being shortly starved (Step 2) before to be treated back with the same complete media for 10 or 240
min (Step 3) to assess the variations of intracellular AA pools dependent on transport activities and mTOR
activation levels respectively. It is important to notice that, according to previous results®, the step 2
starvation duration was determined to allow a significant decrease of the intracellular essential AA (EAA)
pool as well as mTOR signaling but being not long enough to drive a starvation-induced dysregulation of
AAT expression which can only be detected following a minimum of 8 hours of treatment. Consequently,
we showed that NAA and CAA intracellular pools were significantly increased in an AA/Serum dependent
manner (Fig. 2e and 2f) while AAA were unaffected by the nutritional past of the cells compared to those
that were not exposed to a starvation (Fig. 2g). Surprisingly, we noticed that all NAA and CAA did not
contribute evenly to these increases. Indeed, only 8 NAA out of 15, namely Met, Val, lle, Phe, Ser, Gly, Cys
and GlIn, were responsible for the elevation of the NAA pool observed following a starvation (Fig. S2e).
Furthermore, the increase in CAA pool was only supported by an increase of the intracellular Lys content
while Arg and His intracellular concentrations were comparable with those of cells that did not experience
a starvation (Fig S2f). When considering that the absolute intracellular concentrations of one AA greatly
varied to another, the analysis of the global contribution of these fluctuations within the EAA and non-EAA
(NEAA) pools revealed that cells that experienced a starvation displayed a greater ability to enrich their
intracellular concentrations of EAA (Fig. 2h) while the NEAA pool was globally kept unchanged (Fig. 2i).
Accordingly, this increase in intracellular EAA led to an improve activation of the mTOR pathway,
exemplified by the AA/Serum dependent phosphorylation levels of the S6 protein measured (Fig. 2j).
Altogether, these first results tend to demonstrate that a starvation of AA and Serum controlled the
expression of a vast majority of AAT, mainly NAAT and CAAT, which in turn modulated the uptake of
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specific AA responsible for the activation of the mTOR pathway. Therefore, we decided to pursue our
investigations on the independent roles of serum and AA in the regulation and functionalities of the AAT
family.

AA availability predominantly drive the starvation-induced AAT regulations and functionalities over
serum-related responses.

Following our previous observations, RTH-149 cells were starved from serum or AA to assess the
regulations of AATs. We found that the response of cells starved from serum only (presence of AA in the
starvation media) clearly dampened the starvation-induced dysregulations of AAT previously observed and
shown as a red line in Fig. 3a. On the other hand, AA starvation (serum supplementation in starvation
media) showed a completely different profile for which a multitude of AAT was more up-regulated when
compared to the starvation condition (Fig. S3a). Considering the global regulations of each sub-family of
AAT confirmed that the addition of AA in starvation media repressed the starvation-induced up-
regulations of NAAT and CAAT (Fig. 3b), while serum addition had no effect on global NAAT expression but
tended to reduce the starvation-induced up-regulation of CAAT sub-family (Fig. S3b). Again, AAT protein
levels displayed global trends similar to those of their transcripts (Fig. 3c and S3c) where the only
difference noticed was that CAAT protein levels were unaffected by serum availability (Fig. S3d-e).
Moreover, intracellular AA contents measured following such nutritional challenges corroborated most of
these observations since serum availability had no outcome on the increase of the starvation-induced NAA
intracellular pool and a moderate negative effect on CAA’s one (Fig. S3f and S3g respectively). However,
AA availability plainly abrogated the increase of CAA intracellular pool and partially reduced NAA
intracellular pool (Fig. 3d-e). Finally, and consistently with the absence of global regulations of the AAAT
sub-family, no significant intracellular fluctuations of the AAA pool were observed whatever the nutritional
conditions considered (Fig. 3f and S3h). Interestingly, when focusing on the intracellular contents of the 9
AA previously shown for being stimulated following a starvation, we noticed that some AA levels (Fig. S3i)
were controlled by both serum and AA availabilities (e.g. Lys and Met) while Val and Gly were
predominantly regulated by serum and lle, Phe, Ser, Cys and GIn by AA availability. Altogether, the
regulations of the intracellular EAA pool (Fig. 3g and S3j) appeared to be controlled by AA and Serum
availabilities while only serum availability led to a significant increase of the NEAA pool (Fig. 3h and S3k).
Moreover, mTOR activation levels measured following those nutritional dysregulations partially matched
with the intracellular changes in EAA observed. Indeed, phospho-S6 protein levels came across being
dependent on AA availability (Fig. 3i) but not on Serum availability (Fig. S3I). Such results confirmed that
the AA predominantly controlled by serum, namely Val and Gly, were not involved in the AA-dependent
mTOR activation observed. Thus, all these results pointed to a predominant role of AA in the starvation-
induced dysregulation of AAT in RT cells which globally drove the expression of NAAT and CAAT as well as
the intracellular content of some specific NAA and CAA. Accordingly, we then focused our efforts in
deciphering the AA-dependent regulations of the AAT family in RT.

The specific contributions of EAA and NEAA in the regulations of AAT sub-families and their
consequences on intracellular AA contents.

Since the starvation-induced AAT dysregulations appeared being predominantly driven by AA availability,
similar experiments were conducted while starvation media was supplemented with either EAA or NEAA
(Fig. 4a and 4b). Results showed two different profiles made of AAT regulated by both EAA and NEAA (e.g.
PQLC2 a) but above all some AAT specifically regulated by EAA, positively or negatively (e.g. xCT c-d or
BOAT2 d) as well as NEAA-specific regulations (e.g. Catl a-b or SNAT3 a-b). Nonetheless, at global sight, the
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starvation-induced upregulations of NAAT and CAAT subfamilies were clearly repressed by EAA availability,
while NEAA had no effect (Fig.4 c). On the other hand, at protein levels, such effects could only be
confirmed for CAAT subfamily while NAAT levels were shown to be controlled by NEAA availability (Fig.4d
and Fig. S4a-b). Of note, a significant increase in the global expression of the AAAT sub-family (mainly
supported by xCT c-d and EAAT1 a-c upregulations) was observed at mRNA levels but such profile was not
confirmed by proteomic analysis for which EAAT1 paralogs could not be detected while xCT ¢ expression
was unaffected upon each treatment. As previously, we could notice that the intracellular pools of NAA
(Fig. 4e) were brought back to those of cells that did not experience a starvation, whatever the treatment
considered, while CAA pool was mainly affected by EAA availability (Fig. 4f) as well as a moderate positive
effect on the AAA pool (Fig. 4g). Thus, the starvation-induced increase in Met, lle and Phe intracellular
concentrations were insensitive to EAA and NEAA supplementation, while being previously described as
dependent on AA (Fig. S4c), suggesting a coordinated response involving both types of AA. On the other
hand, we could see that EAA availability induced a strong decrease in the intracellular content of Gly and
Lys (Fig. S4c) while it increased Val intracellular concentration. Regarding NEAA availability, it appeared
that the outcomes of intracellular AA fluctuations were less pronounced since it only displayed a mild
repression of the starvation-induced increase in Val, Ser, Cys and Lys intracellular concentrations while
strongly increasing Gln intracellular content. According to these results, the cellular pools of EAA (Fig. 4h)
and NEAA (Fig. 4i) measured in these conditions showed significant differences with a considerable drop
in EAA content due to EAA availability to the expense of an increase in NEAA. However, such differences,
in quantity and quality, of the intracellular pools in EAA did not fit with the mTOR activation profiles in
cells (Fig. 4j) since none of the phosphor-S6 protein signals measured following EAA and NEAA
supplementation in the starvation media impaired the starvation-induced enhancement of mTOR activity.
These results therefore suggested that the AA-sensing machinery responsible for mTOR activation in RT
cells is certainly slightly different, in terms for instance of AA detected, from the one described in mammals
since none of the combined profile of known activators of mTOR recapitulated the mTOR activation levels
measured. On the whole, since EAA availability had more marked effects on AAT regulations and
intracellular AA fluxes compared to NEAA availability, although being not neglected, we pursued our
investigations on the specific role played by 4 EAA on the regulations of AAT in RTH-149 cell line.

Single EAA starvations differentially regulate AAT expressions, activities and signaling pathways.

In our quest of dissecting the nutritional regulations of the AAT family in RT, we investigated the
independent roles played by single EAA starvation by focusing on Arg, Lys, Met and Leu. Those 4 EAA were
mainly picked because of their main functions in GCN2 and mTOR signaling pathways described in
mammals and in fish. Moreover, Arg, Lys and Met are frequently underrepresented in plant proteins used
nowadays to feed farmed fish, without really understanding the dysregulations induced by such
restrictions. Thus, cells were incubated for 24h into a regular media containing all AA or deprived from one
of the EAA mentioned above prior to assess the expression levels of the AAT by RTqPCR. Thus, we could
observe that cells subjected to Lys or Arg starvations harbored two similar profiles for AAT expressions
(Fig. 5a and 5b) where almost 50% of the AAT were up-regulated and around 30% down-regulated.
Interestingly, such values were very close to the one observed upon a complete starvation (Fig. 2b) while
for Met or Leu starvation (Fig. 5c and 5d respectively) very few AAT were up-regulated (20% each). On the
other hand, Met starvation caused the downregulation of a very large set of AAT (48%) when Leu
starvation only had a minimal effect on the down-regulation of AAT (4%). At the sight of AAT sub-families,
when Arg and Lys starvations displayed a significant increase in the NAAT sub-family (Fig. 5e) and, very
surprisingly, only a similar trend for CAAT sub-family, the two other starvations had absolutely no impact
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on the global expression of NAAT, CAAT and AAAT subfamilies. According to these observations, the AA
intracellular content measured following these starvations were not, or at least very minimally, affected
when considering NAA, CAA, AAA, EAA and NEAA pools (Fig. 5f to 5j respectively). It was only when
considering the intracellular contents of each individual AA that slight, but significant, differences could
be detected for lle, Phe, Cys, GIn and Lys (Fig. S5a), all of which being however unaffected by Leu
starvation. Altogether, despite these modest but specific changes for some intracellular AA, we could
observe that only cells that undergone Arg and Lys starvation conditions could stimulate the activation of
mTOR pathway (Fig. 5k) when stimulated back with a regular growing media. Consequently, we wondered
whether, with the datasets of the intracellular AA contents and mTOR signaling levels gathered following
all the nutritional challenges performed so far, some correlations could be established between the
fluctuations of individual AA and mTOR activation in cells. Despite that Leu, Met, Arg and Lys were already
shown to contribute in mTOR activation in RT cells!*17:2021 only the intracellular concentrations of lle and
Phe were positively correlated with mTOR activation levels (Fig. 5| and S5b) at significant values. Therefore,
we decided to evaluate whether such correlations were of biological relevance in unravelling a specific
role of lle and Phe in mTOR activation (Fig. 5m). For this purpose, cells were starved for 2h prior being
treated for 4h with a starvation media supplemented or not with all EAA or the indicated AA. It turned out
that indeed lle and Phe displayed similar abilities to activate mTOR compared to its previously described
AA activators. Future experiments should help to determine whether these mTOR-stimulating AA acted
directly onto mTOR-dependent AA-sensing machinery or, for instance, through indirect effects on specific
gene and metabolic targets. Overall, knowledge obtained through such single starvations indicated that i)
specific cellular responses are activated depending on the identity of the missing EAA, implying that many
existing AA-specific mechanisms have yet to be elucidated but also that ii) a non-negligible number of AAT
dysregulations were commonly shared between the different starvations, suggesting the existence of a
general mechanism activated following AA starvation in RT cells (Fig. S5c). Accordingly, and since this
global approach revealed being powerful to identify new AA that contribute to mTOR activation in trout,
we pursued the analyses of the datasets with the goal to define general rules governing the nutritional-
related mechanisms of AAT expressions in RT cells.

A general classification of AAT according to their nutritional-related regulations

Following the great numbers of AAT regulations observed in cells subjected to no less than 10 different
nutritional challenges we first performed a hierarchical clustering of the AAT on the basis of their relative
fold change expressions in each condition compared to control media (Fig. 6a). Accordingly, three different
clusters, named A, B and C, could clearly be identified. The cluster A was defined as a group of AAT that
were up-regulated upon starvation in an AA-dependent way while serum had a further stimulating effect
on the starvation-induced up-regulations (Fig. 6b). The cluster B was mostly represented by AAT that were
unaffected by nutritional conditions, while cluster C was made of AAT that were up-regulated by starvation
in a serum dependent manner. Since cluster A appeared of being strongly repressed by AA availability, we
assessed whether this regulation could be related to the GCN2-ATF4 pathway. First, we measured the
expression levels of some specific ATF4 target genes (Fig. S6a), for which only ATF4 c-d did not display a
conventional GCN2 response in most of the nutritional challenges considered. Moreover, very surprisingly
but consistently with results previously obtained (Fig. 5d), Leu starvation only led to a very weak up-
regulation of ASNS while other markers were left unaffected. This tended to demonstrate that RT cells do
not sense Leu within the GCN2-ATF4 pathway. Overall, with the ATF4-dependent gene activation levels
measured in all the nutritional conditions tested, we observed that the general expression of AAT
belonging to cluster A showed significant correlations with chop, asns, ATF4 a and ATF4 b genes (Fig. 6c),
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suggesting a major role of the GCN2-ATF4 pathway in the regulation of this cluster. To confirm this
hypothesis, cluster A was analyzed for nucleotide motif sequences commonly shared within AAT
promoters from this cluster. When compared to databases, the first motif identified in cluster A almost
perfectly matched with the ATF4 specific Amino Acid Response Element (AARE) motif described in
mammals?? as an ATF4 binding site (Fig. 6d). Furthermore, such motif was found to be considerably
enriched in promoters of AAT from cluster A compared to those of clusters B and C (Fig. 6e). To
experimentally validated this observation, the AAT expression profiles were first assessed from cells
exposed to halofuginone (Fig. S6b), a pharmacological activator of the GCN2 pathway (Fig. S6¢). Again, it
appeared that only the general expression of AAT from cluster A was i) specifically increased by
halofuginone treatment and ii) significantly different from those of clusters B and C (Fig. 6f). To confirm
the role of GCN2 in regulating AAT from cluster A, we used A92 compound, which was shown to be a a
specific GCN2 inhibitor in mammals. First, we observed that the starvation-induced up-regulations of most
AAT previously observed was clearly repressed upon A92 treatment (Fig. S6d) as well as those of GCN2
target genes (Fig. S6e). Then, the analysis of the AAT expressions according to the clustering clearly
evidenced that A92 abrogated totally the up-regulation of cluster A while also partially repressing the
expressions of cluster B and C (Fig. 6g). Altogether and since these results constituted a body of evidences
demonstrating the central role of the GCN2 pathway in regulating AAT from cluster A, we finally analyzed
liver samples previously collected for another study?. Briefly, those samples were obtained from trout fed
two isoenergetic and isolipidic diets that only differed from their contents in crude protein inclusion rate
(60% for the high protein diet versus 40% for the “low” protein diet) as well as for starch to balance the
gross energy for both diets. As a result, the analysis of the AAT profiles (Fig. S6f) revealed that only AAT
from cluster A were statistically more expressed in the diet providing less dietary AA compared to the high
protein diet (HP) (Fig. 6h) in full accordance with the expression levels of GCN2 target genes (Fig. S6g).
Beside the fact that it was the first evidence of the conservation and functionality of AARE sequences in
RT, all these results confirmed the central role played by the GCN2 pathway in controlling AA homeostasis
through AAT regulations in RT.

Modelling the nutritional-dependent AAT activities in RT cells.

Finally, while pursuing the efforts in decrypting the complex RT AAT family, we aimed to model the
nutritional regulations of this family and their outcomes on AA fluxes and cellular signaling events. To do
so, we first calculated the Spearman’s correlation values between each individual AA and each AAT
independently, prior to proceed to a hierarchical clustering of these 1.425 values to evaluate if a specific
pattern of intracellular AA fluctuations could be associated with the regulation of some specific pools of
AAT. As a result, three main groups could be identified and named a, B and y (Fig. 7a). The first thing that
could be perceived was that the group a was mostly constituted of AAT from the cluster B combined to
few AAT from cluster C while the group B was integrally made of AAT from cluster C and group y was mainly
represented by AAT from cluster A and few others from cluster C. In other words, while the 'nutritional'
clustering previously carried out was based entirely on fluctuations in AAT expression observed in cells
exposed to various nutrient media, it was remarkable to see that integrating the intracellular AA datasets
led to virtually the same conclusions, while certainly refining them. Consequently, convinced by the
robustness of this clustering, we sought to model the nutrition-dependent AA transport activities of these
3 new groups. To this end, a Bayesian approach was used to estimate the posterior values (PVs) of the
effects of the three groups (a, B and y) on intracellular variation of each AA (Fig. 7b). Thus, positive or
negative PVs reflected the global import or export activities of each group and AA considered, respectively.
Accordingly, this analysis tended to explain cellular AA fluxes by attributing to the group a the efflux of
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Gln, His, lle, Met and Phe while it also seemed to be the major contributor for Arg uptake. Since this group
is mainly constituted of AAT that do not respond to nutrients (Cluster B), it can therefore be seen as a
homogenizer group in charge to equilibrate the AA intracellular pools. On the other side, the group B, only
constituted of AAT repressed by serum, would be globally in charge of the efflux of Asp and GIn and the
uptake of Gly, Lys and Val. Finally, the group y, mainly constituted of AAT up-regulated by AA starvation,
would be responsible for the uptake of Cys, Gln, His, lle, Phe and Ser. For all the other AA not mentioned,
since no clear differences in PVs could be estimated between groups, it was therefore suspected that these
AA were shared substrates. Finally, to summarize all the findings from this study, we proposed the model
of the nutritional regulations of the AAT family and their outcomes on intracellular AA contents (Fig. 7c).
Thus, we demonstrated that in RTH-149 cells more than 75 AAT were expressed and could be subdivided
into three clusters A, B and C according to their nutritional regulations by AA and serum. With a focus
made on AA specific regulations, we could demonstrate that the cluster A was a predominant target of the
GCN2 pathway notably due to an enrichment of AARE motifs in the promoters of the AAT belonging to this
cluster. Moreover, the AAT have also been classified according to the modelling of their transport activities
into 3 different groups (a, B and y) each of which that could be seen as a polyvalent transporter with
specificities for the uptake or efflux of key AA, among which Phe and lle, two newly identified mTOR
activators in RT.

Discussion

In conclusion, this study highlighted the great diversity and number of AAT found in RT genome as well as
those expressed in its tissues and derivative cells. Results obtained demonstrated that the global profile
of AAT dysregulations observed upon a serum and AA starvation is mainly driven by AA availability, which
globally stimulated the expression of NAAT and CAAT subfamilies but not AAAT. Interestingly, we also
noticed that the outcomes of these dysregulations on AA intracellular pools converged to impact only half
of the proteinogenic AA (namely Met, Val, lle, Phe, Ser, Gly, Cys, GIn, and Lys) where 4 are described as
NEAA. This suggest specific roles played by those AA in starving cells and indicating that cells' responses to
nutrient deficiency do not spare efforts in stimulating the absorption of NEAA either, reinforcing
furthermore the concept of functional AA%*, Moreover, while looking at single AA starvation responses,
our results clearly established that a combination of a general response to AA starvation and an AA-specific
response are activated by cells, certainly to better cope with the starvation considered. More than that,
the single starvations focusing on 4 known AA that activate mTOR showed that they are not similarly
detected by the GCN2 pathway where Lys and Arg starvation induced a strong induction of GCN2 target
genes while Met and Leu starvations had only a moderate, or even no impact at all, in stimulating this
pathway. Such results corroborated previous observations'®* made for which GCN2 and mTOR pathways
appeared to be less interconnected in RT than in mammals which is intriguing since RT metabolism relies
mainly in dietary amino acids. Moreover, the hierarchical clustering of the nutrient-dependent cellular
responses of the AAT family, besides the identification of AAT regulated by the GCN2 pathway, allowed to
confirmed previous statements made in mammals or in fish. First, we could see that the cluster A, mostly
repressed by AA availability, is enriched in AAT localized at the plasma membrane (89%) compared to the
global proportion of plasma membrane AAT expressed in RT (73%) which is consistent with an induction
of the AAT from this cluster A to improve AA absorption in a context of AA restriction. Interestingly, the
only two intracellular AAT found in this cluster A are mitochondrial carriers (Orntlc and AGC1 c-d) involved
in mitochondrial ornithine and aspartate/glutamate fluxes respectively, previously shown for their
functions in arginine synthesis and urea cycle® notably stimulated by starvation conditions. Similarly,
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according to WGD events that occurred in RT evolution, AAT genes were also duplicated and retained in
RT genome. Interestingly, for 11 (B°AT2, LAT2, y+LAT2, CAT3, 4F2hc, LAT1, AGC1, SNAT3, GC1, PQLC2 and
GAT2) of the 48 human AAT orthologs expressed in RTH-149 cells (for a total of 75 AAT expressed), we
could notice that subfunctionalization®® processes might have already occurred since paralogs from a
duplicated gene were found spread into 2 different clusters (A:B, A:C or B:C). This illustrates that the AA
homeostasis supported by the RT AAT family is even more complex to delineate since paralogs from a
duplicated gene display very close sequence identities, so likely similar transport activities and specificities,
but differences in expression levels and regulations. Therefore, in absence of extensive studies detailing
all the regulations to which AAT are subjected, the functional role of some AAT will certainly be minored,
if not totally ignored. Altogether, we proposed here a global approach to considerably gain insight into
the molecular mechanisms regulating AAT expressions and functions in RT through the prism of nutritional
regulations. Beyond the fundamental knowledge gathered for this specie of agronomic interest, this study
offers to get into the complex world of AAT through an innovative and global angle to better apprehend
the mechanisms involved to preserve AA homeostasis. Therefore, multiplying the use of this global
approach to other stimuli, whether being related to nutrients (e.g. the responses to carbohydrate, lipids
or micronutrients) or not (responses to cytokines, hormones and growth factors), will contribute to ease
the global comprehension of the cellular functions supported by AAT. Moreover, since none of the
protocols and methods proposed in this study required tools specifically developed for a dedicated specie,
this study provides a universal approach deeply required to democratize studies on the SLC family and
help biology to keep moving forward in wider topics and organisms.

Methods

Cell culture & treatments

All in vitro experiment were conduct on RTH-149 cell line, derived from rainbow trout hepatoma (ATCC®
CRL-1710, LGC standards, Molsheim, France). These cells are routinely cultured in Minimal Essential
Medium (MEM, #61100-053) supplemented with 100uM Non Essential Amino Acid (NEAA, #11140-50),
1mM Sodium-pyruvate (#11360-070), 50 units/ml penicillin / 50ug/ml Streptomycin (PenStrep, #15140-
122), 10% Fetal Bovine Serum (FBS, #10270-106), all provided by Gibco (Thermo Fisher scientific, Waltham,
MA, USA) and 25 mM HEPES (#BP299-1, Fisher Bioreagents, Fisher scientific SAS, lllkirch Graffenstaden,
France). Cells were grown at 18°C, without CO; and at pH 7.4. Medium were change 2 to 3 times per week
and cells were passaged at around 80% of confluence. Before each experiment, living cells were counted
with a Cellometer K2 and AO-PI staining (#CS2-0106), both from Nexcelom Bioscience LLC (Lawrence, MA,
USA). For RNA extraction, 500 000 cells were plated in 6 cm dishes, while 400 000 cells were plated in same
dishes for Protein extraction. For UPLC-MS analysis, 400 000 cells were plate in 6-well plates, with 3
replicates per condition. 48h after seeding, cells were wash twice with Phosphate Buffered Saline (PBS,
#2944-100, Fisher bioreagents) and treated with specific medium: Complete Medium (CM condition,
constituted as mentioned above), Hank’s balanced salt solution (HBSS, #14065-056, Gibco) with 25mM
HEPES was use as a starvation medium (Starved condition) and supplemented/or not with NEAA, Essential
Amino Acid (EAA, #11130-036, Gibco), L-Glutamine (#25030-024, Gibco) and FBS. HBSS solution
supplemented with all of these compounds were hereafter referred as Fed Like medium. For single AA
starvation, a MEM medium lacking almost all AA (except Histidine, Isoleucine, Phenylalanine, Threonine,
Tryptophan, Tyrosine, Valine, C4086.0500, Genaxxon Bioscience, Ulm, Germany) were used and
supplemented with PenStrep, NEAA L-Glutamine, and each other AA one by one to MEM concentration,
except one (minus L-Arginine (#A5006-100G), L-Lysine (#L5501-25G), L-Methionine (#M9625-25G) and L-
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Leucine(#L8000-50G), all provided from Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Finally, Halofuginone
hydrobromide (#32481, Sigma-Aldrich), a pharmacological activator of GCN2 pathway was used at 100 nM
in CM and A-92 (#Axon 2720, Axon Medchem PV, Groningen, The Netherlands), an inhibitor of GCN2
pathway was added at 4uM in Starved media. All these treatments were carried out for 24 hours before
RNA extraction.

In order to assess effect of AAT dysregulation on intracellular AA content and mTOR activation, after these
24h treatments, cells were starved with the Starved condition during 2h, for emptying intracellular AA pool
and inactivate mTOR. Cells were then reloaded with CM during 10 min before metabolites extraction and
UPLC-MS analysis, or during 4h with CM lacking FBS before protein extraction for Western Blot analysis.

Finally, to assess mTOR activation level by some EAA, 48h after plating, cells were starved with HBSS and
preload with NEAA for 2h, in order to inactive mTOR. Cells were then reloaded with the starvation
condition containing all EAA or only one (L-isoleucine, #15227-5G, L-phenylalanine, #P5482-25G, both
provided form Sigma-Aldrich, and L-arginine, L-lysine, L-leucine, L-methionine ; each at MEM
concentration) or nothing during 2h, prior to protein extraction for Western Blot analysis.

RNA extraction and quantitative RT-PCR analysis

Before RNA extraction, cells were washed with PBS solution. RNA extraction and purification were
performed with RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) by using Manufacturer’s protocol. RNA
concentration and integrity was assessed with a Nanodrop® ND1000 spectrophotometer.

cDNA synthesis by reverse transcriptase were carried out as previously described, as well as protocol and
program for RT-gPCR analysis®®'”*8, Briefly, cDNAs were synthetized using 1pg of RNA for each
experiment, excepted for A-92 treatments where 700 ng RNA were used. All primers designed with
Primer3 software and used were listed in Supplementary Table 2. Primer efficiencies were assessed using
a pool of RT tissues (stomach, gut, liver, muscle, ovary, spleen, kidney, brain and adipose tissue) prior to
validating amplicon size and the amplified sequence by DNA sequencing (Azenta Life Science, Leipzig,
Germany). Expression of targeted genes were normalized on EFla expression.

Protein extraction and Western blotting

Protein extraction and Western blotting analysis were carried out as previously described?>”18, Briefly,
cells were lysed with RIPA buffer (#89900, Thermo Fisher scientific) supplemented with Halt protease and
phosphatase inhibitor (#78442, Thermo Fisher scientific). After determination of sample protein
concentration by Bicinchoninic Acid (BCA) Kit (#UP408404, Interchim, Montlugon, France) an equivalent
level of protein per sample were mixed with Laemmli buffer before performed electrophoresis (12% SDS-
PAGE). After protein separation and transfer, different primary antibodies were used: anti-ribosomal
protein S6 (#2217L), anti-phospho-S6 (Ser235/Ser236, #4858L), and anti-B-tubulin (#2146S), all provided
from Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, USA). Chemiluminescent revelations were performed with
iBright 1500 imager (Thermo Fisher Scientific) and quantification were assessed thanks to ImageJ Software
(v1.53k, Java 1.8.0_172) and by using B-tubulin for normalization.

Proteomic analysis

For proteomic analysis, proteins were extracted exactly as described above. Proteomic analysis were
carried out by the ProteoToul Services — Proteomics Facility of Toulouse, France, as described previously?’.
Briefly, after preparation and digestion, samples were analysed thanks to nano-liquid chromatography (LC)
associated to tandem mass spectrometry: an UltiMate 3000 system (NCS-3500RS Nano/Cap System;
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ThermoFisher Scientific) and an Orbitrap Exploris 480 mass spectrometer supplied with a FAIMS Pro device
(ThermoFisher Scientific). Peptide sequences were assigned against rainbow trout records in the Uniprot
protein database and protein abundance of peptide identified as AAT were extracted and analyzed.

Amino acid extraction and UPLC analysis

For analyzing AAT dysregulation effect on AA absorption, intracellular AA content were assessed by UPLC
analysis, exactly as previously described'’. Briefly, after 3 washes with ice-cold PBS, polar metabolites were
extracted with an MeOH/H,0 mix (80%/20%). Samples derivatization were performed with an AccQTag kit
(#186003836, Waters) by following manufacturer’s instruction. AA content analysis were done thanks to
an Acquity H-Class PLUS (Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) Alliance System (2695 separation
module) associated to a Acquity UPLC Fluo Detector (Waters). All proteinogenic AA content (except
Tryphophan) were identified thanks retention time compared to standards. AA content was then
normalized on total protein amount, assessed with BCA Kit.

Liver samples

For assessing AAT expression profile in vivo, RNA extracted from liver samples were taken from a previous
study®. Briefly, after 4 days of total starvation, juvenile rainbow trout were fed during 4 days with two
different experimental diet characterized by different ratios between carbohydrates and proteins. The first
diet contained a high protein level (¥60% of crude protein, and low carbohydrate level, called “High
protein” diet, HP) while the second diet contained a lower protein level (¥40% of crude protein, higher
carbohydrate level allowed by inclusion of gelatinized starch, called “Low protein” diet, LP). Livers were
sampled 6h after the last meal.

Bioinformatics analysis

AAT identification

AAT were identified in rainbow trout genome thanks to genome annotation on NCBI database (OmykA 1.1
genome, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gdv) and by blasting sequences against human AAT using NCBI
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). This was also
complemented by blasting human AAT sequence against rainbow trout genome to ensure that
unannotated genes were not overlooked.

AAT Hierarchical clustering

Clustering of AAT according to their nutritional regulation were performed using R Studio software (v4.3.0)
by clustering Log2 Fold Change (FC) mRNA expression in each experimental condition test (Starved +/-
nutrients and single AA deficiencies) with the Ward method.

Motif enrichment analysis

Based on AAT belonging to cluster A, a motif enrichment analysis was conducted with MEME Suite
(Multiple Em for Motif Elicitation, v5.5.5). DNA sequences of more or less 1000bp from the transcription-
starting site of Cluster A AAT were loaded and Classic Mode were used for motif discovery. Sequences sites
distribution were assessed with One Occurrence Per Sequence (oops) setting, for identifying a maximum
of 10 enriched motifs from 6 to 15 bp. To assign an enriched motif to a transcription factor binding site,
the TOMTOM tool (Motif Comparison Tool®*’) were used, comparing the newly discovered motif with
databases of known motif (e.g Jaspar, Uniprobe, jolma...). To identify all matching sites of the newly
discovered motif, a Simple Enrichment Analysis (SEA3!) were conducted for each cluster by taking DNA
sequences of more or less 1000bp from the transcription-starting site.
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Correlations

Correlations between AAT and AA content in all experimental conditions were conducted with R Studio
(v4.3.0). Non-parametric correlation coefficients (Spearman correlation) were then clustered with the
method previously described.

Description of the statistical model

In order to understand the dynamics of overall AA uptake by AAT, we built a model to infer the effects of
AAT expression on intracellular AA content. AAT expression and AA content were Log2 fold change (FC) of
MRNA expression of each AAT and log2 FC of AA content, both normalized on control condition (CM). To
simplify our model and allow better parameters estimation, AAT were grouped according to groups
previously determined, a, B and y. We thus calculated the mean expression of AAT per treatment and per
cluster (T;) to create k = 3 explicative factors for each of the j experimental conditions. For this model, we
assumed that intracellular content of each of the i AA follow a Gaussian distribution with a mean p;; and
variance o?; as follows:

AA i~ N (i o)
With
Wi = X; +Z}?é=1 PVik X Tik
Where:
xi: the base value of AA uptake when all AAT expression did not vary
Pvi: the parameter effect of AAT expression on the i"" AA and k™ group.
T,«: the explicative factor value for the j™ experimental condition and the k' group.

This model assumes that 1/ AA content variance depends on experimental conditions, as demonstrated in
experiments described above, 2/ variance in uptake differs between each AA and 3/ AA content might not
be equal to zero even without AAT expression variation, assuming a basal AA flux.

The model was created with R Studio software (v4.3.0) using rjags and MCMCvis packages. Parameter
estimation was performed using Bayesian inference framework. Relatively non-informative priors were
chosen for W ajz, xi and Pv parameters, in order to ensure rapid convergence (See
https://doi.org/10.57745/WZL39N for model code, priors and data). The Pv, ;. effect of AAT groups on
uptake of a given AA, x; and ojz were estimated with 3 independent MCMC (Markov chain Monte Carlo)

samplings with 10000 iterations each.

Model fit was assessed by calculating the percentage of explained variation in AA concentration. Posteriors
parameters, named Pv, were analysed for each AA and AAT groups, with Pv = 0 meaning that AAT group
don’t have any effect on AA absorption, Pv > 0 that AAT groups have a positive effect and Pv < 0 a negative
one. In practice, we considered a parameter to be statistically different from zero when 97.5% of its density
probability was above or below zero.

Statistical analysis
All data were assessed for distribution normality by Shapiro-Wilk test, and mean comparisons were
assessed by two-tailed parametric T test or non-parametric U test for two-by-two comparisons, or by two-
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tailed parametric one-way Anova with Tuckey’s post-hoc test or non-parametric Kruskal-Wallis test and
Dunn comparison test for multiple comparisons. All error bars correspond to Standard Error of the Mean
(sem). Proportion analysis were assessed with Chi2 test, while correlations between AA and mTOR
activation and between GCN2 target genes and global cluster mRNA expression were assessed with
Pearson correlations. The significance threshold was always positioned at p<0.05.

Data and code availability
The raw data and the code developed for this study are available on the french “Recherche Data Gouv
multidisciplinary repository » following this link: https://doi.org/10.57745/WZL39N
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Figure 1: Repertoire of amino acid transporters (AAT) identified in Rainbow trout.

a. AAT identified in rainbow trout genome based on known human AAT and two based on zebrafish (D.
rerio) genome. AAT were classed according to SLC gene sub-families, categories (neutral, anionic,
cationic), transport mechanism (uniporter, antiporter, symporter) and tissues expression were
specified. Merged boxes indicate AAT for which the expression could not be detected individually.
Gene names indicated above the grey lines are known human AAT genes while below the lines are
shown their orthologs found in RT genome. b. Mean protein sequence identity, compared to human,
of total AAT expressed vs. non-expressed in pool of rainbow trout tissues. c. Mean protein sequence
identity by categories, compared to human, between total, expressed and non-expressed AAT. d.
Proportion between each AAT category in human and rainbow trout AAT pool; Chi? proportion test
between human and Rainbow trout was not significant. *: t-test statistical significance; letters: One-
way Anova statistical significance. Different letters indicate a significant difference (p value <0.05).
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Figure 2: AAT dysregulation upon starvation influenced AA absorption and mTOR signalling

a. description of the experimental procedure for evaluating AAT dysregulation and effects on AA
absorption and mTOR signalling. b. Relative Quantification (RQ) of AAT expressed in RTH-149 cell line
in starved condition, compared to control media (CM) and normalized on EFla expression. AAT were
classed from the most upregulated to the most downregulated; percentages indicate AAT proportion
in each part of the graph (N=6). c. Mean RQ for each AAT category in starved and fed-like conditions,
compared to CM and normalized on EFla expression. Numbers refer to AAT in each category (N=3). d.
Mean Fold Change (FC) of protein abundance for each AAT category in starved and fed-like conditions,
compared to CM. Numbers refer to AAT in each category (N=4). e.f.g.h.i FC of NAA (e), CAA (f), AAA (g),
EAA (h) and NEAA (i) intracellular contents measured at the third step (N=7 for all panels except for
panel g (AAA) N=3). j. Representative Western Blot and quantification of S6 phosphorylation state after
CM, starved and fed-like treatments, compared to starved condition and normalized on B-tubulin
guantification (N=7). # and * indicate statistical differences (T-Test, p value <0.05) compared to CM,
letters: One-way Anova statistical differences. Different letters indicate a significant difference (p value
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Figure 3: AA mainly drives AAT dysregulation influencing AA content and mTORC1 signalling

a. Relative Quantification (RQ) of AAT expressed in RTH-149 cell line in starved+AA condition,
compared to CM and normalized on EFla expression. AAT were classed from the most upregulated to
the most downregulated in starved condition; red line refers to AAT profiles measured upon starved
condition and colours to AAT category. Black *: t-test significant differences from CM; red and green *
indicated below gene names represent t-test significant differences from starved condition, depending
on regulation direction (red for upregulation and green downregulation) (N=6). b.c. Mean RQ (b) and
Mean Fold Change (FC) of protein abundance (c) for each AAT category in starved condition
supplemented or not with AA, compared to CM and normalized on EF1a expression. #: t-test significant
differences from CM. Numbers refer to AAT in each category (N=3 and N=4 respectively). d.e.f.g.h FC
of NAA (d), CAA (e), AAA (f), EAA (g), NEAA (h) intracellular contents measured after step 3 and
normalized to CM. Letters: One-way Anova statistical differences (N=7 for all panels except for panel
f (AAA) N=3). i. Representative Western Blot and quantification of S6 phosphorylation state measured
at step 3 and normalized on B-tubulin and starved condition. Letters: One-way Anova statistical
differences (N=7). Different letters indicate a significant difference (p value <0.05).
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Figure 4: EAA mainly drove AAT dysregulation influencing AA content and mTORC1 signalling

a.b. Relative Quantification (RQ) of AAT expressed in RTH-149 cell line in starved+EAA (a) and
starved+NEAA (b) conditions, normalized on EFla expression, classed from the most upregulated to
the most downregulated AAT in starved Condition. red line refers to AAT profiles measured upon
starved condition and colours to AAT category. Black *: t-test significant differences from CM; red and
green * indicated below gene names represent t-test significant differences from starved condition,
depending on regulation direction (red for upregulation and green downregulation) (N=3). c.d. Mean
RQ (c) and Mean Fold Change (FC) of protein abundance (d) for each AAT category measure in starved
condition supplemented or not with EAA or NEAA, compared to CM and normalized on EFla
expression. #: t-test significant differences from CM. Numbers refer to AAT in each category
(Experiments were repeated N=3 and N=4 for panel c and d respectively). e.f.g.h.i FC of NAA (e), CAA
(f), AAA (g), EAA (h), NEAA (i) intracellular contents measured at step 3 and normalized to CM. letters:
One-way Anova statistical differences (N=7 for all panels except for panel g (AAA) N=3). j.
Representative Western Blot and quantification of S6 phosphorylation state after CM and starved with
or without EAA or NEAA supplementations, compared to starved condition and normalized on -
tubulin quantification. Letters: One-way Anova statistical differences (N=7). Different letters indicate a
significant difference (p value <0.05).
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Figure 5: Single AA deficiencies affect AAT expression but with fewer consequences on AA
absorption and mTOR signalling; while highlighting specific AA for mTOR activation

a.b.c.d. Relative Quantification (RQ) of AAT expressed in RTH-149 cell line in Lys (a), Arg (b), Met (c)
and Leu (d) deficiencies, compared to CM and normalized on EFla expression. For each treatment, AAT
were classed from the most upregulated to the most downregulated AAT and colours refer to AAT
category. Percentage indicate AAT proportion in each part of the graph. *: t-test significant differences
from CM (N=4 for Lys and Arg, N=3 for Met and N=5 for Leu deficiencies). e. Mean RQ for each AAT
category in Arg, Lys, Met and Leu deficiencies, compared to CM and normalized on EFla expression. #:
t-test significant differences from CM. Numbers refer to AAT in each category (Experiments were
repeated N=4 for Lys and Arg, N=3 for Met and N=5 for Leu deficiencies). f.g.h.i.j FC of NAA (f), CAA (g),
AAA (h), EAA (i), NEAA (j) intracellular contents measured at step 3 and normalized to CM. letters: One-
way Anova statistical differences (N=7 for all panels except for panel h (AAA) N=3). k. Representative
Western Blot and quantification of S6 phosphorylation state measured at step 3 and normalized to CM
and B-tubulin. *: t-test significant differences from CM (N=7). |. Pearson correlation between isoleucine
(top) and phenylalanine (bottom) intracellular contents and S6 phosphorylation state measured from
the dataset of the previous 10 experimental conditions analysed. Confident intervals were shown,
r=pearson coefficient; p=p-value. m. Representative Western Blot and quantification of S6
phosphorylation state after treatment with known and potential newly identify mTOR activator,
compared to starved+EAA treatment and normalized on B-tubulin quantification. *: t-test significant
differences from starved (/) (N=3).
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Figure 6: Insightful knowledge brought by clustering of AAT according to their nutritional
regulations

a. Heatmap of AAT Log2 Fold change in all experimental condition tested in RTH-149 cell line. Branches
indicate hierarchical clustering, allowing the identification of three clusters: A (red), B (green) and C
(grey). b. Mean relative quantification (RQ) of AAT from cluster A (left), B (middle) and C (right) in the
indicated condition compared to CM and normalized on EFla expression. #: t-test significant
differences from CM, *: t-test significant differences between starved conditions (N=3). c. Pearson
correlation between mean RQ of each AAT cluster and mean of GCN2 target genes (chop, asns and
ATF4 paralogs) in the 10 experimental conditions tested. Confident intervals were shown; pearson
coefficients (r) and p-values (p) for each correlation were specified; #: indicate the level of statistical
significance. d. Position Weight Matrice of discovered motif from enrichment motif analysis and
comparison to Amino Acid Response Element (AARE) identified in human from JASPAR database. P =
p-value of similarity; E = false positive number, g= minimum false discovery rate. e. Mean AARE number
found in each AAT sequences according to cluster. *: t-test significant differences between clusters. f.
Mean RQ of AAT from each cluster in CM+100nM Halofuginone condition, compared to CM and
normalized on EFla. #: t-test significant differences from CM, *: t-test significant differences between
clusters (N=5). g. Mean RQ of AAT from each cluster in starved supplemented or not with 4uM A92,
compared to CM and normalized on EFla expression. #: t-test significant differences from CM, *: t-test
significant differences between clusters (N=3). h. Mean RQ of each cluster in liver of Rainbow trout fed
with High Protein (HP) or Low Protein (LP) dietary levels, compared to HP diet and normalized on EFla
expression. #: t-test significant differences from HP, *: t-test significant differences between clusters
(N=9).
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Figure 7: Modelling the nutritional regulations of the RT AAT family and their related
transport specificities

a. Hierarchical clustering of Spearman correlation coefficient between AAT expression and AA
absorption measured from the dataset of the previous 10 experimental conditions analysed. This
allowed the identification of three clusters a (green), B (grey) and y (red). Nutritional regulation of
clusters identified in Fig.6 were also specified (A, B or C) b. Posterior estimation values (Pv) for each AA
and each cluster activity, explaining cluster participation to AA absorption. Stars indicate that
posteriors with 97.5% of distribution is different from zero. c. Proposed model of the nutritional
regulations of AA fluxes for each cluster activity and the implication of GCN2/mTOR activation in these
regulations. Black arrows indicate AA flux directions. Letter in each cluster referred to the specific
activities estimated (a, B or y) as well as their specific nutritional regulations outlined by hierarchical
clustering (A, B or C). Green arrows: stimulating effect; crossed-out red arrows: inhibiting effect.
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Figure S1: Repertoire of amino acid transporters (AAT) identified in Rainbow trout.

a.b.c Mean protein sequence identity, compared to human, by (a) cellular location (PM: plasma
membrane, IC: intracellular), (b) ion dependency and (c) transport mechanism between total,
expressed and non-expressed AAT. d.e.f Proportion between AAT according to (d) cellular location,
(e) ion dependency and (e) transport mechanism in human and rainbow trout AAT pool; Chi?
proportion test between human and Rainbow trout was not significant. *: t-test statistical

significance; letters: One-way Anova statistical differences. Different letters indicate a significant
difference (p value <0.05).
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Figure S2: AAT dysregulation upon starvation influenced AA absorption and mTOR
signalling

a. Venn diagram of AAT expressed in liver and in RTH-149 cell line. b. Relative quantification (RQ) of
AAT in fed-like condition, compared to CM and normalized on EFla expression, classed from the
most upregulated to the most downregulated AAT in starved condition. Red line refers to AAT
profiles measured upon starved conditions (N=3). C. Mean RQ for AAT groups according to transport
mechanism (top), ion dependency (middle) and cellular location (bottom) in starved and fed-like
conditions, compared to CM and normalized on EFla expression. Numbers refer to AAT in each
category (N=3). d. FC of protein abundance in starved (left panel) and fed-like (right panel)
conditions, compared to CM, of AAT identified in proteomic analysis, classed from the most
upregulated to the most downregulated in starved conditions. Red line refers to starved level (N=4).
e.f. FC of individual NAA (e) and CAA (f) intracellular contents measured after step 3 and normalized
to CM. Letters: One-way Anova statistical differences (N=7). Different letters indicate a significant
difference (p value <0.05).
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Figure S3: AA mainly drove AAT dysregulation influencing AA content and mTORC1
signalling

a. Relative Quantification (RQ) of AAT expressed in RTH-149 cell line in starved+FBS condition,
compared to CM and normalized on EFla expression. AAT were classed from the most upregulated
to the most downregulated in starved condition; red line refers to AAT profiles measured upon
starved condition and colours to AAT category. Black *: t-test significant differences from CM; red
and green * indicated below gene names represent t-test significant differences from starved
condition, depending on regulation direction (red for upregulation and green downregulation) (N=3).
b. Mean RQ for each AAT category in starved condition supplemented or not with FBS, compared to
CM and normalized on EFla expression. #: t-test significant differences from CM. Numbers refer to
AAT in each category (N=3). c.d. FC of protein abundance in starved+AA (c) and starved+FBS (d)
conditions, compared to CM, of AAT identified in proteomic analysis, classed from the most
upregulated to the most downregulated AAT in starved condition. Black line refers to starved level,
colours to AAT category. *: t-test significant differences from CM (N=4). red and green * indicated
below gene names represent t-test significant differences from starved condition, depending on
regulation direction (red for upregulation and green downregulation). e. Mean Fold Change of
protein abundance for each AAT category in starved condition supplemented or not with FBS,
compared to CM and normalized on EFla expression. #: t-test significant differences from CM.
Numbers refer to AAT in each category (N=4). f.g.h. FC of NAA (f), CAA (g), AAA (h), intracellular
contents measured after step 3 and normalized to CM. Letters: One-way Anova statistical differences
(N=7 and N=3 for AAA). i. FC of the 9 AA identified as being subjected to intracellular enrichment
following a starvation. Intracellular contents of the indicated AA were measured at step 3 and
normalized to CM. Letters: One-way Anova statistical differences (N=7). j.k. FC of EAA (j), NEAA (k)
intracellular contents measured after step 3 and normalized to CM. Letters: One-way Anova
statistical differences (N=7). I. Representative Western Blot and quantification of S6 phosphorylation
state measured at step 3 and normalized on B-tubulin and starved condition. Letters: One-way Anova
statistical differences (N=7). Different letters indicate a significant difference (p value <0.05).
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Figure S4: EAA mainly drove AAT dysregulation influencing AA content and mTORC1

signalling

a.b. FC of protein abundance in starved+EAA (a) and starved+NEAA (b) conditions, compared to CM,
of AAT identified in proteomic analysis, classed from the most upregulated to the most
downregulated AAT in starved condition. Red line refers to starved level, colours to AAT category. *:
t-test significant differences from CM (N=4). c. FC of the 9 AA identified as being subjected to
intracellular enrichment following a starvation. Intracellular contents of the indicated AA were
measured at step 3 and normalized to CM. Letters: One-way Anova statistical differences (N=7).
Different letters indicate a significant difference (p value <0.05).

116
This is an open access article under the CC BY license

(0 @




[GURE 55
a Lys Met Val lle Phe Ser Gly Cys Gin
g 5 28,
2z 31 4L
§=25
835~
520
=T
o81s
oF
BE10
o 9
o< 05
£
0.0
STEP 3 oM
STEP2 Starvation

T HO080 AR HR0E SHUY VS HRTP A AV e

Le Garrec et al. 2024]

2.5 15 0.15 0.15
b Arg Pro Tyr 0.15 Asn
08
cE +
5 1.0 0.10 : 0.10
ELo086 :
22
23 g
8 ;
£ 0.4 B -
g H 05 0.05 ’#?F 0.05
£ il
= =0.5676 =0.5046
p=0.0870 =0.1369
0.0 T 0.0 T T T T 1 0.00+ T T T T T 0.00+ T T T T 1
0 1 0 1 2 3 4 5 Q 1 2 3 4 5 Q 1 2 3 4 5
¥ P-S6Jp-tubulin ratio normalized on CM P-56p-tubulin ratio on CM B ratio on CM P-86/3-tubulin ratio normalized on CM
0.4 0.25- His 0.5 Cys 0.08 Gln 0.15 Gly 0.08 Met
i 0.4-
‘uE: 03 020 0.06- 0.08
B 0.104
1 0.15-] 03 .
§%5 02 0.04+ 0.04 [zt
sE 0.104 02 - rLT—q
it 0.02 0057 0.02
0.1 .02+ .
£ g 0.1 —
‘ r=0.4738 |0 03 =0.4025 | 3445 =0.2848 =0.2224
p=0.1666 p=0.1481 96 p=0.4252 p=0.5368
0.0 T T T T 70.00 T T T T T -0 T T T 7 7 000 T T T T T 0.00 T T T T 7 0001 T T T T 1
o1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0o 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0o 1 2 3 4 5
P-SB-tubulin ratio narmalized on Gk P-S6)-tubulin ratio normalized on CM P-36fi-tubulin ratio normalized on CM P-S6/i-tubulin ratio normalized on CM P-S8J3-tubulin ratio normalized on CM P-S6{i-tubulin ratio normalized on CM
Qi Ala e Leu 47 Glu 109 Thr ey Asp
= 0.06 087 1.5+
23010 06 T
E5 -6 .
§f 0.4 1
8005
ZE 0.02 oy 0.5
= =0.1993 02155
p=0.5810 p=0.7776 p=0.6032 p=0.5698
0.00+ T T T T 1 0.00 T T T 1 0 - 1 - 7 7 00 T T T T 7 00 T T T 1
o 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 35 0o 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 s
P-S8i-tubulin ratio on M P-86/3-tubulin ratio on CM P-S6A-tubulin ratio normalized on G P-S&f-tubulin ratio normalized on CM P-S6{f-tubulin ratio normalized on CM
C Upregulated AAT ASCT1ah WHLAT2 b Downregulated AAT EAAT3 a-b
. B°AT2 b AT4 od ) 3a
Asc-1 c-d — GyTiab e L SNATS e-f
LAT2 bc A B°AT2a q
Cat3 d snatzab SNAT10 b AT3d
Afzhe d slc25a38 c-d 1
SFXN2 ASCT2 a-b )
SNAT3 g-h 4 MCT7 a-b-c 1 SNAT10a
BAT3 b LATY d-a SNAT3 g
LAT1 a-b Gat2 p-gr 15 12 _l:l»'-\\ Tab
SNATS b 1 9 e 1 SPAN2
L - Leu PAT1 a-b
-Leu 1 N=3 LAT2 a
N=15, 10 - 3 slc3zatt
AGC1 a
sl625a44 ab 4 / BAT1F
- Ar i rg E ,'.
snatif a N,Eg/ SEXNI bd
= LAT3 ¢
3at2 b t c:
=2l cata T
Sa S paic2 b o
CTNS b SNATZ a-b 'i.Las,de y+LAT2 ¢
Omtt ¢ GC1:
B*AT3a SNAT4 a-b L
SA“,ZG“ SNATE b
TAUT b-d CTNS a
TAUT a-c cImsb

slc26a38 a-b
SNATT a-b

omt3 b

This is an open access article under the CC BY license

117




Figure S5: Single AA deficiencies affect AAT expression but with fewer consequences on
AA absorption and mTOR signalling; while highlighting specific AA for mTOR activation

a. FC of the 9 AA identified as being subjected to intracellular enrichment following a starvation.
Intracellular contents of the indicated AA were measured at step 3 and normalized to CM. letters:
One-way Anova statistical differences (N=7). b. Pearson correlation between the indicated AA
intracellular contents and S6 phosphorylation state measured from the dataset of the previous 10
experimental conditions analysed. Confident intervals were shown, r=pearson coefficient; p=p-
value. c. Venn diagram of upregulated (left) and downregulated (right) AAT in each single
deficiencies, colours refer to AAT category.
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Figure S6
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Figure S6: Insightful knowledge brought by clustering of AAT according to their nutritional
regulations

a. Relative Quantification (RQ) of GCN2 target genes (chop, asns and ATF4 paralogs) in RTH-149 cell
line in the 10 experimental conditions tested, compared to CM and normalized on EFla expression.
*: t-test significant differences level compared to CM. b. RQ of AAT in CM+100nM Halofuginone
condition, compared to CM and normalized on EFla expression, classed from the most upregulated
to the most downregulated AAT. Colours refer to cluster. *: t-test statistical differences from CM
(N=5). c. RQ of GCN2 target genes in CM+100nM Halofuginone, compared to CM and normalized on
EFla expression. *: t-test significant differences level compared to CM (N=5). d. RQ of AAT in
starved+A92 conditions, compared to CM and normalized on EFla expression, classed from the most
upregulated to the most downregulated AAT in starved condition. Grey line refers to AAT profiles
measured upon starved condition and colours to clusters. *: t-test statistical differences from CM
(N=3). e. RQ of GCN2 target genes in starved conditions supplemented or not with 4uM A92,
compared to CM and normalized on EF1a expression. Letters: One-way Anova statistical differences.
(N=3). f. RQ of AAT in vivo in liver of rainbow trout fed with Low Protein (LP) diet, compared to High
Protein diet (HP) and normalized on EF1a expression, classed form the most upregulated to the most
downregulated. Colours refer to clusters; black bars correspond to AAT only express in vivo, so not
found in RTH-149 cells. *: t-test statistical differences from CM (N=9). g. RQ of GCN2 target genes in
vivo in liver of rainbow trout fed with LP and HP diets, compared to HP and normalized on EFla
expression. *: t-test significant differences level compared to HP (N=9).
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Supplementary Table 1: Rainbow trout AAT identification and expression profile.

In silico identification of rainbow trout AAT, compared to human, with paralogs number, gene ID and
attributes names. Blue italic AAT refer to genes identified compared to D. rerio AAT. Expression
profile in different biological models were specified: Y=Yes, N=No. /In vivo expression: pool of RT
tissues (stomach, gut, liver, muscle, ovary, spleen, kidney, brain and adipose tissue). * : for Catla and
Orntlb, genelD and chromosom position correspond to Omyk_1.0 genome. All CAAT refered in this
table were previously identified by Morin and coworkers?3,

Human Human Paralogs Substrate Attributes In vivo Liver RTH-149
Chromosoms genelD X . .
transporter  gene Number  Category name expression expression expression
9 110531767 EAAT3a Y Y Y
EAAT3 slclal 2 A
20 110500880 EAAT3b Y Y Y
1 110522323 EAAT2a Y N N
110497158 EAAT2b Y N Y
EEAT2 slcla2 4 A
26 118944446  EAAT2 d N N N
110527005 EAAT2c N N N
1 110502566  EAATI1a Y N Y
5.2 110524216  EAATIc Y N Y
EEAT1 slcla3 5 A 5.1 110523776  EAAT1b Y Y Y
12 110537147  EAAT1d Y Y Y
110525225 EAATle Y Y Y
110531632 ASCT1a Y Y Y
ASCT1 slcla4d 2 N
23 110531639 ASCT1b Y Y Y
24 110503495 ASCT2a Y Y Y
ASCT2 slcla5 2 N
27 110507436  ASCT2 b Y Y Y
5 110524687 EAAT5a N N N
EAATS slcla7 3 A 8 110531019 EAAT5b N N N
28 110509189 EAAT5c N N N
110524108 EAAT6 b Y N N
1 110489874 EAAT6 a Y N N
EAATG6 slcla8 4 A
18 110497072 EAAT6d N N N
7 110497076 EAATG6 c N N N
13 110486646  EAAT2a Y Y N
EAAT7 slcla9 2 A
12 110538991 EAAT2b Y Y N
rBAT slc3al 1 T 20 110499302 rBat Y Y N
10 110533969 4f2hca N N N
21 110500797  4f2hcb Y Y Y
4f2hc slc3a2 4 T
27 110507427 4f2hc c N N N
Y 110509955  4f2hc d Y Y Y
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7 110528658 Gatl b Y Y N
17 110504503 Gatld Y N N
9 110531998 Gatl a N N N
GAT1 Slc6a2 8 N 16 110492407 Gatlc Y N N
15 110499848 Gatl f N N N
18 110496877 Gatle Y Y Y
15 110499842 Gatlg N N N
21 110514342 Gatl h N N N
6 110526924  GlyT2 b Y N Y
GlyT2 slc6ab 3 N 2 110499833 GlyT2 a N N N
26 110499833 GlyT2 d N N N
7 110528591 TAUT a Y Y Y
17 110493294 TAUT ¢ Y Y Y
TAUT slc6a6 4 N
9 110531953 TAUT b Y Y Y
16 110492485 TAUT d Y Y Y
PROT slc6a7 1 N 10 110533742 PROT N N N
8 110530321 GlyT1la Y Y Y
GlyT1 slc6a9 2 N
28 110508726  GlyT1b Y Y Y
GAT3 slc6all 0 N Not Found
BGT1 slc6al2 0 N Not Found
2 110493383 Gat2 a Y N Y
30 110521389 Gat2 b Y N Y
15 110490150 Gat2 c Y Y N
15 110499854 Gat2 d Y Y Y
21 110499843 Gat2 e Y Y Y
27 110507993 Gat2 f N N N
7 110528327 Gat2 g N N N
7 110528327 Gat2 h N N N
GAT? slc6al3 18 N 7 110527587 Gat2 I Y Y N
7 110528308 Gat2 N N N
7 110528307 Gat2 k Brain Y N
17 110494125 Gat2 | N N N
23 110503031  Gat2m N N N
12 110537741 Gat2n Brain N N
12 110537636 GaT2 o Y Y N
17 110494093 Gat2 p Y Y Y
17 110494094 Gat2 q Y Y Y
17 110494095 Gat2r Y Y Y
ATBO* slc6alsd 1 C 7 110528352 ATBO* Y Y N
BOAT? slc6al5 4 N 1 110524453 BPAT2a Y N Y
110499724 B°AT2b Y Y Y
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12 118937783 BCAT2c Y Y N
16 110491573 B°AT2d Y Y Y
9 110531270 B°AT3a Y N Y
B°AT3 slc6al? 16 110491175 BOSAT3 b Y N Y
17 110494349 B°AT3c Y N N
32 110489359 XT2 a Y N N
XT2 slc6al8
32 110489437 XT2b Y N N
2 110514444 BO°AT1 a Y N N
3 110520772 BYAT1c Y N N
2 110516599 BO9AT1b Y N N
B°AT1 slc6al9
3 110519055 B°AT1d Y N N
18 110496758 BO9ATle Y N N
32 110489357 BOAT1 f Y N Y
2 110539196 SIT1 a Y Y N
SIT1 slc6a20
3 110511872 SIT1 b Y Y N
10* 110533230* Catl a* Y Y Y
Catl slc7al 10 110533232 Catlb Y Y Y
27 110507241 Catlc N N N
14 110489197 Cat2 a Y N N
31 110504480 Cat2 b Y N N
Cat2 slc7a2
31 110504711 Cat2 c Y Y N
Y 110510086 Cat2d N N N
10 110534152 Cat3 a Y Y Y
14 110488786 Cat3 b Y Y Y
Cat3 slc7a3
31 110504989 Cat3c N N N
110510151 Cat3d Y Y Y
6 110525572 Cat4 a Y N N
Cat4 slc7a4
11 110535941 Cat4d b Y N N
1 110511826 LAT1 a Y Y Y
2 110493900 LAT1 b Y Y Y
LAT1 slc7a5 6 110514126 LAT1 c N N N
9 110532220 LAT1d Y Y Y
16 110491824 LAT1 e Y Y Y
110526237 y'lat2 a N N N
8 110530061 y'lat2 b Y Y Y
y*LAT2 slc7a6 32 110487934  y'lat2 c Y Y Y
18 110496550 y'lat2 d N N N
26 110506393 y'lat2 e N N N
9 110531642 y'latl a Y N N
y*LAT1 slc7a7
21 110500506  y*lai2 b Y N N
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8 110530618 LAT2 a Y Y Y
LAT2 slc7a8 9 110531623 LAT2 b Y Y Y
21 110500480 LAT2 c Y Y Y
19 110497769  B%*ATa N N N
BO*AT slc7a9 25 110505695 B%*ATb N N N
26 110510393  B%*ATc Y Y N
1 110524148  Asc-1a Y N N
2 110499202  Asc-1b Y N N

Asc-1 slc7al0
6 110514610 Asc-1c Y Y Y
26 110516700  Asc-1d Y Y Y
15 110490496 xCta Y Y N
21 110499969 XCt b Y Y N

xCt slc7all
14 110487732 xCt c Y Y Y
31 110505014 xCt d Y Y Y

Asc-2 slc7al2 Not Found
AGT1 slc7al3 Not Found

18 110527386 slc7al4d a Y N N
slc7al4d slc7al4d 7 110527387 sic7ald b N N N
15 110490917 slc7aldc Y Y N
13 110485325 MCT7 a Y Y Y
13 110485326  MCT7 b Y Y Y
MCT7 slc16a6 12 118937837 MCT7 c Y Y Y
20 110499208 MCT7d Y N N
23 110502925 MCT7 e N N N
4 110522149 TAT1a Y Y N
TAT1 slc16al10 8 110529198 TAT1 b Y Y N
25 110504195 TAT1 c N N N
6 110526515 VGLUT2 a Y N N
VGLUT2  slcl7a6 26 110506645 VGLUT2 b Y N N
30 110521189 VGLUT2c Y N N
12 118937784 VGLUT1a Y N N
13 110487029 VGLUT1 b Y N N

VGLUT1 slcl7a7
16 110491576 VGLUTI1c Y N N
20 110491576 VGLUT1 d Y N N
VGLUT2  slc17a8 1 110522804 VGLUT3 a Y Y N
2 110497771 VGLUT3 b Y Y N
3 110520101 AGCla Y Y Y
22 110501456  AGCl1b Y Y Y

AGC1 slc25a12
8 110530664  AGClc Y Y Y
28 110509207 AGC1d Y Y Y
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18 110509207 AGC2 a Y N Y
AGC2 slc25a13 2 A
32 110488013 AGC2 b Y N Y
10 110534225 Orntl a N N N
Orntl slc25a15 3 C 27* 110507247* Orntl b* N N N
27 110508105 Orntlc Y Y Y
1 110523386 GCla Y Y Y
2 110516669 GClb Y Y N
6 110526530 GClc Y Y N
GC1 slc25a22 7 A 6 110518525 GCild Y Y N
7 110527759 GCle Y Y Y
17 110494701 GCI1f Y Y Y
30 110521172 GClg Y Y Y
SAMC slc25a26 1 N 17 110494503 SAMC Y Y Y
4 110522494 Ornt3 a N N N
Oornt3 slc25a29 2 C
19 110498176 Ornt3 b Y Y Y
12 110538473 slc25a38 a Y Y Y
13 110486514 slc25a38 b Y Y Y
slc25a38 slc25a38 4 N
13 110485796 s/c25a38 c Y Y Y
17 110493547 slc25a38 d Y Y Y
6 110526738 slc25a44 a Y Y Y
slc25a44 slc25a44 2 N
26 110517597 slc25a44 b Y Y Y
4 110493547 VIAAT a N N N
7 110527704 VIAAT b Y N N
VIAAT slc32al 5 N 17 110494768 VIAAT ¢ Y N N
9 110532052 VIAAT d Y N N
16 110492348 VIAAT e Y N N
14 110489216 PAT1 a Y Y Y
PAT1 slc36al 2 N
31 110504544 PAT1 b Y Y Y
PAT2 slc36a2 0 N Not Found
PAT3 slc36a3 0 N Not Found
PAT4 slc36a4 1 N 27 110507984
SNAT1 slc38al 0 N Not Found
21 110499958 SNAT2 a Y Y Y
SNAT2 slc38a2 2 N
15 110490511 SNAT2b Y Y Y
7 110528155 SNAT3 a Y Y Y
17 110494279 SNAT3 b Y Y Y
7 110527782 SNAT3c Y Y N
SNAT3 slc38a3 8 N
17 110494674 SNAT3d Y Y N
9 110532146 SNAT3 e N N Y
16 110492273  SNAT3 f N N Y
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9 110532471 SNAT3 g Y N Y
16 110492139 SNAT3 h Y N Y
15 110490512 SNAT4 a Y Y Y
SNAT4 slc38a4
21 110499957 SNAT4 b Y Y Y
SNAT5 _ slc38a5 Not Found |
19 110497839 SNAT6 a N N N
SNAT6 slc38a6
25 110505626  SNAT6 b Y Y Y
6 110526454 SNAT7 a Y Y Y
SNAT7 slc38a7
26 110506580 SNAT7 b Y Y Y
2 110495203 SNAT8a Y N N
SNAT8 slc38a8
26 110506232 SNAT8b N N Y
slc38a9 slc38a9 5 110523173 slc38a9 Y Y Y
20 110499205 SNAT10a Y N Y
SNAT10 slc38al10
23 110503021 SNATIO0b Y Y Y
slc38all slic38all 3 110505257 slc38a11 N N Y
10 110534431 LAT3 a Y Y Y
19 110498668 LAT3 b Y Y Y
LAT3 slc43al
14 110488829 LAT3 ¢ Y Y Y
31 110505037 LAT3 d Y Y Y
Y 110517633 LAT4 a Y Y N
10 110534814 LAT4 b Y Y N
LAT4 slc43a2
24 110503649 LAT4 c Y Y Y
27 110507524 LAT4 d Y Y Y
1 110530947 SFXN1a Y Y Y
SLC56A 14 110487787 SFXN1b Y Y Y
SFXN1
1 23 110502652  SFXN1c Y Y N
31 110504533  SFXN1d Y Y Y
SFXN2 slc56a2 23 110502746 SFXN2 Y Y Y
SFXN3 _slc56a3 Not Found |
o 1 110503198 CTNS a Y Y Y
Cystinosin CTNS
5 110524220 CTNS b Y Y Y
9 110532347 pglc2 a Y Y Y
pglc2 slc66al
16 110492259 pglc2 b Y Y Y
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Supplementary Table 2: List of primers desighed and used for the study

Table of newly designed and validated primers

Genes Forward Primer Reverse Primer Efficiency
EAAT3 a & EAAT3 b 5-GATCTCTTCCAGCTCTGCCA-3' 5'-GAGCTGGGCAATGAAGATGG-3' 1.97
EAAT2 a 5'-AGGCCCAGGAACAAGTGTAT-3' 5'-GAACGCAATCACCATGACGA-3' 1.87
EAAT2 b 5-ATGCTGGTCAGATCGTCACT-3' 5-GTATGAGTCTCCCACCACGT-3' 1.93
EAAT1 a & EAAT1 c 5-TCCTGAGACGCAACCTCTTT-3' 5-CCATCTTCCCAGACGCTTTG-3' 1.98
EAAT1 b & EAAT1 d 5-ATCGTGGTGCTCATCATCCA-3' 5-CTCAGTCAGGTTGGTCAGGT-3' 2.02
EAAT1 e 5-TATGACCAAGAGCAACGGGG-3' 5'-AGTGCAAATCCCAGCCCTAT-3' 1.92
ASCT1a &ASCT1b 5-GGTCATCCTGCCTCTCATCT-3' 5'-GGATGAAACGACTGATCCGC-3' 2.00
ASCT2a & ASCT2b 5-ATGGCGTTCATCATCTCCCC-3' 5'-GAAAGGCAGCAGACACCAAG-3' 1.93
EAAT6 a & EAAT6 b 5-CCTCCTCCCCTTCTTCTACC-3' 5'-CCGATCCACATTGCAGTTCT-3' 2.04
EAAT7 a& EAAT7 b 5-AGCCATCTTCATCGCTCAGA-3' 5-GGTACGCATTCTGTCAAGCA-3' 1.80
Gatl a 5'-GACAGCACCACTCACCTTTC-3 5'-GGAAGGTTAGATGGGCAGGA-3' 2.08
Gatlb 5-TCCATGCTCCTGATACCTGG-3 5'-TCGGAGACAGGCTGAATAGAA-3' 1.80
Gatld 5-TGTTCAGTGCAGTCCAAATGG-3' 5-GCAATGTTGGTCTCGGCAA-3' 1.95
Gatl e 5-CTCTGTTGGTTGTTGGGGTC-3' 5-GGCACACAGACACATCATGG-3' 2.04
GlyT2 b 5'-AGACACATACGCTGCCTCTT-3' 5-TAGGAGTCACAAAGGCCCAG-3' 1.99
TAUT a& TAUT c 5-GGGGTCTGGGTCATCTGTTT-3' 5-ACGTTGCAGGTCTGGGTAC-3' 1.98
TAUT b & TAUT d 5-TATCACTCCCGTCCTCTGTG-3' 5-AACTCGCACCTCCCTTTACT-3' 1.97
GlyTla & GlyTlb 5'-ACAGAAATGGAGGAGGAGCC-3 5'-CCACACCTTTGAACATGGGG-3' 2.03
Gat2 a & Gat2 b 5'-GCCACAGAGCGATGAGAAGA-3' 5'-AGGGGATGAAGAAAGCACCT-3' 2.01
Gat2 c 5-GCTTTAGTGGCCTTCATCTCC-3' 5-ATGTGGCTGGGGTGACATAC-3' 191
Gat2 d & Gat2 e 5-TGTCCCATGTTCGAAGGAGT-3' 5-GGAGAGGTGTGGGTTCAACA-3' 1.98
Gat2 i 5-GTTCGGAGGTCTGGGCTTT-3' 5'-ACAGTCAAACAACACACAGGT-3' 1.90
Gat2 k 5-AGGTTTGGATGGATGCAGGA-3' 5-ATGTCCACACCCTGTTCTCC-3' 1.97
Gat2 n 5-GTGTGCACAGCTACCTTCATC-3' 5-AGGGCCATCTGTTCTGCAT-3' 1.88
Gat2 o 5-TCACCACTACTTCTGCTGCC-3' 5-TCCTGAGTACCTGATTCCTTTCC-3' 2.01
Gat2p & Gat2 q & Gat2 r 5-GTTCACTCTCTCCTCCACCC-3 5-CCGTGTCTCTGTCTAGGAGG-3' 1.93
Gat2 f 5-GAGGGTATCGGCTATGCAGG-3' 5-AGAGGAGAAGTCAACACAGTCA-3' 1.95
B°AT2 a 5-ACGAGTGATGATGTCTCCCC-3' 5-GAGATCCGGGTAGTGTCTGC-3' 1.95
BPAT2 ¢ 5'-ACAACCCCATCCACAACAAC-3 5-TGTCGTTTAACAGGCCCAGA-3' 2.02
B°AT2d 5-GCGAGGATGGTCAGGAGG-3 5'-AGCTCCAGGAAGAACAAGGG-3' 1.97
B°AT2 b 5-TGTCTGCCCCGTGTATGTG-3' 5-GTTCTGAGGGCTTAAAGGTGG-3' 2.02
B°AT3 a 5-GCACAGAGGAGAGATGGGTG-3' 5-CGGGTCAGAGGTCAGAGATG-3' 2.09
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BOAT3 5-GAAGATTGTTCTCGAGCCCC-3  5-CGCTAGCTCCAGGAAGAAGA-3' 1.89

BPAT3 b 5.CTCTCCCATGCCTTCTCACC-3'  5-GGGTTGTGTTGTGTTGGGTT-3 1.95

XT2 a & XT2 b 5-ACGGAATAGGACGGTTCAGT-3  5-CTCTGTGTCGGGGAAGTTCA-3' 1.98
BOAT1 a & BOAT1 b 5-CATCTACACCCGAGGAACCA-3'  5-GGAAAGGAATCATGAATGCACCT-3  1.98
BOAT1 ¢ & BOAT1 d 5-CCCCGCCATCATGTTTGTC-3  5-ACTCATTATCCTTCTTGCAGCAG-3  1.98
BOAT e 5-CCTACCTCGTATGGGACCAG-3'  5-CCTGTTACTTTTAGTCCATCGGT-3  2.02

BOATL f 5-GGAGGCGATCACTGGTATTG-3'  5-CCAGAACAGGTTGGGCTTG-3 1.94
SITLa&SITLb 5-TGTCCTGGCGTGTGTATCAT-3  5-CTCTCCATGCTCCAATGCTG-3 2.00
LAT1 a & LATL b 5. TACGCCTTCTCCAACGACAT-3  5-GATAGGCAGCAGGATATTCACC-3  1.93
LATLd & LAT1 e 5-GGAGGCCCATCAAGATTTGG-3'  5-GTACCCCAGAAGATAGGCGG-3' 1.88
LAT2 a 5-GCCACAATGCTTCAACACCT-3  5-TGGGTTGAACACATCTCCTAGA-3'  1.90

LAT2 b & LAT2 5-GGCCTTCCTGCTCATCTTCT-3  5-CCCTTCGTTTCCCCTGGATA-3' 2.05
Asc-1a 5 TGGAAGAAGCCCAAACTTTACA-3'  5-AGGTTGCTGACTCGATGAAGT-3' 2.00
Asc-1b 5 TGCAGACATGGATGGAGGAA-3'  5-ACTGAACCCGAGTGCTCTAG-3 1.93

Asc-1 ¢ & Asc-1d 5. TCGCCGTCAGATAGAGTCAC-3'  5-CAGCTCAGCGTAACACATGG-3' 1.96
XCt a & xCt b 5-GCTGATCAACTTTGCCTCCT-3' 5-GGTGCACGGTCAGGTAGTA-3' 2.01

XCt ¢ & xCt d 5-TCTGGGAGTGTTGGAATGTCT-3'  5-CATCTGTGGTCCAAAGGCCT-3 1.93
MET7a &NMCTTD &MCTT 5 TGTCCCAGTACTTCAGCAGG3  5-CTGGTCAGGTCGGATGATGA-3 1.85
MCT7 d 5-TCCATCTGCGTCTTCACTATGA-3  5-GGCAGGAAGGTCAGACAGTA-3' 1.91

TAT1 a & TAT1 b 5-GAGCAAGGTGTTCAACGTCA-3'  5-CACATGAGCAGAACCTCCTTG-3' 1.89
VGLUT2 a& VGLUT2b  5-ATGGAGTCCGTCAAGATGAGA-3'  5-ACAGAGGTGCTTTCTTCTCCT-3 1.92
VGLUT2 ¢ 5-ATCCCGAACCCGTTAAGCAT-3  5-GCAGTCACATAAAGGCGGTT-3 213
VGLUT1a&VGLUTLb  5-TGCTCGTACACACTACAGCT-3  5-CCCAAAACTGCCATAGACGT-3' 1.91
VGLUTL ¢ & VGLUT1 d 5-GGCAGCACGAACTCACATT-3  5-GCATAGGACCCACAAAAGGC-3' 2,01
VGLUT3a& VGLUT3b  5-CGCAGTCGTAAAATCATGTCAAC-3  5-GAACCCTGAGATGGCAAAGC-3' 1.82
AGC1 a & AGCL b 5-CTCCACCAGCTCCTTCGTAG-3  5-CCTCTGTGGTGAATTTGTCTCTT-3'  1.89
AGCL1 ¢ & AGC1 d 5-CAGGGTGATGGTTCCAGGT-3  5-TTCTCCTACGAACGAGCCTG-3 1.96
AGC2 a & AGC2 b 5 CTGGGAGCAGTAGAGTCCTG-3  5-TCCTGTCAATGTCCACCAGA-3' 1.95
GCla 5-ATCGGAGGAGGAGGAAGGAA-3  5-GTCAAACAGTCCAGCATCCC-3 1.97

GC1b 5-ACATATCAACTCTCTGACGACCA-3'  5-CCCTCTGTACATCCCGAAGT-3 1.82
GClc&GCld 5-GGTCAGAAGCTTAGCCTGC-3'  5-TGCTGTATGGGACCTCAACT-3 2.04
GCle 5-TTTCCATTGTCTCGCGTTCG-3  5-TCTGCTGCTTGGTCATGGTA-3' 1.93

GC1f 5-AACGAGGAGAGCTACAACGG-3'  5-GCTGGTCTTGTCTCATGCAG-3 1.97

GClg 5-AGGATCCAGTCTATGAACAGGG-3  5-TGTTCTTGTCACTTAGTTGCCA-3' 2,01

SAMC 5-GAATAGCAGCGTTCGTCACC-3'  5-GTGCCAGAAAACAGACCCG-3' 2.05
slc25a38 a & slc25a38 b 5-CCCACATCTGTACAGGAGGA-3  5-TCAGGACTTGAGCCCCATG-3 1.85




slc25a38 ¢ & slc25a38 d 5'-GGTCAAGACTCACATCCAGGT-3' 5-ATCAGTTCCTCCCTGTCTCC-3' 1.98
slc25a44 a & slc25a44 b 5-GGATATGTGGCCTCCCTTCT-3' 5'-TGCCTTCAACCTGCACTCTA-3' 1.94
VIAAT b & VIAAT e 5-TCTAAAGCCTCAGGTCTGGG-3' 5'-GTCTTCGTCCTCCTCGTACA-3' 1.82
VIAAT c & VIAAT d 5-GTGTAACGAGTTGGCATCAGA-3' 5'-GCGCACCAGAATTCCATCC-3 1.96
PAT1 a & PAT1 b 5-GGCATCGTCACCTTCCTCTA-3' 5'-TGAAGGGCAAAGGTGATGTAGA-3' 2.09
PAT4 5'-CACCAGGGCATCACGTTTAC-3 5'-GTGAACACAGACCACACCC-3 2.00
SNAT2 a & SNAT2 b 5-GATTATCATCCAGGCACCGC-3' 5'-AGGGAGAAGATGGACACAGC-3' 1.94
SANAT3 a & SNAT3 b 5'-TCAGTGTCATCCTGCCTCTG-3' 5'-TAGGCCGTCTGTGAGTTGAG-3' 1.94
SNAT3 c & SNAT3d 5-ATCTACACTGAGCTCCGCAA-3' 5'-GGGAAGAGCACAATGGGGA-3' 1.83
SNAT3 e & SNAT3 f 5-CCTACAGCAAAGTGGACCCT-3' 5'-CACGAAGAGGAGACACAGGG-3 1.96
SNAT3 g & SNAT3 h 5-CTGGCTCCATCATCACCATG-3' 5'-GTGGAAAGATGATGATGACGCT-3' 1.91
SNAT6 b 5-CCTGGCTTTCTCCTTCCTCT-3' 5-CTCTGAGTCTACGTGGCTGT-3' 1.92
SNAT7 a & SNAT7 b 5-TGTTGGCACCTGGTATGTCA-3' 5'-CACACTGCTCACATGACACT-3' 1.90
SNAT8 a 5-TCATCTTCCCAGGGCTATGTC-3' 5'-ACTCCCCTATTCCTACCCAGT-3' 2.07
SNAT8 b 5'-CAAAGTCAGGGTGGTGTGC-3' S'-AGTGCTGGTGATTTTGGTTGT-3' 2.00
SNAT10 a 5'-CCCCAGATCAAAGGACCTGA-3 5'-CTCAGACTGCCCCTCTTCTC-3' 1.97
SNAT10 b 5'-CCCCAGATCAAAGGACCTGA-3' 5'-CTCAGACTCTTCTCCTCCCG -3' 2.09
slc38all 5'-GGAGAATGGCGAAGGGAAAC-3'  5-TGCTACCAAAACCAGGAGAAAA-3' 191

LAT3 a & LAT3 b 5'-ATGAAGGAGTGCGACGTAGA-3' 5'-GGTGTGGACGATGAAGGAAATT-3' 1.92
LAT3 c 5'-ACATTCTGTCAACGTTGTGTCA-3' 5-ATCGTGTCGTTCTCTGAGCA-3' 1.82

LAT3 d 5-TGTGGCAGAGACAGAGAAGAG-3' 5'-GTGGAGGATGAAGGTCAGGA-3' 1.97

LAT4 b 5'-CAACATCCAACTGAACTCCTGT-3' 5-TTCAGAGAACGGGGAGAGC-3' 1.85

LAT4 a 5-CTCTGAACTTCTGTCTCGGC-3' 5'-GTCAACGCCATCCACCATC-3' 1.94

LAT4 c & LAT3d 5-GTACCTCCAGATGAACGGCT-3' 5'-TGGACAGATTCTTGGGGTCG-3' 1.95
SFXN1 a 5-AGACTGGCACCGTGTACATC-3' 5'-CGGCTCCTTGATGTTAATGTCC-3' 1.96
SFXN1c 5'-AAGCGGTTCCCAGTCCTAAA-3' 5'-GGGATTATGCATGGTGGGTG-3' 2.00
SFXN1 b & SFXN1 d 5-TGCTCCTCTCTCAGTCAATCA-3' 5'-AATGCCGTGTTTCAGTTCCC-3' 1.78
SFXN2 5-TCACGACTGGATGAGGCTAA-3' 5'-ACCCACTGCCAGAACACTAC-3' 1.96

CTNS a 5-GGCAGCTTCAGTCTCATTCAG-3' 5-TAGGAAGTCATTTGGCCCCA-3' 1.98
CTNS b 5'-GGAGGCAGCTTCAGTCTCAT-3' 5-AATCGTTTGGACTCACTGGC-3' 2.07

ATF4 a 5-GCTGTCCTTCCCTTGGCTAT-3' 5'-GGGCTGCAGGAACCAATAAG-3' 1.93

ATF4 b 5-AATTCTCCTTCTATCCCCTCCTC-3' 5'-GGTCAAACTCACTCAGGTCG-3 191

ATF4 c & ATF4 d 5-TTGTTTAGTTTGTCTCCTTCCCC-3' 5-CTTCTCAGCCATCCAGTCCA-3' 1.80

Table of primers previously published
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Genes

Forward Primer

Reverse Primer

Refs

4f2hc b
4f2hc d

5’-GGAGAGTGGTCGGAACAAGT-3’
5’-CACCTCGCTGCAAAGACATT-3’

5’-TCTCCTGGTCCAACTCGTTC-3’
5-TTGCCAACGTCAGAGGAGAT-3’

Catla&Catl b

5’-GCTGCACTGTCAACATCACT-3’

5-TGGTCTTGCTCTCTGGTTGT-3’

Cat3 a
Cat3 b
Cat3 d

5-GCGAACGTGAAGTCAACTGT-3’

5-CGGACTGTAAAGTTCAATCGGA-3’

5’-ACACCAACACCTCCAGCATA-3’

5’-CAACAAGATCCGCCCAAAGG-3’
5’-GGAGCAGCATCTTACCGAAG-3’
5’-CCCGAAGTAGGCGAAGAAAC-3’

y+LAT2 b
y+LAT2 ¢

5’-CCATCTCCATGCCCATTGTG-3’
5’-GTATCGGGGTGGCTCTTTCT-3’

5’-AGGCGTTGAGTCCTCCATAG-3’
5’-TCCAGGTCTAGGTCAGGTGA-3’

Orntl c

5’-ACGCTGTCCTTTTCATGAGC-3’

5’-GGACCACACCGAACTCTTCT-3’

Oormnt3 b

5’-ACATTGGACTTTGCAGCAGG-3’

5-GGCGTTGATGAAGGTCAGAC-3’

SNAT4 a & SNAT4 b

5’-TCCTTTGGTATGTCGGTCTTCA-3’

5’-GCAGTCATTAGCAGCAAGTGA-3’

slc38a9

5-GTATTGACATAGTGCCTGCGG-3’

5-GAGTCGGCTGTAGTAGTGCA-3’

Pglc2 a
Pqglc2 b

5-AGCAGTGTTTTGAGAGCGTG-3’
5-TTTGGTTTCTGCTGCTGTGG-3’

5’-TCCCAAACCCATACCGATCC-3’
5-GCAGAGAAGCCCAGGACATA-3’

BO*AT ¢

5’-GCCTACGATGGGTGGAATCA-3’

5’-CAAAAGTCACAGCAACAGCG-3’

rBAT

5-GAGGAGAGGCAGCAGTGTTA-3’

5-AGGATCTTGTTGTGGGTCCA-3’

13

chop

5’-CGACAATGTCCAACAACCTG-3’

5’-ACGAGGAGAACGAGGTGCTA-3’

32

asns

5’-CTGCACACGGTCTGGAGCTG-3’

5’-GGATCTCGTCTGGGATCAGGTT-3’

33

EFla

5-TCCTCTTGGTCGTTTCGCTG-3’

5’-ACCCGAGGGACATCCTGTG-3’
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Notre étude globale de la régulation des TAA chez la TAC a mis en lumiere que, malgré la
double duplication du génome induisant un nombre élevé de TAA chez cette espeéce, leur
régulation globale par les conditions nutritives apparait concertée, en démontrant notamment la
participation de la voie GCN2 a une partie de ces régulations. Cette régulation globale des TAA
par les conditions nutritionnelles met également en évidence un réle déterminant de cette famille
de protéines dans le contréle du pool d’AA intracellulaire et de ses fonctions en tant que
molécules de signalisation, notamment pour la voie mTORC1. Notre étude pouvant faire I'objet

de diverses discussions, différents points seront repris dans cette derniére partie.

Premierement, si les TAA chez la TAC possedent des propriétés de transport analogues
aux descriptions réalisées chez d’autres modeéles d’étude, alors une certaine cohérence devrait
émerger dans les groupes de régulations définis. Deuxiemement, bien qu’ils répondent fortement
a la carence en AA, nous avons démontré que les carences spécifiques en AAE n’induisaient pas
des réponses homogenes sur la dérégulation des TAA, permettant I'’émergence de signatures
spécifiques selon la carence considérée. Une partie de ce travail de these s’est également
intéressé a I'impact des AANE sur la régulation des TAA, que ce soit lors de carence ou lors d’excés.
Ensuite, méme si les mécanismes de régulation des TAA du groupe A semblent bien définis, ceux
inhérents aux groupes B et C restent indéterminés. Des pistes, quant aux voies signalétiques sous-
jacentes, seront proposées. De plus, la mise en évidence d’'un potentiel ERAA enrichi dans les
régions promotrices des TAA du groupe A a contribué a valider le caractére GCN2 dépendant de
ce groupe. Cependant, un second ERAA distinct a également pu étre identifié, questionnant sur
les fonctions biologiques de ces deux motifs et sur leur fonctionnalité. D’autre part, les
observations réalisées in vitro ont pu étre validées in vivo, malgré une composante glucide
influencant potentiellement I'expression des TAA. La double duplication du génome de la TAC et
les différents paralogues de TAA en découlant peuvent également subir, au cours de I'évolution,
différentes destinées, pouvant conduire alors a une potentielle diversification de leur fonction et
de leur régulation. Par ailleurs, cette étude a aussi démontré une activation de mTORC1 par
certains AA, dont deux non conventionnels, ce qui questionne sur la sensibilité de cette
machinerie cellulaire aux différents AA chez la TAC, comparativement a d’autres modeles d’étude.

Enfin, bien qu’elle représente une nouvelle méthode d’analyse de la régulation des TAA et
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apparaisse applicable a d’autres modeles d’étude et pour d’autres thématiques, notre étude
globale des TAA nécessite encore des points de compréhension quant aux régulations et aux
fonctions des TAA dans I'homéostasie des AA chez la TAC, requérant ainsi des outils

méthodologiques difficiles d’acces dans notre modéle.

L’analyse globale de I'expression des TAA chez la TAC a mis en évidence, en plus d’'une
corrélation apparente entre TAA dérégulés et AA absorbés, |'existence de groupes de
régulation en réponse aux conditions nutritionnelles. Y a-t-il une logique apparente
dans ces régulations ?

Au cours de cette étude, nous avons pu observer |'existence d’une corrélation apparente
entre I'expression des TAA de différentes catégories (neutres, cationiques, anioniques) et la
concentration intracellulaire des AA de méme nature. Nous ne pouvons cependant pas
formellement affirmer que les TAA de la TAC transportent bien les AA de maniére équivalente
aux descriptions réalisées sur d’autres modeles d’étude, notre analyse s’étant portée sur la
régulation des TAA et non leur propriété de transport. Cependant, cette apparente corrélation
tend a suggérer que, dans I'ensemble, les TAA de la TAC pourraient transporter les AA de maniére

équivalente aux descriptions réalisées précédemment (Partie I.B, Tableau 2).

A partir des régulations transcriptionnelles des TAA dans diverses conditions
nutritionnelles, cette étude a mis en évidence trois groupes de TAA présentant des profils de
régulations distincts. Sur la base des connaissances acquises chez les mammiféres, ces TAA
possédent des propriétés de transport (localisation cellulaire, substrat, dépendance aux ions ou
mécanismes de transport) spécifiques, répertoriées sur la Figure 27". Il apparait ainsi que les
distributions de ces différentes propriétés ne sont pas homogenes au sein des trois groupes de
régulations ou, notamment, les proportions de localisations cellulaires et de mécanismes de
transport des TAA sont significativement différentes. Etant donné que les mécanismes de

régulation du groupe A, GCN2 dépendants, ont pu étre élucidés dans ce travail de these,

" Bien que représenté sur la figure 28, le partage des TAA selon leur dépendance aux ions n’est pas discutée
dans cette partie car plusieurs catégories ne possedent que peu de représentants, induisant une
répartition dans chaque groupe peu robuste.
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contrairement aux groupes B et C ou ces mécanismes restent encore a étre déterminés, ce seront
principalement les propriétés de transport de ce premier groupe qui seront discutées dans cette

partie.

Premierement, la représentation des TAA intracellulaires dans le groupe A est minime,
avec seulement 2 TAA mitochondriaux sur les 19 TAA constituant ce groupe. Chez le modele
mammifére, le pool intracellulaire en AA neutres et cationiques est déterminé par les flux d’AA
par les TAA a la membrane plasmique, leur taux d’utilisation/production par le métabolisme et la
synthése protéique étant, a I’égard du transport, négligeables'?®. De cette maniére, il apparait
cohérent que les TAA régulés par la disponibilité en AA de maniére GCN2 dépendante soient
majoritairement des TAA de la membrane plasmique, déterminants pour l'influx d’AA en
condition de carence. De la méme maniére, alors que trés homogénes dans les groupes B et C,
les TAA anioniques sont trés peu représentés dans ce groupe A, ou seulement AGC1 c-d,
transporteur d’aspartate et de glutamate, est présent. Il a été démontré que, chez les
mammiféres, les concentrations intracellulaires en AA anioniques sont principalement contrdolées
métaboliquement par la conversion de glutamine et d’asparagine notamment!?6128,
accompagnée d’un flux tres faible dépendant des TAA. Si les TAA anioniques n’ont que peu d’effet
sur I'accumulation cytosolique de ces AA, il apparait encore une fois rationnel que ces derniers
ne soient que tres peu représentés dans le groupe A. Enfin, une derniéere ségrégation intéressante
est que plus de la moitié des TAA fonctionnant comme des antiports sont retrouvés dans le
groupe A (53%, Figure 27). Cette catégorie de TAA, décrits comme des « Harmoniseurs » chez les
mammiféres, est considérée comme permettant la majorité du flux rapide d’AA protéinogenes
dans une cellule!?®. Chez 'Homme, il a été démontré que cette catégorie de TAA, accompagnée
des « Chargeurs » responsables de |'accumulation des AA nécessaires aux mécanismes
d’échanges des harmoniseurs, représentaient les deux principales catégories de TAA surexprimés
par GCN2 lors d’une carence en AA'8, ce qui refletent, en partie, les observations réalisées ici.
Ces affirmations restent tout de méme spéculatives car il est, a ce jour, impossible d’affirmer que,

dans notre modele, ces TAA sont bel et bien intracellulaires, en charge du transport des mémes
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Figure 27 : Distribution des propriétés des TAA selon les groupes de régulation identifiés (A, B et C), dans la lignée
RTH-149. Les propriétés des TAA spécifiés sont leur localisation cellulaire, catégorie, mécanisme de transport et
dépendance aux ions, selon les descriptions réalisées chez les mammiféres. La dispersion de chaque propriété
identifiée dans les groupes de régulation, représentant la proportion d’une propriété dans chaque groupe
comparativement son total, est également évaluée. * : test de proportionnalité de Chi? significativement différent
entre les différentes catégories.

AA que décrit sur d’autres modeles, ou fonctionnent tels des harmoniseurs ou des chargeurs.

Cependant, la ségrégation des TAA selon leur mode de régulation chez la TAC semble démontrer
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une certaine cohérence avec leur mode de fonctionnement et les descriptions réalisées chez
d’autres modeles, en insistant sur des TAA membranaires responsables d’un influx rapide d’AA,

maximisant alors leur absorption en condition de carence”.

Les carences en un seul AA démontrent généralement une réponse transcriptionnelle
forte des TAA, avec tout de méme des différences de profils selon I’AA considéré. Serait-
il possible d’utiliser les TAA comme des biomarqueurs de carence spécifique en AA ?

Le fait d’enlever un seul AA du milieu de culture induit des dérégulations
transcriptionnelles des TAA, démontrant une perturbation de I'homéostasie cellulaire.
Cependant, selon I’AA considéré, le pool de TAA dérégulé varie : fortes surexpressions en carence
en Arginine et Lysine, forte sous-expression en carence en Méthionine et, probablement le plus
étonnant de tous, tres peu de dérégulations en carence en Leucine. Ce dernier résultat fut fort
inattendu car, chez les mammiféres, la carence en Leucine est démontrée pour induire la
surexpression de nombreux TAA et est également utilisée de maniére routiniére pour induire
GCN2 car il s’agit d’'un des AA dont cette voie est le plus sensible pour son activation®064318313,
Ainsi, en plus de n’avoir quasiment aucun effet sur I’activation des cibles de GCN2, la carence

unique en leucine n’entraine que de trés faibles dérégulations des TAA™.

Bien que les profils généraux de dérégulation des TAA par les carences spécifiques
semblent bien distincts, un pool de TAA apparait dérégulé pour toutes les carences considérées :
les TAA du groupe A (Figure 28). Ainsi, I'activation de GCN2 dans toutes ces carences induit une
surexpression générale d’un pool de TAA commun, en ligne avec les descriptions réalisées chez

les mammiféres (avec des identités de TAA également similaires). Bien que le nombre de TAA

" Une des critiques majeures pouvant étre conduite sur ce travail de thése est que I'ensemble des
caractérisations de régulation des TAA a été réalisée sur une seule lignée cellulaire, la lignée RTH-149. Des
effets lignées dépendants pouvant étre observés?’1?72 il est communément admis qu’avant de conclure
sur une observation, cette derniere doit étre validée sur 2 a 3 lignées différentes. Dans ce contexte, mener
des études analogues sur d’autres lignées cellulaires permettraient de démontrer le caractére universel
des observations réalisées ici.

" Une hypothése pourrait &tre qu’il s’agit ici d’'un mécanisme lignée cellulaire dépendant, faisant que les
RTH-149 sont insensibles a cette carence particuliere. Cependant, les résultats préliminaires obtenus sur
trois autres lignées cellulaires dérivées d’intestin de TAC tendent a démontrer un caractere universel de
I’observation actuelle : la carence en leucine n’activant également pas les cibles de GCN2 dans les lignées
RTgutGC, RTdi-Ml et RTpi-Ml.
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Figure 28 : Dérégulations des groupes de TAA par les carences spécifiques en un AA. (Gauche) Diagramme de Venn
des TAA significativement surexprimés dans les 4 carences spécifiques testées dans les RTH-149. Les TAA ainsi
identifiés sont caractérisés selon leur appartenance aux 3 groupes de régulation précédemment identifiés : A, B et C.
(Droite) Quantification relative des trois groupes de régulation des TAA dans les 4 carences spécifiques étudiés. # :
différence significative d’expression comparée au milieu complet ; * : différence significative d’expression entre les
carences indiquées (test de Student).

significativement surexprimés par des carences en Met et Leu soit plus faible, I'induction globale
significative du groupe A, néanmoins faible elle aussi, en leur absence démontre I'admissibilité du

regroupement de TAA établis”, globalement surexprimés, qu’importe la carence en AA testée.

Cependant, une observation plus particuliére réalisée sur I'identité des TAA dérégulés en
carence spécifique est que certains TAA ne sont dérégulés que par une carence donnée. En plus
de cela, ces TAA n’appartiennent qu’aux groupes B et C, sous-entendant potentiellement des
mécanismes de régulation plus éloignés de GCN2. Deux mécanismes de régulation des TAA
seraient alors en jeu lors d’une carence simple en un AA : des surexpressions GCN2 dépendantes,
dérégulant un pool commun de TAA, couplées a des régulations GCN2 indépendantes (au moins
en partie) et a priori spécifiques de I’AA en carence. Bien qu’aucune explication n’ait pu étre

apportée expérimentalement, des dérégulations différentielles de TAA selon I’AA considéré ont

" Ce résultat tend aussi a démontrer que pour étudier globalement les profils de régulation des TAA, les
regroupements selon leur catégorie (neutre, anionique, cationique) et selon leur groupe de régulation (A,
B, C) apparaissent complémentaires, nous permettant ainsi de tirer des conclusions différentes.
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également pu étre mises en évidence chez les mammiferes ou, in vitro, une étude démontre une
surexpression de CAT2 en carence spécifique en Arginine malgré une sous-expression pour la
carence en méthionine, tout comme SFXN2, sous-exprimé en carence totale malgré une
surexpression en carence spécifique en histidine. Dans cette étude, ces TAA n’appartiennent
également pas aux pool de TAA répondant a toutes les carences (et donc probablement GCN2

dépendants)*®,

Répondre a une carence en méthionine ne demandant effectivement pas les mémes
ajustements cellulaires que répondre a une carence en arginine, la question actuelle est alors de
comprendre quelles sont les voies régissant ces régulations spécifiques de TAA selon la carence
considérée. Compte tenu de la participation de GCN2 aux régulations globales, serait-il possible
gue les variations de surexpression de TAA selon la carence en AA soient liées a des motifs d’ERAA
spécifiques dans la région promotrice des TAA ? Cette question reste trés ouverte et peu
d’éléments de réponse sont amenés a ce sujet dans ce travail de thése. Néanmoins, une analyse
RNAseq pourrait, en plus de valider ces résultats, proposer une liste exhaustive de genes
répondant spécifiguement a une seule carence en AA. Cela fournirait le pouvoir statistique
nécessaire a la discrimination de potentielles séquences d’ERAA différentes selon la carence et

ainsi validerait, ou non, cette hypothese.

Si les carences spécifiques en un seul AA présentent des sets de TAA dérégulés différents,
une question, bien que plus appliquée, réside dans le potentiel que présente les TAA pour
discriminer une carence en AA d’une autre. Les TAA pourraient alors constituer des biomarqueurs
spécifiques a une carence ce qui, pour le milieu aquacole, pourrait représenter un outil
diagnostique prometteur dans la détection de carence dans I'alimentation. Bien que les TAA du
groupe A aient été démontrés significativement surexprimés in vivo par une diminution de
I'inclusion protéique dans le régime, le potentiel de biomarqueurs des TAA pour des carences
spécifiques restent encore a démontrer, ce qui pourrait étre éventuellement évalué en utilisant

des farines végétales spécifiqguement déséquilibrées en un seul AA.

Pourtant tous considérés comme essentiels au métabolisme de la TAC, il apparait que les

4 AAE testés en carences spécifiques offrent des réponses distinctes de dérégulations des TAA.
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De plus, la minime activation de GCN2 par la carence spécifique en leucine questionne,

notamment sur le réel caractére essentiel de cet AA chez notre modéle d’étude”.

Si les AAE n’induisent pas des réponses homogéenes pour la régulation des TAA, qu’en
est-il des AANE ?

Comme illustré dans l'introduction de cette these, les farines végétales utilisées en
aquaculture comme substituts aux farines de poisson comportent généralement des profils en
AA déséquilibrés : certains AAE sont présents en plus faible quantité alors que certains AANE sont
parfois présents en plus grande quantité, pouvant aller pour le glutamate et la cystéine jusqu’a
des teneurs deux fois plus élevées. Si les effets des carences en AAE ainsi engendrées ont fait
I'objet de nombreuses études, I'effet de cet exces d’AANE sur la physiologie de la TAC n’a, quant
a lui, jamais été approfondi. Dans ce contexte, I'effet de cet excés d’AANE sur |'expression des

TAA a également été évalué dans les RTH-149.

Pour matérialiser cet excés d’AANE, les concentrations en Cystéine (Cys, C), Aspartate
(Asp, D) et Glutamate (Glu, E)** ont été poussées a I'extréme avec des concentrations 10 fois
supérieures a celles du milieu de culture. Apres 24h de traitement, I'expression génique des TAA
et des marqueurs de GCN2 a été analysée. Comme illustré sur le Figure 29 (A, B et C), plusieurs
TAA sont surexprimés par cet excés d’AA. D’un point de vue global, il apparait que ce sont
majoritairement les TAA anioniques qui sont surexprimés par ces exces d’AA (Figure 29.D),
rappelant également |'effet de stimulation de I'expression de ces TAA par la présence d’AA et de

sérum.

" Bien que n’ayant pas été évaluée formellement, une carence spécifique en leucine n’empéche pas les
cellules de proliférer, ou trés rapidement elles atteignent une confluence totale au méme rythme que des
cellules supplémentées en leucine, illustrant une fois de plus le caractere potentiellement non essentiel
de cet AA.

* Le profil de I'aspartate est considéré comme équilibré dans la majorité des farines végétales,
comparativement aux farines de poisson. L'exces en cet AA a également été analysé du fait de sa nature
anionique, comme le glutamate, de maniere a évaluer si les effets observés en exces de glutamate sont
liés a sa nature anionique ou a des processus propres a cet AA.
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Figure 29 : Dérégulation des TAA par I'excés d’AANE. (A-C) Quantification relative (RQ) des TAA en condition d’exces
de Cystéine (A), de Glutamate (B) et d’Aspartate (C) dans les RTH-149 aprés 24h de traitement. L’expression est
comparée a un milieu complet (MC), contréle, normalisée sur 'expression de EF1a. Les couleurs référent aux catégories
de TAA (neutre, cationique, anionique). * : test de Student significativement différent de MC. (D) RQ moyen de tous les
TAA selon leur catégorie de transport (neutre, cationique, anionique) dans les 3 conditions expérimentales testées. # :
test de Student significativement différent de MC.

La contribution de GCN2 dans ces dérégulations semble minime car une faible induction
est observée uniquement en exces de glutamate (Figure 30). De plus, concernant I'identité des
TAA surexprimés et compte tenu de leur appartenance aux groupes précédemment identifiés, il
apparait que ce sont majoritairement les TAA des groupes B et C qui sont surexprimés en
conditions d’exces (Figure 31.A). Ce constat est également a mettre en paralléle d’une induction
significativement supérieure de ces deux derniers groupes (Figure 31.A), probablement di a la
dispersion des TAA anioniques majoritairement dans ces derniers (et rappelant une fois de plus

le caractére complémentaire de nos deux modes de regroupement des TAA).
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Figure 31 : Identité des TAA surexprimés par un excés d’AANE et regroupement selon leur groupe de régulation.
(A) Diagramme de Venn de I'identité des TAA significativement surexprimés par les conditions d’excés d’AANE, les
couleurs référent aux groupes de régulation des TAA (A, B et C). (B) RQ moyen dans les conditions d’excés d’AANE

pour les trois groupes de régulation identifiés. # : différence significative de I’expression comparée au milieu complet
(test de Student).

GCN2 étant activé en cas d’absence d’AA, la faible induction de ses cibles observées en

condition d’excés de glutamate pourrait étre due, non pas a I'exces d’AANE en lui-méme, mais
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plutét a un effet de compétition de cet AA sur I'influx des autres AA, induisant ainsi une carence
en d’autres AA. D’un point de vue comparatif il apparait alors, qu’en nombre et qu’en niveau de
dérégulation, les TAA dérégulés par un exces d’AANE restent néanmoins faibles, comparés aux
carences d’AA précédemment étudiés. Comme pour les expériences précédentes, il serait
intéressant de coupler ces données d’expression de génes avec des analyses de contenu
intracellulaire en AA et d’activation de mTOR, afin de déterminer si ces dérégulations perturbent
réellement I’homéostasie des AA et de caractériser I'impact que ces exces d’AANE dans les farines

végétales peuvent induire sur la physiologie de la TAC.

Comme évoqué précédemment, les carences spécifiques en 1 AAE n’induisent pas des
réponses homogenes sur la dérégulation des TAA. Si les résultats obtenus concernant la carence
en leucine posent des questions quant au caractere essentiel de cet AA, qu’en est-il des carences
spécifiques en AANE ? En se basant sur les mémes AA que ceux testés en exces, cette question a
également été esquissée durant cette these. Comme représenté sur la Figure 32 (A, B, C), une
carence spécifique en 1 seul AANE induit tout de méme des dérégulations significatives des TAA.
La carence en Cystéine induit la dérégulation d’'un pool de TAA plus conséquent que les carences
en Aspartate et Glutamate, illustrée par une surexpression globale significative des 3 catégories

de TAA (Figure 32.D).

Cet effet plus marqué de la Cystéine est également mis en évidence par une induction des
cibles de GCN2 plus importante, comparée aux deux autres AANE (Figure 33). A noter, tout de
méme, que ces inductions des cibles de GCN2 sont bien moindres que celles observées en
conditions de carence en AAE (arginine et lysine notamment). Cette induction, bien que faible, de
GCN2 par la carence en cystéine se met également en parallele de la surexpression significative
des TAA du groupe A dans cette condition (Figure 34.A et 34.B). Pour 'ensemble des carences en
AANE, ces derniers sont cependant mixés a d’autres TAA des groupes B et C, groupes globalement
significativement surexprimés dans ces carences spécifigues en AANE, ce qui induit
potentiellement des dérégulations de TAA liées a des mécanismes GCN2 indépendants

également.
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différences d’expression comparée au MC (test de Student).

dans les conditions de carence en cystéine (C), aspartate (D) et glutamate (E). * : niveau de significativité des
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Figure 34 : Identité des TAA surexprimés par une carence en AANE et regroupement selon leur groupe de régulation.
(A) Diagramme de Venn de I'identité des TAA significativement surexprimés par les conditions de carence en AANE, les
couleurs réferent aux groupes de régulation des TAA (A, B et C). (B) RQ moyen dans les conditions de carence en AANE
pour les trois groupes de régulation identifiés. # : différence significative de I'expression comparée au milieu complet
(test de Student).

Au vu de ces dérégulations des TAA et de I'activation de GCN2, bien que toutes deux
relativement faibles lors de carence en AANE, couplées aux effets minimes de la carence en
leucine, il se pose alors clairement la question d’éclaircir, chez la TAC, quels sont les AAE/AANE
dont la carence serait susceptible d’activer GCN2. Des différences peuvent déja étre notées sur la
capacité d’induction de GCN2 entre les modéles mammiféres et téléostéens, ou, par exemple, la
carence en glutamine, AANE, est connue chez les mammiféres pour induire GCN2 in vitro3?°.
Cependant, il a été démontré que les lignées cellulaires de poissons étaient insensibles a I'absence
de cet AA, sans altération de leur capacité proliférative3?'*, Etant donné que méme chez les
mammiféres certaines carences en AANE (glutamine, sérine, cystéine) activent GCN2, bien que

faiblement3??, identifier les AA activant préférentiellement cette voie dans notre modele

" Bien que non présenté ici car les expérimentations ne sont pas allées a leur terme, les effets d’une
carence en glutamine ont également été évaluées sur les RTH-149, n’entrainant effectivement pas de
différences de prolifération visuelle, également sans effet sur I'activation de GCN2.
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permettrait d’apporter des éléments de réponses supplémentaires pour I'identification des AA

fonctionnellement essentiels chez la TAC.

Bien que le mécanisme régissant la régulation des TAA du groupe A ait été déterminé
dans notre étude, les régulations inhérentes aux groupes B et C restent, pour le
moment, inconnues. Quels mécanismes pourraient alors régir la régulation de ces deux
derniers groupes ?

Notre étude a mis en lumiére que les TAA appartenant au groupe A étaient strictement
régulés par la présence d’AA et de maniere GCN2 dépendante. D’apres leur régulation par les
conditions nutritionnelles, deux autres groupes de TAA ont cependant émergés, les groupes B et
C, pour lesquels nous n’avons pu apporter d’éléments de réponse quant a leur mode de régulation

par les nutriments, malgré des tendances observées : le groupe B tendant a étre sous-exprimé en

carence et le groupe C surexprimé avec une composante dépendante du sérum.

De maniére a matérialiser la part de régulation des TAA par les AA et le sérum, nous avons
mis en place, durant ce travail de thése, un calcul de dépendance de I'expression des TAA selon
la présence, ou non, de ces composés. Ce calcul, détaillé en Figure 35, représente ainsi la
dépendance aux AA et au sérum de la régulation d’un TAA en carence totale : une valeur positive
exprime un effet stimulateur de la présence du composé sur I'expression du TAA (comparé a la
carence totale, I'ajout du composé augmente I’expression du TAA), une valeur négative un effet
répresseur (comparé a la carence totale, I'ajout du composé diminue I'expression du TAA). En
reprenant nos 3 groupes de régulations précédemment identifiés, il apparait que leur
dépendance aux AA et au sérum sont distinctes, avec une réponse au niveau transcriptionnel et

protéique également cohérente (Figure 35).

Il apparait ainsi que le groupe A est, en globalité, bel et bien réprimé par la présence d’AA,
en ligne avec nos observations précédentes de la régulation de ces TAA strictement dépendante
des AA et de GCN2. Un point cependant soulevé par ce calcul de dépendance est I'effet

stimulateur du sérum sur I'expression des TAA de ce groupe : un milieu carencé supplémenté en
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Figure 35 : Dépendance de l'expression de 'ARNm et de 'abondance protéique en présence d'AA et de sérum. Le
calcul de dépendance mis en place est explicité, QR = quantification relative dans ladite condition (comparativement
au milieu complet). Les couleurs réferent aux groupes de régulation des TAA ; les lettres correspondent aux différences
significatives d’aprés une ANOVA a une voie.

sérum induisant une surexpression supérieure a un milieu totalement carencé. Cette observation
parait alors surprenante car cette surexpression supplémentaire en carence par I'ajout de sérum
ne semble toucher que les TAA du groupe A, GCN2 dépendants, sous-entendant alors un potentiel
lien entre I'activation de GCN2 et la présence de sérum. Bien que des résultats similaires aient
déja pu étre observés chez le modéle murin pour LAT1323 et Cat13%4, TAA GCN2 dépendants dans
le modele étudié, aucun élément de réponse n’a été apporté pour tenter d’expliquer cet effet.
Comprendre les mécanismes sous-jacents a cette observation demandera alors de plus amples
investigations qui seront notamment permises par une meilleure caractérisation des composés

présents dans le sérum.

Dans le cas des groupes B et C, notre calcul de dépendance démontre un effet stimulateur

des AA et du sérum sur I'expression du groupe B et un effet généralement répresseur de ces deux
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composés, plus marqué pour le sérum, sur I'expression du groupe C. Dans la suite de cette partie,

I'objectif sera de proposer des pistes quant aux mécanismes de régulation de ces deux groupes.

Comme illustré dans notre étude et par le calcul de dépendance, les TAA appartenant au
groupe C sont généralement surexprimés par la carence avec un effet mixte des AA et du sérum.
Pour la régulation par les AA, il a notamment été démontré un effet intermédiaire de GCN2 sur la
régulation de ces TAA : présence moyenne d’éléments de réponse aux AA (ERAA) dans leur région
promotrice, accompagnée d’une réponse moyenne aux inhibiteurs et activateurs de GCN2
utilisés. Si I'absence d’AA, via GCN2, régule en partie I'expression de ces TAA, cela n’explique
cependant pas I'entiéreté des régulations observées : d’autres facteurs, dépendants du sérum,
interviennent dans ce mécanisme. Avec ce profil dépendant du sérum, il apparait alors cohérent
gue certains composants propres a ce dernier sont déterminants dans les régulations de ce
groupe de TAA. Le sérum de veau foetal est un complément de croissance communément utilisé
en culture cellulaire car il permet de fournir de nombreux composants essentiels a la prolifération
cellulaire. L'inconvénient étant que, produit a partir du plasma de foetus bovins, sa composition,
bien que riche, est trés aléatoire”™ et souvent inconnue3?>, Sont ainsi retrouvés dans le sérum des
acides gras, du glucose, des AA mais surtout de nombreuses protéines dont des facteurs de
croissance3?®. Une étude protéomique a en effet identifié plus de 150 protéines différentes dans
plusieurs sources de sérum, marquant notamment la présence de nombreux facteurs de
croissance comme 'IGF-1/1l (insulin like growth factor I/11), le TGF1 (transforming growth factor 8
1), le bFGF (basic fibroblast growth factor), etc3?®. Les facteurs de croissance possédent de
nombreux réles dans les voies signalétiques cellulaires, convergeant notamment, pour certaines,
vers I'activation de mTORC12%. La question ici mise en lumiére serait alors d’identifier quels
composants du sérum sont responsables des régulations des TAA du groupe C. Etant donné les

liens précédemment établis chez d’autres modeles d’études sur la régulation des TAA par les

" ’aspect aléatoire de la composition du sérum selon le lot utilisé pose plusieurs problémes en culture
cellulaire, questionnant notamment sur la reproductibilité de certains résultats obtenus. C'est d’ailleurs
pour cette raison que de plus en plus de recherches se portent sur I’élaboration de sérums « artificiels »,
dont la composition pourra étre contrdlée et connue3?,
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facteurs de croissance??®3?7, nous pourrions avancer I’hypothése que ces composés soient les

éléments déterminants a ces régulations.

Parmi les voies potentielles qui pourraient participer a la régulation des TAA du groupe C,
les voies PI3K/AKT et MAPK/ERK seraient les plus probables. Ces deux voies sont en effet activées
par un méme stimulus : la fixation de facteurs de croissance (I'insuline ou I'|GF, par exemple) sur
un récepteur a tyrosine kinase qui sera alors activé et induira la cascade signalétique3?832°,
PI3K/AKT convergera vers I'activation de mTORC1?° tandis que ERK1-2, une fois phosphorylé,
pourra aussi transloquer vers le noyau oU, par le biais de phosphorylations, il activera des facteurs
de transcription (FT) comme elk-1. Ce dernier interagira avec I'élément de réponse au sérum,
activant a son tour d’autre FT comme c-fos, fra, myc ou egr-133. Ces FT iront, par la suite, réguler
des génes clés dans la prolifération cellulaire, la différenciation ou encore la réponse au stress33!,
En plus de la réponse sérum dépendante des TAA du groupe C, incitant a penser a une implication
de ces voies dans les régulations observées, il a pu étre démontré chez les mammiferes que ces
FT et ces voies modulent I'expression de certains TAA, de méme identité que ceux retrouvés dans

notre groupe C.

Par exemple, il a été démontré in vitro que I'activité de transport du systéme A (SNAT1-2-
4) était stimulée de maniére ERK1-2 dépendante dans un milieu dépourvu d’AA et de sérum33?,
TAA également démontrés régulés par la présence d’insuline??®3%7, De la méme maniére TAUT333
et CTNS33* " sont régulés transcriptionnellement par la disponibilité en facteurs de croissance, via
erg-1, cible de ERK-1-233%, De plus, SNAT3 apparait surexprimé dans un milieu sans sérum,
dépendamment de la présence d’insuline et en lien avec la voie PI3K/AKT>3¢ ; voie qui a également
été reconnue comme régulatrice de I'expression de PQLC2337 et Cat-133%. Une autre étude a aussi

démontré que I'activité de transport des systémes L (LAT1-2-3-4) et A (SNAT1-2-4) était stimulée

" Pour CTNS, un ERAA a également été retrouvé dans la séquence promotrice du géne chez les
mammiféres*, illustrant la mixité de régulation probable du géne, comme tous ceux retrouvés dans notre
groupe C. En plus de cela, Erg-1 apparait étre un FT régulé par les AA de maniére GCN2 indépendante318333,
incitant donc a valider les modes de régulations observés du cluster C tout en ajoutant une composante
AA.
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par l'insuline et I'IGF-1 de maniére mTORC1 dépendante33® *. Enfin, il a également été mis en
évidence que GC1 était déterminant dans la sécrétion d’insuline en réponse a une élévation de
glucose3%, Bien que cela ne constitue pas une preuve de la régulation du TAA par les facteurs de
croissance, compte tenu de son implication dans des processus analogues, il apparait rationnel
gue des régulations similaires a celles précédemment décrites puissent étre envisageables pour

GC1.

Ainsi, chez les mammiféres, plusieurs pistes conduisent a penser que plusieurs TAA sont
régulés par les facteurs de croissance. L'identité de ces TAA étant trés relative a ceux identifiés
dans notre groupe C, approfondir cette piste de régulation apparait alors intéressant pour ce
groupe. Pour élucider ces mécanismes, des inhibiteurs pharmacologiques de ces voies pourraient
étre utilisés, notamment au vu du grand nombre disponible pour inhiber ERK1-234, De plus, tester
la régulation transcriptionnelle de nos TAA en présence d’hormone comme l'insuline pourrait étre
pertinent. Cette piste a été traitée, mais faute d’effets visibles de I'insuline dans notre modéle
d’étude sur ses cibles décrites chez les mammiféres™, ce travail n’a pas été abouti. Il a été
démontré que, chez la TAC, l'insuline n’avait que peu d’effet métabolique (notamment sur
I’absorption d’AA), en comparaison a I'IGF-I3*3; facteur de croissance qui aurait alors pu
potentiellement étre préféré. Une autre possibilité, discutée plus en détail par la suite, est que

notre modele d’étude ne soit pas idéal pour des études concernant ce genre de régulation.

Si la régulation de certains TAA, précédemment décrits, est dépendante de la voie
PI3K/AKT convergeant vers l'activation de mTORC1, alors l'inhibition de ce dernier devrait
conduire a une dérégulation des TAA sous sa dépendance. Dans ce contexte, nous avons étudié

I’effet de la rapamycine, inhibiteur de mTORC1, sur I'expression de nos TAA (Figure 36).

" Cette étude met également en lumiére I'effet du glucose dans la régulation de I'activité de transport. Ce
point, étudié de maniere préliminaire, sera discuté plus tardivement dans cette partie.

™ Chez le rat, la stimulation de I'expression de la Glucokinase et au contraire la répression de la
Phosphoenol-pyruvate carboxykinase (PEPCK) par I'insuline sont trés bien établies®*?. Cependant, dans les
RTH-149, nous avons échoué a montrer un quelconque effet de différentes doses d’insuline et a différents
temps d’exposition sur I'expression de ces genes.
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Figure 36 : Réponse des TAA a un traitement a la rapamycine. Quantification relative (RQ) des TAA en milieu complet
supplémenté en Rapamycine (100nM), en comparaison a un milieu contréle. Les couleurs sont dépendantes des
groupes de régulation précédemment identifiés. La quantification relative moyenne pour chaque groupe apparait
également ; # et * : différence significative de I'expression en comparaison a la condition contréle (test de Student).

Comme illustré sur la Figure 36, la rapamycine a un effet stimulateur minime sur
I’expression des TAA. De plus, I'effet répresseur observé ne semble pas étre particulierement
marqué pour les TAA du groupe C, sous-entendant que la voie de régulation décrite chez les
mammiféres pour certains d’entre eux, via PI3K/AKT/mTORCL1 ne soit potentiellement pas la voie
majoritaire responsable des régulations de ce groupe. Une implication potentiellement plus forte
de MAPK/ERK pourrait alors étre préférée. Cependant, il est a noter que les groupes A et B sont,
en moyenne, significativement réprimés par la rapamycine, suggérant un effet dépendant de
MTORC1 sur leur expression. Pour le cluster A, des études transcriptomiques réalisées chez les
mammiféres ont mis en évidence que, pour certains genes impliqués, entre autres dans le
transport des AA, la rapamycine et la carence en AA pouvaient avoir des effets opposés sur leur
expression31834 GCN2 et mTORC1 possédant de nombreux points de dialogue, il n’apparait pas
surprenant, dans notre étude, que les TAA GCN2 dépendants puissent également étre

transcriptionnellement régulés via mTORC1, comme démontré chez les mammiféres®®
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Dans le cas du groupe B, la répression observée en carence, dépendante des AA et du
sérum est, quant a elle, en lien avec un effet significativement répresseur de la rapamycine sur
leur expression, apparaissant de ce fait, au moins en partie, régulés transcriptionnellement par
I’activation de mTORC1. Des analyses supplémentaires seraient tout de mémes nécessaires pour
valider I'implication de mTOR, en associant d’autres inhibiteurs de la voie comme la Torin, ou
encore en identifiant réellement les cibles terminales en charge de ces régulations
transcriptionnelles. Par exemple, le cluster B contient la moitié des TAA lysosomaux identifiés
(ainsi que d’autres conditionnels comme PAT1 a-b). Une régulation transcriptionnelle mTOR

dépendante via TFEB, FT de la biogénése lysosomale, pourrait alors étre envisageable.

Finalement, la découverte d’un potentiel ERAA dans la région promotrice des génes du
groupe A a été un argument supplémentaire pour confirmer la régulation GCN2 dépendante de
ce groupe. Cette stratégie a également été menée pour les TAA des groupes B et C mais,
malheureusement, aucun motif n’a pu étre retrouvé significativement enrichi dans I'un de ces
groupes. Ce résultat pourrait signifier que ce n’est pas un mécanisme commun qui régit
I’expression de tous les TAA de ces deux groupes, mais probablement différentes régulations

conjuguées.

L’analyse des régulations des TAA a mis en lumiére I'existence d’un potentiel ERAA dans
les promoteurs des TAA du groupe A : ERAA fonctionnels et possibilité d’extension aux
autres groupes ?

Grace a une analyse d’enrichissement, un motif a été retrouvé significativement présent
dans les promoteurs des TAA du groupe A. Ce motif, significativement similaire a la région de
liaison d’ATF4 sur I'ERAA mammifére, se retrouve également en lien avec la réponse AA
dépendante de ce groupe, son expression dépendante de GCN2 avec une corrélation significative
de ses génes cibles (chop, asns et ATF4) et de ces TAA. Ce résultat met ainsi en lumiére que,
comme chez les mammiféres, les genes GCN2 dépendants et notamment les TAA, seraient

surexprimés grace a un élément de réponse conservé chez la TAC.
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Cependant, une analyse d’enrichissement réalisée avec des paramétrages différents” a
mis en évidence un autre motif enrichi dans notre groupe A, différent du premier ERAA dit
« type ». Ce nouveau motif, appelé « New » (Figure 37.A), s’est retrouvé significativement enrichi
dans notre groupe en grande partie parce que les deux paralogues de Asc-1 (c et d) possédaient
ce motif plus de 25 fois chacun. En analysant les sites possibles de ce motif sur I'intégralité des
TAA, il est cependant apparu que, mis a part pour Asc-1 c-d, 'ERAA « New » identifié se retrouvait
en réalité significativement enrichi dans les promoteurs des TAA du groupe B (Figure 37.C),
marquant une distribution quasiment opposée a 'ERAA « Type » (Figure 37.B). Ce résultat fut
relativement étonnant car ce motif était toujours significativement similaire a 'ERAA mammifere.
Dans ce contexte, il a pu étre démontré qu’en carence en AA, certains genes étaient réprimés de
maniére GCN2 dépendante318344 AFT4 ayant également été décrit pour pouvoir exercer un effet
répresseur sur I'expression de certains génes34°-347, |a question serait ici de savoir si, dans le cas
du groupe B, la régulation de I'’expression dépendante des AA ne pourrait finalement pas étre due

a ce nouveau motif particulier.
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Figure 37 : Motifs des éléments de réponse aux AA (ERAA) identifiés dans le génome de la TAC. (A) matrice de poids
de position de I’ERAA identifié chez ’lhomme, alignée aux deux motifs retrouvés, « Type » et « New » significativement
enrichi dans le groupe A et significativement similaires a I’lERAA humain. (B-C) Nombre moyen d’ERAA « Type » (B) et
« New » (C, sans Asc-1 c-d) identifiés dans les promoteurs des trois groupes de TAA. * : significativité de différences
(test de Student).

" La mise en évidence du motif dit « type » d’ERAA a été réalisée en cherchant un motif retrouvé une fois
par promoteur du groupe A. Pour le deuxieme motif dit « New », I'enrichissement a été réalisé en
recherchant un motif pouvant étre retrouvé un nombre de fois indéfini dans les régions promotrices des
TAA du groupe A.
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Ce résultat est d’autant plus intéressant que, sur nos 4 paralogues d’ATF4 identifiés chez
la TAC, la régulation transcriptionnelle d’ATF4 c-d est totalement différente des deux autres
paralogues et des autres cibles de GCN2. L'expression de ATF4 c-d est, dans toutes nos conditions
expérimentales, positivement corrélée avec I'expression moyenne des TAA du groupe B, sous-
entendant un potentiel lien entre ce FT et I'expression de ces TAA. Qui plus est, ATF4 est aussi
connu chez les mammiferes pour constituer une cible de mTORC1 qui, sous certaines conditions,
induit une partie des génes répertoires de ATF4, de maniére dépendante de I'insuline3*8. D’aprés
la sous-expression d’ATF4 c-d dépendante du sérum dans notre étude ainsi que I'effet significatif
de la rapamycine sur I'expression des TAA du groupe B et des paralogues d’ATF4 (Figure 38), il
apparait envisageable que ces genes soient dérégulés en carence a travers un axe mTORC1 —
ATF4, comme précédemment décrit chez les mammiferes et potentiellement indépendants de
GCN2. Cette expression particuliere d’ATF4 c-d pourrait étre le fruit d’'une fonctionnalisation
particuliére de ces paralogues”, en comparaison aux deux autres, offrant alors un niveau de
régulation supplémentaire a I'expression des TAA dans notre modeéle™. Caractériser les modes de
régulations d’ATF4 c-d et les conséquences biologique sous-jacentes, ainsi que les dialogues entre
MTOR et GCN2 chez la TAC, constitue des pistes intéressantes pour continuer a approfondir la

dynamique de régulation des TAA par la disponibilité en nutriments.
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Figure 38 : Réponses des paralogues d’ATF4 a un traitement a la rapamycine. Quantification relative des 4
paralogues d'ATF4 en condition Milieu Complet (CM) supplémenté en rapamycine (100nM), comparativement au
CM. * : niveau de significativité en comparaison au MC (test de Student).

" Cette idée de fonctionnalisation différente entre différents paralogues d’un méme géne fera le fruit de
plus amples discussions dans une prochaine partie.

™ Un fait intéressant est qu’in vivo, ATF4 c-d ne présente pas les mémes régulations qu’in vitro, ou en
condition restreinte en protéine, son profil de régulation est similaire aux deux autres paralogues
identifiés, surexprimés. Une explication claire a ce phénomeéne reste peu aisée a avancer, tant les
mécanismes de régulation de ces paralogues sont inconnus et aussi compte tenu des régulations
systémiques, non controlables, retrouvées a I'échelle de I'organisme.
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La fonctionnalité de ces deux motifs identifiés dans le génome de la TAC est alors
primordiale a valider, ce qui sera réalisé tres prochainement grace au clonage de ces deux
séquences dans des plasmides couplés a de la luciférase, comme précédemment décrit>%%0 : si,
lors d’une carence, il y a induction de la luciférase, alors ces motifs sont effectivement

fonctionnels chez la TAC.

La réponse AA dépendante de nos TAA a été validée in vivo. Cependant, la composition
en glucides du régime utilisé a potentiellement induit des régulations différentielles des
TAA : qu’en est-il de la régulation des TAA par les glucides ?

L’analyse de I'expression des TAA et des cibles de GCN2 in vivo a mis en évidence qu’en
diminuant le taux d’inclusion de protéines dans I'aliment, la réponse entrainée dans le foie
consistait en une élévation de I'activation de GCN2, accompagnée d’une surexpression globale et
significative des TAA du groupe A, validant ainsi les résultats obtenus in vitro. En plus de
démontrer la convenance des modeles in vitro pour le décryptage des régulations moléculaires
des TAA, ce complément in vivo a également mis en lumiére que, bien que couvrant les besoins
nutritionnels en protéines des TAC (inclusion d’environ 40% de protéines, contre des besoins
limites de 37%3%°), la diminution de leur inclusion entrainait une élévation significative de
I'activation de GCN2, questionnant sur la réelle couverture des besoins nutritionnels et sur I'effet

de I'élévation de GCN2 sur la physiologie de I'animal.

La diminution de I'inclusion des protéines dans le régime alimentaire a été compensée par
une augmentation de celle de glucides. Comme évoqué dans l'introduction de cette thése, les
glucides ont un métabolisme intrinsequement lié a celui des AA ; les TAA étant des régulateurs
importants du métabolisme glucidique'’!, tout comme les glucides sont en capacité de réguler
I’expression des TAA3, Dans ce contexte, il est alors fortement probable que cette inclusion de
glucides dans le régime a aussi influencé l'expression des TAA. Par exemple, SNAT2 a-b,
originellement surexprimé par une carence en AA, est retrouvé significativement sous-exprimé
dans le régime LP (« Low Protein »/haute teneur en glucides), suggérant un possible effet
répresseur du glucose sur son expression, comme cela a déja été démontré chez le modéle
murin®3. Bien que non décrit pour étre transcriptionnellement régulé par le glucose, le TAA

SNAT4 a-b possede, dans notre étude, le méme comportement que SNAT2 a-b. Compte tenu de
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leur proximité de fonctions, notamment dans le contréle de I’homéostasie du métabolisme

glucidique’, il est possible que les mémes mécanismes de régulation soient a I’ceuvre pour ce

TAA.

Au vu de cette régulation probable des TAA par le glucose et de maniére a croiser les
résultats obtenus in vivo, des expérimentations ont été conduites sur les RTH-149 pour décrire le
comportement d’expression des TAA en présence de fortes teneurs en glucose. Les résultats,
présentés dans la Figure 39, ont démontré que des teneurs en glucose 5 fois plus importantes
n’engendraient cependant que de tres faibles dérégulations des TAA dans notre modéle. En plus
de posséder des amplitudes de dérégulations tres faibles (de 0.78 a 1.24), relativement rares in
vitro, le partage d’identité avec les TAA dérégulés in vivo est moindre, ou seulement 5 TAA (SNAT4
a-b, ASCT1 a-b, MCT7 a-b-c, Cat3 a et Cat3 d) sont retrouvés dérégulés de maniere significative et

similaire dans les deux modéles.
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Figure 39 : Régulation transcriptionnelle des TAA par le glucose. (A) Quantification relative (RQ) des TAA dans les
RTH-149 apres 24h de traitement avec un exceés de glucose (25mM), classé du plus surexprimé au plus sous-exprimé.
Les couleurs réferent a la catégorie de transport, * : différence significative de I'expression comparée a la condition
contréle (milieu complet) (test de Student). (B-C) RQ moyen en exces de glucose pour les catégories de transport (B)
et les groupes de régulation (C).

Il serait alors tentant d’affirmer que les dérégulations observées in vivo sont exclusivement

liées aux AA, avec une composante négligeable des glucides. Cependant, valider cette observation
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en se basant sur une seule lignée cellulaire apparait, dans ce cas, un peu fragile. Le milieu de
croissance des RTH-149, le MEM, contient du glucose. Ces cellules proliférant donc de maniére
routiniére en présence de ce nutriment, il serait probable que la déconnexion observée soit en
réalité le résultat d’une adaptation de notre lignée cellulaire au glucose, empéchant d’observer
de réels effets quant a la régulation des TAA par ce nutriment”. Répliquer cette expérience sur
des lignées cellulaires ne proliférant pas dans du MEM (Minimal Essential Medium) comme, par
exemple, les RTL-W1 (lignée hépatique proliférant dans un milieu de culture L-15, dont la source
glucidique n’est pas du glucose mais du galactose), permettrait potentiellement de mieux

caractériser et comprendre |'effet du glucose sur la régulation transcriptionnelle des TAA.

Finalement, bien que non retrouvé enrichi dans un des groupes de régulation de TAA, Le motif
consensus de I'élément de réponse aux glucides (ChORE) humain se retrouve significativement
plus présent dans les promoteurs des TAA du groupe C (Figure 40), dont notamment SNAT2 a-b
et SNAT4 a-b, accompagnés de 5 autres TAA retrouvés en interaction avec ChREBP par ChIP-seq
chez les mammiféres : Gat2, LAT4, xCt, TAUT et GC1'°*. Méme si cela ne constitue pas une preuve
de régulation transcriptionnelle de ces TAA par les glucides, notamment parce que la
fonctionnalité de ce motif chez la TAC reste a démontrer, ce premier élément de réponse pointe
vers une régulation probable des TAA par ce nutriment, comme chez les mammiferes. La
prédominance des TAA du groupe C concernés par la présence de ce ChORE et dérégulés par le
régime LP (Figure 40) tend également a apporter de nouvelles pistes quant aux voies de

régulations potentielles de ce groupe.

" l’idée que la lignée RTH-149 ne soit pas un modéle approprié pour I'étude du métabolisme glucidique
est également appuyée par I'incapacité que nous avons eu d’observer quelconque effet de I'insuline et du
glucagon sur les génes décrit chez ’lhomme pour étre sensibles a ces hormones. De plus, il apparait que
certaines enzymes clés de la néoglucogeneése, les G6PC (glucose-6-phosphatase) ne sont pas exprimées
dans les RTH-149, appuyant une nouvelle fois cette idée de modele non-approprié pour ce genre de
question. Au cours du processus d'immortalisation, les lignées cellulaires subissent des reprogrammations
génétiques/métaboliques, c’est d’ailleurs pourquoi une étude doit se porter sur plusieurs lignées pour se
prémunir d’effets lignées cellulaires dépendants. Il faut cependant noter qu’une étude a mis en évidence
que de fortes teneurs en glucose induisaient un stress oxydant dans la lighées RTH-149%°, comme il est
également connu chez les mammiféres®?!,suggérant donc que certaines voies liées a ce nutriment sont
tout de méme conservées dans cette lignée. Concernant le métabolisme des AA, la validation in vivo et les
précédentes études menées au laboratoire?®®?7? attestent tout de méme d’une conservation des
mécanismes clés de régulation dans notre modeéle.
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Figure 40 : Présence de I'élément de réponse aux glucides (ChORE) humain dans les régions promotrices des TAA
de la TAC. Matrice de poids de position de motif ChORE identifié chez ’lhomme (d’apres la base de donnée Jaspar) et
nombre moyen d’occurrence de ce motif dans les régions promotrices des TAA de chaque groupe de régulation. * :
différence significative (test de Student). Diagramme de Venn de l'identité des TAA présentant un potentiel motif
ChORE dans leur promoteur et étant dérégulés in vivo dans le foie des TAC nourries avec le régime LP. Les couleurs
référent au cluster de régulation des TAA.

Malgré une potentielle conservation des fonctions globales des TAA chez la TAC, la
double duplication entiére du génome induit une diversité de régulation.

Comme évoqué dans l'introduction de cette thése, la double duplication entiére du
génome chez la TAC a conduit a I'émergence de paralogues codant pour un méme TAA. Sur les
75 TAA humains, un total de 219 genes a été retrouvé dans le génome de la TAC. Au cours de
I’évolution, ces différents paralogues peuvent subir différentes destinées, les amenant a
disparaitre ou a changer de fonction. Ainsi, aprés I’'évenement de double duplication entiére du
génome des salmonidés, 4 destinées différentes peuvent survenir pour les paralogues : la non-
fonctionnalisation (également connue sous le nom de pseudogénisation), a travers laquelle des
mutations sur un paralogue conduisent a la perte de ses fonctions, la sous-fonctionnalisation,
pour laquelle chaque paralogue retiendra un sous-ensemble de |la fonction originale du géne, la
néo-fonctionnalisation, pour laquelle des mutations permettront a une des copies d’acquérir une
nouvelle fonction, ou encore la conservation des mémes fonctionnalités entre les différents

paralogues mais avec un effet de dosage de leur expression (figure 41)%86:287,
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Il est actuellement admis que la majorité des genes dupliqués a subi une
pseudogénisation?8®, Ceci explique éventuellement pourquoi « seuls » 219 TAA ont pu étre
identifiés dans le génome de la TAC alors que, théoriguement, ce nombre aurait da étre de 300
(2 duplications totales des 75 TAA retrouvés chez 'Homme). Sur ces 219 TAA identifiés, au moins
42 n'ont pu étre retrouvés exprimés chez la TAC. Bien qu’il ne soit pas possible d’écarter une
expression spécifique d’un tissu ou de cellules non inclus a notre étude, ni une expression
différentielle au cours de certains stades spécifiques de développement, il se pourrait également
gue ces 42 geénes présents mais non exprimés puissent étre le résultat du processus de

pseudogénisation.
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Figure 41 : Représentation des quatre destinées possibles aux paralogues issues de la duplication du génome,
adapté de Glasauer et Neuhauss, 2014256
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Une autre destinée, pour les génes dupliqués, est la sous-fonctionnalisation®. D’aprés le
modele de duplication-dégénération-complémentation, un gene ancestral possédant plusieurs
roles cellulaires (expression dans différents tissus, différents modes de régulation
transcriptionnelle, etc.) peut se retrouver, apres un épisode de duplication, a partager ces
différentes fonctions entre les paralogues. De cette maniére, a eux tous, les paralogues
assureront les mémes fonctions que le géne ancestral. Des cas de sous-fonctionnalisation ont pu
étre démontrés a plusieurs reprises chez les téléostéens, notamment illustré par I'étude évoquée
en Introduction sur le poisson zeébre, ou les différents paralogues de EAAT2 et EAAT3 possédaient
des localisations tissulaires différentes?®2 **, Cette destinée est particulierement intéressante
dans le cadre de cette thése car des paralogues de certains TAA ont pu étre retrouvés dans des
groupes de régulation différents. Sur les 11 TAA concernés (B°AT2, LAT2, y*LAT2, Cat3, 4f2hc,
LAT1, AGC1, SNAT3, GC1, pqlc2, Gat2), des différences de regroupement sous-entendent des
différences de régulation, et donc potentiellement des évenements de sous-fonctionnalisation
ayant conduit a un partage des fonctions du TAA ancestral. Etant donné le manque global de
connaissances sur la régulation transcriptionnelle des TAA chez les mammiferes, il ne peut étre
écarté le fait que ces différences de régulation sont, pour certains TAA, le fruit d’'une néo-
fonctionnalisation. Cette destinée consiste a obtenir, au cours du processus de pseudogénisation,
une mutation favorable permettant I'acquisition d’'une nouvelle fonction pour le géne. Si nous ne
connaissons pas tous les modes de régulation du géne ancestral, il est impossible de conclure
guant au caractéere sous- ou néo-fonctionnalisé de nos paralogues. Néanmoins, du fait de son
mode d’acquisition, le processus de néo-fonctionnalisation apparait extrémement rare et peu
d’études ont aujourd’hui réellement démontrées des néo-fonctionnalisations de paralogues
aprés duplication?®”. Quoiqu’il en soit, ces compartimentalisations des différents paralogues
pourraient conduire a un affinement des régulations d’un TAA, ou la résultante du pool final de

ce dernier serait ajustée par plusieurs régulations indépendantes selon les conditions biologiques

" Il est estimé que, sur les génes dupliqués exprimés, 87% montrent des profils d’expression différents les
uns comparativement aux autres, sous-entendant des phénoménes de sous- ou de néo-
fonctionnalisation®®’.

™ De la méme maniére, in vivo, nous avons démontré que certains paralogues de TAA possédaient des
profils d’expression différents entre le foie et I'intestin.
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de I'organisme. Bien évidemment, ces différences de modes de régulation entre paralogues ne
constituent pas une preuve réelle de sous- ou de néo-fonctionnalisation, mais tendent a
démontrer, néanmoins, la grande plasticité de régulation des TAA chez la TAC induite par la

duplication du génome.

Enfin, la derniére destinée pour les genes dupliqués est un effet de dosage de I'expression
génique, pour lequel les paralogues garderont la méme fonction que le géne ancestral mais leur
expression a tous deux sera diminuée pour se retrouver a un taux comparable au gene
ancestral?®® . Ce phénomeéne —relativement vrai pour les génes liés aux ribosomes, aux protéines
avec de nombreuses interactions ou celles impliquées dans des voies signalétiques — pourrait
également, de maniére spéculative, s’appliquer a certains TAA oU, en se basant sur les groupes
précédemment établis, plusieurs paralogues d’'un méme TAA sont retrouvés dans un méme
groupe de régulation (13 TAA : B°AT2, B®AT3, SFXN1, Cat3, LAT3, EAAT1, TAUT, SNAT3, GC1, CTNS,
Gat2, slc25a38, SNAT10), sous-entendant ainsi des modes de régulation conservés pour ces

génes.

Bien évidemment, ces quatre destinées ne sont pas indépendantes car des effets de
mixages sont généralement observés entre les différents paralogues?®®. Par exemple, dans notre
cas, certains paralogues d’un TAA sont a la fois regroupés et dispersés au sein des groupes de
régulation (B°AT2, Cat3, SNAT3, GC1 et Gat2), suggérant des sous/néo-fonctionnalisations
couplées a des effets de dosage de I'expression. Cependant, il est impossible, pour la majorité des
TAA identifiés dans cette étude, de proposer une appartenance a une éventuelle destinée,
notamment en raison du manque de discrimination entre certains paralogues aux séquences trop

proches, masquant ainsi les régulations propres a chaque paralogue™.

Bien qu’en moyenne 3 paralogues aient été retrouvés par TAA humain chez la TAC, il est

a noter que la duplication spécifique a chaque gene apparait, dans certains cas, inégale : pour

" Une autre possibilité est que les génes dupliqués soient dits sur-retenus: ces derniers auront des
fonctions égales mais sans réponse de dosage entre les paralogues. Ce cas, relativement rare, est
notamment vrai pour les protéines kinase et les facteurs de transcription®.

" A noter également que tous les TAA dont I'expression a été validée in vivo mais non exprimés dans notre
modele d’étude, concernant entre 48 et 66 TAA, n’ont pu étre caractérisés quant a leur mode de régulation
par les nutriments.
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certains TAA, un seul si ce n’est aucun orthologue n’est identifié dans le génome de la TAC, alors
qu’au contraire, pour d’autres TAA, un nombre extravagant de paralogues a été identifié”. Cela
pose de nombreuses questions quant aux fonctions biologiques relatives de ces différents
paralogues, mais également quant aux conséquences de I'absence de certains orthologues des
TAA de mammiféres chez la TAC™ : si, chez ’homme, la perte de fonction d’un TAA peut conduire
a une pathologie, quelle pourrait étre la réalité biologique propre a cette absence chez la TAC ?
Par exemple, si PAT2 est impliqué dans l'activation de mTORC1 dépendant des AA chez les

mammiféres3>2

, quelle est la réalité biologique de son absence chez la TAC ? Au contraire, est-ce
gue son absence chez la TAC n’illustre pas le principe de redondance de fonction des TAA, les
fonctions de PAT2 pouvant alors étre assurées par un autre TAA? Ces questions resteront
ouvertes car aucun élément de réponse n’a été avancé durant cette thése a ce sujet, mais cela
illustre tout de méme les nombreux questionnements relatifs aux événements de duplication du

génome et a leurs conséquences.

Une limitation qui peut étre portée a notre étude est que I'identification des TAA chez la
TAC a été réalisée en comparaison aux TAA identifiés chez les mammiferes. Néanmoins, il ne peut
étre écarté que les téléostéens, donc la TAC, puissent aussi posséder des TAA non présents chez
les mammiferes et donc non identifiés dans cette étude. Dans ce contexte, I'étude
phylogénétique précédemment citée et menée chez le poisson zebre a mis en évidence que, en
comparaison aux mammiféres, le poisson zébre possédait deux membres de plus dans la famille
SLC1, nommés slcla8 et slcla9, TAA perdus au cours de I’évolution chez la majorité des
tétrapodes?®?. Si, par homologie de séquence, nous essayions d’identifier ces TAA chez la TAC,
I'annotation porterait préférentiellement sur certains paralogues de slcla7 pour slcla8 et sur
certains paralogues de slcl1a2 pour slc1a9. Cette idée introduit alors une autre explication possible
guant a la perte de certains TAA mammiferes dans le génome de la TAC: des erreurs

d’annotations.

" C’est notamment le cas de Gat2, pour qui 18 paralogues différents ont été identifiés, dont au moins 8
réellement exprimés.

™ Ces absences pour certains TAA chez la TAC, comparativement aux mammiféres, ne sont pas forcément
le fruit d’'une perte chez les téléostéens, mais peut-étre d’un gain du co6té des mammiferes. Des études
phylogéniques permettraient potentiellement d’éclaircir les processus évolutifs liés a ces absences de TAA.
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Dans I'exemple de slcla2 et slcla7, ces genes comportent respectivement selon
I’'annotation du génome de la TAC, 6 et 7 paralogues, au-dessus des 4 théoriques retrouvés apres
la double duplication du génome. Bien que d’autres évenements de duplication individuels ne
puissent étre écartés, il apparalt envisageable, au vu des similarités de séquences des différents
membres d’'une méme sous-famille, que certains genes annotés slcla7 appartiennent en réalité
au membre slcla8, tout comme certains annotés slcla2 pourraient appartenir a slc1a9. Comme
illustré sur I'arbre phylogénétique basé sur I'alignement des séquences protéiques de ces
différents génes chez la TAC et le poisson zebre (Figure 42), il apparait en effet que les séquences
protéiques de slcla2d et slcla2e sont plus proches de slc1a9 que des paralogues de slcla2 du
poisson zeébre. De méme, 4 paralogues identifiés dans notre étude comme appartenant a slcla7
seraient en réalité plus proches de slcl1a8 du poisson zébre, renforcant alors I'idée d’erreurs

d’annotation du génome de la TAC disponible.

slc1a2 / slc1a9 slc1a7 / slc1a8

D. rerio slc1azb

. rerio slc1a7b

O. mykiss slc1a2a | eaarz FAATS

. mykiss slcla7c

O. mykiss slc1a2b . rerio slc1a8b

. mykiss slc1a7f | Eaate

.
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) . mykiss slc1a7b | eaate
O. mykiss slc1a2f
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Figure 42 : Arbre phylogénétique d'alignement des séquences protéiques des paralogues de sicla2 et slcla9
(gauche) et de sic1a7 et slc1a8 (droite) chez la TAC et le poisson zébre

Un autre exemple d’annotations incertaines est slc38a3, comportant 8 paralogues
identifiés. Pour deux d’entre eux, 'annotation et I'attribution a slc38a3 n’était pas claire et une
potentielle attribution a slc38a5, sans orthologue identifié chez la TAC, pouvait étre possible. Un
choix devant étre fait, ces paralogues ont finalement été classés parmi les orthologues du gene

slc38a3 humain mais, étant donné la forte proximité entre slc38a3 et slc38a5 chez le modele
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353 il n’apparait pas invraisemblable que ces

mammifére en terme de fonctions et de séquences
derniers soient mixés dans notre identification. De la méme maniére, nous pouvons citer
I'exemple de GC1 et GC2, TAA trés proches en fonction et en séquence, pour qui 7 paralogues ont

été identifiés pour le premier, contre aucun pour le second.

L’'une des solutions pour consolider I'attribution des paralogues a chague membre SLC et
potentiellement en identifier de nouveau, comparativement aux mammiferes, serait de mener
des études phylogénétiques larges pour chaque sous-famille de SLC. Cette méthode pourrait étre
couplée a des études de synténie, une autre analyse qui, selon la conservation des régions
chromosomiques des paralogues, permet de déterminer leur attribution et leur ségrégation. Ces
deux méthodes sont trés utilisées pour éclaircir I'attribution de certains paralogues®>43>> et, bien
gue ce travail puissent s’avérer laborieux, compte tenu du nombre de TAA et de sous-familles, il
permettrait également d’offrir une annotation claire des différents paralogues aujourd’hui

identifiés.

Quoigu’il en soit, I'identification de I'ensemble de ces paralogues pour un méme TAA chez
la TAC, ainsi que la diversité observée de leur mode de régulation par les conditions nutritives,
illustrent les mécanismes fins acquis grace a la duplication du génome chez les salmonidés. Ces
évenements de duplications induisent une augmentation de complexité dans le génome de ces
espéces et sont considérés comme les événements déterministes du succes évolutif et du

rayonnement actuels des téléostéens a I'échelle globale?®®.

En intégrant la dérégulation des TAA, I'absorption des AA et I'activation de mTORC1,
cette étude a potentiellement mis en évidence de nouveaux AA activateurs de mTOR.
Au début de notre étude, nous avons pu mettre en évidence un lien clair entre la
dérégulation des TAA en carence totale, I'absorption d’AA aprés dérégulation des TAA et
I'activation différentielle de mTORC1 ; le tout revenant a un niveau basal avec I'ajout d’AA et de
sérum dans notre milieu carencé. Cette corrélation apparente est restée visible jusqu’a un certain
point, mais a totalement disparu avec des conditions plus discriminantes comme les carences
simples en un AA: les TAA étaient dérégulés, I'activation de mTORC1 différentielle aprés un

traitement carencé en lysine et arginine, mais tres peu d’effet sur le pool intracellulaire d’AA était
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visible : comment est-il possible que mTORC1 soit plus actif aprés une carence en Arginine et
Lysine alors que le pool intracellulaire d’AA était quasiment inchangé par rapport a la condition
contréle (notamment pour les activateurs de mTORC1 connus: la leucine, la méthionine ou

I'arginine) ?

Sur ce constat, nous avons alors identifié 2 AAE présents en quantité significativement
plus importante apres ces carences uniques : I'isoleucine (lle) et la phénylalanine (Phe) ; 2 AA qui,
pourtant, ne sont pas répertoriés comme des activateurs de mTORC1. Néanmoins, une
corrélation significative entre le contenu intracellulaire en ces deux AA et I'activation de mTORC1
est apparue dans toutes nos conditions expérimentales ; résultat validé par une augmentation du

statut de phosphorylation de S6 par la présence de ces deux AA.

Bien que jamais vraiment étayées, plusieurs études ont mis en lumiére que, chez les
mammiferes, I'lle influait sur le niveau d’activation de mTORC1 : diminution du statut de
phosphorylation de ses cibles en absence d’lle3223%6:357 et, au contraire, augmentation du statut
de phosphorylation en présence d’lle3>8. Chez les mammiféres, Sestrine 2, détecteur de leucine
(Leu) cytosolique, a été démontré pour étre aussi activé par I'lle, bien que les concentrations
requises soient 25 fois plus importantes?®. La détection de la Leu par Sestrine 2 se fait grace a un
domaine protéique spécifique, la « Leucine pocket », a laquelle se fixe la Leu qui interagira avec
plusieurs AA de la poche pour garantir la stabilité de la liaison3>°. Cette liaison de I’AA 3 la leucine
pocket entrainera alors une perte d’interaction entre Sestrine 2 et GATOR 2, induisant ainsi
I'activation de mTORC1 par la présence de I’AA. La conformation ainsi déterminée de la leucine
pocket permet de démontrer que seuls des AA structurellement similaires a la leucine sont en
capacité d’effectuer des liaisons favorables avec les différents sites, comptant ainsi pour I'lle et la
Met, mais excluant les AA chargés ou polaires3>°. Lors de sa caractérisation, les auteurs ont aligné
la séquence de la leucine pocket humaine avec celles de nombreuses autres especes et ont
démontré que les sites de liaison de la Leu dans la poche sont trés conservés dans le regne animal
(Figure 43)3>°. Cependant, en ajoutant la leucine pocket théorique de Sestrine 2 de la TAC, il
apparait que certains sites de liaison divergent, et notamment la Thr3”” devenue une Arg (Figure
43). Cette Thr3”7, avec les Thr374 et Thr3, interagit avec la Leu pour la garder en place en formant
des liaisons hydrogénes pour stabiliser I'interaction3>°. Des mutations au niveau des Thr3’4 et
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Thr38 induisant une perte totale d’interaction avec la leucine3>®

, il apparait vraisemblable que
cette divergence d’identité d’AA en position 377 pourrait entrainer des différences de sensibilité

de Sestrine 2 aux AA.

37-3.. ® ® 00 3?3 41'0 e O @

R INIEIMAMHHG\ASEESIT L [RRAM .............. YTHFWHHE K HEIEK
(BNRAY MG T HS K\YASABSIR F [HRAM .............. YDRVMREF KHERSK

Alligator mississippiensis
Apis mellifera

Canis lupus familiaris
Danio rerio

Drosophila melanogaster
Gallus gallus

Homo sapiens

Loa loa

Mus musculus
Schistosoma mansoni
Takifugu rubripes
Xenopus laevis

(RN | AMHSGASARSIML [RRAM .............. YNL FWRHF RHEIEK
MRINIMAT HQGVARARSIML [MRAM .............. YESFWRQERHEISK
BRICHIMGG | KN\YASRESIK F [HRAM .............. YDSVLVELQDEIEK
RINIIMAMHK DVASRRSIM L [HRAM .............. Y DS FWRQF E HEIEK
(BRANIE | AMHSGIASEESIV L [RRAM .............. YNL FWRHF RHEIEK
(RIS IIMGAY SDAABSIK YRNAM .............. RQSVM | DF KSEIEK
(IR ENIN | AMHSGIASABSIML [HRAM .............. YNL FWRHE RHEISK
(MURANINL NG | QN\ARARSIL Y[MRT YV ............. FENIFPAL SSERAM | |g
LTYNTMATHKDVDTSMLRRAI .............. Y ESFWRQFQHEIEK VI
[RIHICAT HSGVABAESIK L [MRA

pal A= el aslsalbaiias

Oncorhynchus mykiss [IEBRANEIMAMHK D [VIPREE T LEIKA L -ooevveveeens Y SAMWRL ERHETSKVENIND

Figure 43 : Identité protéique de la Leucine pocket de Sestrine 2 chez plusieurs espéces. Alignement des séquences
protéiques correspondant a la leucine pocket identifiee chez ’lhomme, comparé a plusieurs especes animales,
auxquelles a été ajouté manuellement la leucine pocket théorique la TAC (Oncorhynchus mykiss). Les couleurs bleues
indiquent une augmentation de I’lhomologie de séquence, le rouge une divergence. Les points oranges représentent
les sites d’interaction avec la leucine. Adapté de Saxton et al. (2016)3*°

Bien qu’il soit impossible, a ce stade, de déterminer les conséquences d’une telle
modification de la séquence de la leucine pocket chez la TAC, il parait probable que des différences
de sensibilité a la Leu puissent prendre place dans notre modele, comparé aux descriptions
réalisées chez les mammiféres. Ces différences restent a priori moindres car la majorité des sites
d’interaction de la leucine est conservée, suggérant des capacités de liaison d’AA toujours
probables. Notre étude démontre également une action comparable, quoique légérement
supérieure, de la Leu sur I'activation de mTORC1, ce qui pourrait sous-entendre une détection
égale de la Leu et de I'lle dans notre modele. Des expériences d’'immunoprécipitations pour
identifier les AA qui induisent la perte d’interaction entre Sestrine2 et GATOR2, comme décrit
précédemment?®, permettraient de déterminer si ’activation lle-dépendante de mTORC1 se fait
réellement par le biais de Sestrine 2, mais également d’évaluer la sensibilité de ce détecteur chez

la TAC pour tous les AA”, en comparaison aux descriptions réalisées chez I’lhomme.

" Cette idée de niveau de sensibilité aux AA de mTORC1 chez la TAC, en comparaison aux mammiféres,
constitue également une idée intéressante car, aujourd’hui, les tests d’activation de mTORC1 par les AA
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Concernant la Phe, des résultats analogues obtenus sur d’autres modeles d’études sont
difficiles a identifier, bien qu’une tendance de diminution de phosphorylation des cibles de
mTORC1 puisse étre observée en absence de Phe3>®. A noter également qu’une deuxiéme étude
a mis en évidence une augmentation du statut de phosphorylation de S6K1 par I'ajout de Phe,
mais cela ne concernait cependant pas toutes les cibles de mTORC1 ; ainsi, par exemple, les
phosphorylations de ULK-1 et de S6 n’étaient pas stimulées®°8. Ces deux mémes études pointent
également vers des activations différentielles de mTORC1 selon la disponibilité en d’autres AAE
non conventionnels comme I'histidine ou la valine3>%3>8, également jamais démontrées comme
de potentiels activateurs de mTORC1. Si plusieurs AA sont déterminants dans I'activation de
mTORC1, et non les 4/5 aujourd’hui décrits avec leurs détecteurs respectifs, approfondir les
mécanismes de détection des AA par mTORC1 devient aujourd’hui nécessaire, que ce soit chez
les mammiféres comme chez notre modéle pour lequel des divergences de mécanisme semblent

clairement apparaitre.

Dans ce contexte, offrir une vision exhaustive de |'effet de tous les AA sur I’activation de
MTORC1 chez la TAC, et potentiellement identifier les mécanismes sous-jacents permettraient,
couplé a lidentification des AA activant GCN2, d’affiner encore plus les identités des AA

réellement fonctionnels chez cette espéce™.

se font a partir des concentrations d’AA connues pour activer mTORC1 chez les mammiferes. Cependant,
la TAC étant de nature carnivore, avec des besoins en AA supérieurs aux omnivores, serait-il possible que
les quantités d’AA requises a I'activation de mTORC1 soient différentes chez cette espece ?

" Compte tenu des liens récemment mis en évidence chez les mammiféres entre I'activation de GCN2 et
Iinactivation de mTORCL1 par ubiquitination de ce dernier”?, il serait également intéressant de démontrer
I’existence de ce mécanisme chez la TAC, qui pourrait aider a expliquer I'activation de mTORC1 par
plusieurs AA non conventionnels.
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L’étude des régulations globales des TAA et de leurs effets sur I’'homéostasie des AA a
ici porté sur une espece d’intérét agronomique connue, mais pourtant non considérée
comme modele pour des études fondamentales. Du fait de son génome complexe, de
nombreux outils moléculaires sont peu aisés a mettre en pratique. Néanmoins, notre
étude démontre que la stratégie adoptée, relativement simple a mettre en ceuvre,
permet une caractérisation des mécanismes d’intéréts; ainsi potentiellement
applicable aux especes modeles mais également a tous les autres modeles moins
conventionnels.

En regle générale, les études fonctionnelles des TAA sont permises grace aux
recoupements de multiples techniques mais toutes principalement basées sur des outils
moléculaires : I'expression hétérologue d’un géne, son invalidation ou sa surexpression
permettant effectivement de conclure sur ses fonctions biologiques. Cependant, chez la TAC,
I’adaptation de ces outils mais surtout leur mise en ceuvre est délicate, tant pour la capacité a
discriminer les paralogues d’un géne que sur la pertinence de tous les cibler concomitamment.
Qui plus est, dans le cas des TAA, la partie introductive de cette thése a démontré les divers
niveaux de complexité a leur étude chez les mammiféres (effets compensatoires, indirects, etc.),
s’additionnant donc a la complexité méme de notre modele. C'est pour cela que le
développement de notre méthode, s’appuyant sur des techniques simples a mettre en ceuvre
mais réellement informative, ouvre des possibilités pour simplifier I’étude des TAA et permettre
potentiellement de I'étendre a d’autres modéles moins conventionnels, ainsi qu’a d’autres

domaines de recherche ou d’autres classes de nutriments (glucides, acides gras, etc.).

Le couplage des régulations globales des TAA et I'absorption des AA a de la modélisation
mathématique nous a également permis de proposer un modeéle global et général des flux d’AA
dans notre modele d’étude. Ce modele global, bien qu’original, demande néanmoins a étre validé
et pour cela, I'appel aux outils moléculaires développés chez les espéces modéles devient
nécessaire. Pour ce faire, il faudrait étre en capacité d’invalider ou de surexprimer (tous) les TAA

de chaque groupe d’activité défini, de maniere a pouvoir attester de la véracité de notre modele.

Des tentatives ont été réalisées sur nos lignées cellulaires pour mettre en place ces
techniques avec, cependant, des résultats peu concluants. Par exemple, la technologie Crisper-

Cas9 n’a pu aboutir dans nos lignées cellulaires, notamment a cause d’une capacité de
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transfection faible de nos cellules, accompagnée d’'une expression peu stable du guide
fluorescent. De méme, des sous-expressions par I'intermédiaire de SiRNA ont également été
testées sur plusieurs TAA cibles. Cependant, les résultats étaient pour la plupart peu concluants :
sur les 30 SiRNA établis ciblant 9 paralogues de 3 TAA, seuls 2 SiRNA ont apporté des résultats
concluants sur I'expression de LAT1 a-b, constituant une cible potentielle intéressante” mais ne

permettant pas d’offrir une vision globale quant aux fonctions des différents groupes de TAA.

De la méme maniére, la possession d’anticorps spécifiques pour chaque TAA aurait
constitué un outil intéressant pour étudier leur abondance protéique selon les conditions
nutritives™” ou encore leurs localisations cellulaires. Cependant, la présence des paralogues et les
différences de séquences protéiques, en comparaison aux anticorps développés chez les espéeces
modeles, rendent leur utilisation relativement inapplicable, non sans évoquer le fait que les
anticorps des TAA mammiféres disponibles n’offrent pas une liste exhaustive de tous les TAA
identifiés ; le tout accompagné d’un développement de nouveaux anticorps spécifiques a notre

modele trés délicat.

Un autre aspect intéressant pour I’étude fonctionnelle des TAA est leur modification post-
traductionnelle qui peut jouer sur leur activité de transport. Ce champ étant déja trés peu traité
chez les mammiferes, il apparait concevable qu’aucune donnée n’existe a ce sujet chez le poisson.
Ces mécanismes constituent néanmoins des stratégies pour moduler I'activité des TAA, dont la
régulation, chez les mammiferes, semble pointer vers une potentielle implication de
mTORC1#82°  Dans ce contexte, pouvoir étudier les différentes modifications post-
traductionnelles des TAA chez la TAC offrirait un nouveau niveau de compréhension quant a leurs
régulations par les conditions nutritives et sur le maintien de ’lhoméostasie des AA. Compte tenu

des difficultés concernant le développement d’anticorps, mener des études de

" LAT1 représente I'un des TAA le mieux décrit chez les mammiféres. Pouvoir le sous-exprimer et étudier
I’effet de ce TAA sur I'absorption d’AA et I'activation de mTORC1 chez la TAC constitue tout de méme une
idée intéressante qui devra étre approfondie.

" Par le biais de I'analyse protéomique conduite, il apparait cependant que, pour les TAA identifiés,
I’'abondance protéique est corrélée au niveau d’ARNm analysé, laissant penser que leur analyse par RT-
gPCR est suffisant pour déduire I'abondance réel d’un TAA. De plus, la corrélation apparente observée
entre niveau d’expression des catégories de TAA et I'absorption des AA apparentés tend a valider cette
observation.
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362_protéomiques pour identifier de maniére non sélective

phospho3®°/glyco3®'/ubiquitine
les TAA pouvant comporter des modifications post-traductionnelles, serait une premiere étape
vers la compréhension de ce type de modifications, bien que cela ne permette pas encore, selon
la technique utilisée, de conclure quant aux conséquences et aux mécanismes sous-jacents a ces

modifications.
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En plus de proposer une nouvelle méthode, simple a mettre en ceuvre et potentiellement
applicable a de nombreuses espéeces, notre analyse globale de la régulation des TAA par les
conditions nutritionnelles chez la TAC a mis en évidence le role central de la concertation
nécessaire des TAA pour assurer I'absorption et 'homéostasie des AA. En partant d’un modeéle
complexe, nous avons réussi a discriminer des groupes de régulations distincts au sein des TAA,
simplifiant, en quelque sorte, la compréhension de leur importance biologique et proposant des
modeles généraux de dynamique de flux par les TAA. Une composante de régulation des TAA par
les AA a également été démontrée, bien que I'ensemble des régulations des TAA ne soit pas
encore résolu et demande de plus amples caractérisations. Cette étude met également en

évidence l'intégration des AA et TAA, se régulant, finalement, les uns les autres.

Cette concertation de 75 TAA pour I'homéostasie de 20 AA protéinogenes reste
néanmoins incroyable, tant les mécanismes de régulations sous-jacents doivent s’avérer fins. A
titre d’exemple, une carence spécifique en un seul AA est susceptible de déréguler la moitié du
répertoire de TAA de la cellule ; dont certains TAA non spécifiques a I’AA carencé. Comment se
fait-il que, finalement, peu de différences de concentrations intracellulaires pour les autres AA
soient observés ? D’autres mécanismes entrent-ils en jeu pour prévenir I'effet papillon ainsi
engendré par la surexpression de tant de TAA ? S'agit-il de modifications post-traductionnelles

qui permettaient de moduler I'activité des TAA ?

Un point de questionnement supplémentaire subsiste sur le role fonctionnel de chaque
AA ; cette étude pointant le fait que certains AA, considérés essentiels, ne le seraient peut-étre
finalement pas tant que ¢a et inversement pour certains AANE. Les méthodes de définition des
besoins nutritionnels d’une espéce sont aujourd’hui de plus en plus controversées®3, car elles
s’appuient généralement sur un stade de développement spécifique, dans des conditions
contrdlées et avec des aliments trés digestes?>’. Vues les résultats surprenants quant aux réles de
signalisation de certains AA étudiés, il serait intéressant d’étendre cette caractérisation pour tous
les AA. Caractériser le réle de chagque AA en tant que molécule de signalisation permettrait

d’établir une liste des AA fonctionnellement essentiels dans la signalisation cellulaire chez la TAC
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et, ainsi, de donner de plus amples éléments de réponse quant a la formulation d’aliments

efficaces pour les animaux d’élevage.
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RESUME

Les Acides Aminés (AA) sont des nutriments essentiels au fonctionnement cellulaire par leur participation a la synthése des
protéines et leur implication dans de nombreuses voies métaboliques. Les AA constituent également des molécules signales qui, selon
leur disponibilité, participeront au contréle de ’homéostasie cellulaire. Pour entrer dans la cellule et accomplir ces fonctions, les AA
sont dépendants de Transporteurs d’Acides Aminés (TAA), au nombres de 75 chez les mammiferes. Ces protéines transmembranaires
constituent I'une des familles de protéine les moins caractérisées, notamment en raison de son apparente complexité : diversité des
propriétés de transport, de substrats, de localisations cellulaires, etc. Cependant, la recherche médicale démontre que les
dérégulations des TAA sont associées a de nombreuses pathologies, illustrant leurs roles fondamentaux pour le maintien de
I’'hnoméostasie cellulaire. Bien que I’étude des fonctions des TAA dans le domaine médical soit bien établi, la complexité entourant ces
protéines induit de plus faibles caractérisations chez d’autres modeles d’études et pour d’autres problématiques, par exemple dans
le cadre de la nutrition des animaux d’élevage. Cette these s’inscrit dans un contexte aquacole, ou la filiere nécessite aujourd’hui de
nouveaux niveaux de compréhension de I'alimentation des especes élevées pour la formulation de régimes alimentaires durables. La
Truite Arc-en-Ciel (TAC), premiére espéce de poisson produite en France est, elle aussi, concernée. De maniere a mieux comprendre
chez cette espéce les mécanismes régissant ’homéostasie des AA, nutriments essentiels a son métabolisme, I'objectif de cette these
était de caractériser tous les TAA chez la TAC : de leur identification in silico a I'’étude de leurs régulations transcriptionnelles par
les conditions nutritives. En s’appuyant sur un modele in vitro, les lignées cellulaires, nous avons démontré que |’expression des TAA
était fortement dépendante de la disponibilité en nutriments ; leurs dérégulations impactant directement le pool intracellulaire d’AA
et les voies signalétiques associées comme mTORC1, régulateur majeur de I'anabolisme cellulaire. L’intégration des régulations des
TAA par les conditions nutritives a permis I'identification de trois grand groupes de régulation, dont un fortement dépendant de la
présence d’AA par des régulations dépendantes de GCN2, voie signalétique répondant a la carence en AA et surexprimant plusieurs
TAA. L'existence de tels groupes de régulation a également été validée in vivo. En associant la régulation des TAA et leurs effets sur le
pool intracellulaire d’AA a de la modélisation mathématique, nous avons également proposé un modele général des flux d’AA a travers
trois grands groupes de TAA aux activités de transport potentiellement distinctes. Cette étude a permis de proposer une nouvelle
méthode d’analyse des TAA, globale, relativement aisée a mettre en ceuvre et transposable a de nombreuses especes pour divers
contextes scientifiques. Enfin, cette étude démontre également des spécificités de régulation de I’homéostasie cellulaire par les AA
chez la TAC, pointant sur de potentiels AA non conventionnels a I’activation de ces voies signalétiques, ce qui questionne sur I'apport
en AA fonctionnellement essentiels idéal a la physiologie de la TAC et a sa croissance.

ABSTRACT

Amino Acids (AA) are essential nutrients for cell function, participating in protein synthesis and many metabolic pathways.
They are also important signalling molecules, which, depending on their availability, contribute to the control of cellular homeostasis.
To enter into the cell and perform these functions, AA are dependent on Amino Acid Transporters (AAT), numbering 75 in mammals.
These transmembrane proteins are one of the least characterized protein families, notably due to its apparent complexity: multiple
transport properties, substrates, cellular localizations, etc. However, medical research demonstrates that AAT dysregulations are
associated with numerous pathologies, illustrating their fundamental role in maintaining cellular homeostasis. While the study of AAT
functions in the medical field seems well established, AAT complexity tends to lead to weaker characterizations in other study models
and other research areas, notably in the context of farm animal nutrition. This thesis is part of an aquaculture context, where the
industry is now demanding new insights into the feeding of farmed species to formulate sustainable diets. The Rainbow Trout (RT),
first fish species produced in France, is also concerned. In order to better understand the mechanisms governing AA homeostasis, key
nutrients in RT metabolism, the aim of this thesis was to characterize all AAT in this species: from their in silico identification in RT
genome to the study of their transcriptional regulation by nutritional conditions. By using an in vitro model, RT cell lines, we
demonstrated that AAT expression was highly dependent on nutrient availability, their dysregulations directly affecting the
intracellular AA pool and associated signalling pathways such as mTORC1, a major regulator of cellular anabolism. Integrating AAT
regulations by nutritional conditions led to the identification of three major regulatory clusters, one of which being highly dependent
on AA availability through GCN2-dependent regulations, a signalling pathway responding to AA deficiency and overexpressing several
AAT. Evidences of such regulatory groups was also brought in vivo. By combining AAT regulations and their effects on the intracellular
AA pools with mathematical modelling, we have also proposed a general model of AA flux through three major groups of AAT with
potentially distinct transport activities. This study has enabled us to propose a new method for AAT analysis, that is global, relatively
easy to implement and transposable to numerous species for various scientific contexts. Finally, this study also demonstrates the
distinctive regulation of cellular homeostasis by specific AA in RT, pointing to potential unconventional AA for activation of these
signalling pathways. This raises questions about the ideal supply of functionally essential AA for RT physiology and growth.




