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Partie | : L'aquaculture des salmonidés

A- L’agquaculture dans le monde et son histoire

L'aquaculture désigne toute activité de production d’organismes aquatiques végétaux avec
I'algoculture ainsi qu’animaux avec les poissons (pisciculture), les mollusques marins
(conchyliculture), les crustacés (carcinoculture) et d’autres encore comme les crocodiliens.
L'aquaculture est a différencier des péches et implique I'action de I’'Homme par le travail et
I’énergie dans le but d’améliorer la production des organismes aquatiques en influant sur leur
croissance, leur mortalité, ainsi que leur reproduction. Elle se différencie également de la
péche en amenant une notion de propriété individuelle ou juridique du stock en élevage,
d’aprés I'Organisation des Nations Unies pour |'alimentation et I'agriculture (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAQ). Dans la suite de ce rapport le terme
aquaculture sera utilisé pour désigner la pisciculture sauf indications contraires.

a. Origines et histoire de I'aquaculture

Les premieres formes d’aquaculture

Il était communément admis que les premiéres formes d’aquaculture seraient apparues bien
apres l'apparition de I'agriculture au néolithique aux environs de -10 000 ans avant l'ere
commune (AEC) 1. Cependant, les origines de I'aquaculture sont assez floues et il est admis
qgue I"élevage d’organismes aquatiques par les différents peuples a pu arriver a différentes
époques. D’anciennes traces de systémes d’aquaculture datant d’environ 10 000 ans ont été
révélées en Australie par les incendies de 2019, sur le site de Budj Bim, dans la région de
Melbourne. Les aborigénes y auraient construit un réseau de canaux et de piéges afin de
faciliter la capture et élever des anguilles (Anguilla australis). De plus, de récentes études de
zooarchéologie de restes de carpe commune (Cyprinus carpio) suggerent que |'élevage de
cette espéce en Chine daterait de -6000 ans AEC 2. De nombreux documents et ceuvres
montrent que l'aquaculture était bien pratiquée en Chine vers -2000/-1500 AEC. Des carpes
auraient été piégées dans des bassins formés par le retrait des eaux aprés des crues, créant
des viviers dans lesquels elles auraient été nourries par les populations. Ensuite les carpes
auraient été maintenues et reproduites dans ces bassins puis élevées en culture intégrée dans
les rizieres 2. Des fresques retrouvées dans des tombes égyptiennes de la méme époque
suggerent que le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) aurait été élevé a des fins ornementales.
Par la suite, au V& sieécle AEC, les romains et les étrusques pratiquaient la pisciculture extensive
en lagune, piégeant les poissons pendant leur migration et les nourrissant pour les maintenir
en vie jusqu’a leur consommation. A la méme époque, en chine, Fan Li publiait le premier
ouvrage connu sur I"élevage de poissons (Figure 1).
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Figure 1. Faits marquants de I'Histoire de I'aquaculture

Ensuite, I'aquaculture évolue peu jusqu’a la découverte de la fécondation artificielle des
salmonidés au XVIII® siecle en Europe. C’est en Allemagne, en 1748, que Stephan Ludwig
Jacobi, un agriculteur allemand réussit les premiéeres fécondations artificielles de truites et de
saumons 3 (Figure 1). Il publiera ses premiers résultats dans un article intitulé « Message sur
I'incubation du poisson » paru dans le magazine d’Hanovre en 1763 et ses conclusions dans
un article intitulé « De la production artificielle de truites et de saumons » paru dans les
Feuilles d'intelligence de Lippe. Par la suite, ses publications sont diffusées et leurs principes
appliqués en Allemagne et en Angleterre. Malgré une traduction de ses travaux en francais,
ils tombent dans I'oubli en France.

Ce n’est que presque un siecle plus tard, en 1843, qu’un agriculteur francais, Joseph Remy,
n’ayant aucune connaissance de |'existence des expérimentations de Jacobi, réinvente la
reproduction artificielle en observant la reproduction des truites dans les ruisseaux (Figure 1).
De ces observations, il en arrive aux mémes conclusions que Jacobi avec quelques différences.
Gehin, un aubergiste comprenant I'importance de cette découverte, contacta le docteur Haxo
de la société savante des Vosges qui fit un rapport a I’Académie des Sciences (Comptes-rendus
de I'’Académie des Sciences, t. XXVIII, p. 351. 1849). Le ministre de |'agriculture de I'époque
chargea alors le professeur Coste d’évaluer ces travaux afin d’utiliser cette méthode dans le
but de repeupler les rivieres de France. A partir de la, les techniques de reproduction des
salmonidés ont été largement diffusées dans le monde, et ont peu évolué jusqu’a la fin de la
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seconde guerre mondiale 3. A notre connaissance, aucune source ne mentionne 'existence de
piscicultures chez les populations natives d’Amériques, probablement car la transmission du
savoir dans les civilisations américaines était orale. Une réelle activité piscicole serait apparue
en Amérique du nord au milieu du XVIII® siecle, apres un épuisement dans les rivieres et
fleuves des stocks d’espéces telles que le bar rayé (Morone saxatilis) ou I’esturgeon (Acipenser
sp.), a des fins de repeuplement. En Amérique latine, il semble que I'aquaculture soit apparue
bien plus tard, dans les années 1940, également a des fins de repeuplement et de péche
récréative 4.

Industrialisation de la pisciculture

Au début des années 1950, John E. Hanson expérimenta |'utilisation de granulés secs pour
nourrir des truites juvéniles et d’autres especes d’eau douce dans les écloseries aux Etats-
Unis, et obtint un meilleur rapport de poisson produit par quantité d’aliment distribué (Figure
1). Cette technique se répandit ensuite rapidement et devint la norme pour la pisciculture et
permit son industrialisation °. Par la suite, a partir de 1961, la pisciculture connut un
développement constant dans le monde mais contribuait alors peu a la production mondiale
de poisson (Figure 2).
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Figure 2. Production halieutique et aquacole mondiale

(FAO, 2020)
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Figure 3. Evolutions de la population et de la consommation de poisson mondiales

(FAO, 2020)

La production de poisson a connu une forte augmentation, due, d’une part a une croissance
de la population mondiale mais également a I'augmentation de la consommation de poisson
par habitant qui est passée de 9,0 kg par an en 1950 a 20,7 kg par an en 2017. En effet, de
1961 jusqu’a aujourd’hui, la production de poissons est passée d’environ 40 millions de tonnes
a 140 millions alors que la population humaine mondiale a augmenté d’environ 3 milliards de
personne correspondant a une augmentation annuelle moyenne de la production de poisson
de 3,2 % contre 1,6 % pour I'accroissement de la population mondiale sur cette période (Figure
3). Jusque dans les années 1980, la production halieutique a pu supporter cette demande
croissante de poisson en produisant 86,9 millions de tonnes de poissons contre 14,9 millions
de tonnes pour I'aquaculture.

Toutefois, depuis le milieu des années 1980, la production halieutique, bien que toujours
croissante s’est ralentie, passant d’'une moyenne de 91,4 millions de tonnes entre 1996 et
2005 a seulement 96,4 millions de tonnes en 2018 (Figure 2). Ce ralentissement de la
production halieutique est due a la mise en place de quotas de péche dans le cadre de
programmes internationaux visant a garantir la pérennité des stocks de poissons sauvages a
partir de 1982 avec la signature par 157 états des accords de la Convention des Nations unies
sur le droit de la mer (CNUDM) devant étre appliqués a partir de 2001. Cette limitation de la
péche, a poussé au développement de I'aquaculture mondiale qui a, de son c6té, vu sa
production de poisson croitre drastiquement durant cette période. Ceci a permis de répondre
a la demande mondiale de poisson croissante malgré la limitation de la péche et contribuer
fortement aux 179 millions de tonnes de poissons produites en 2018 (Figure 2). Ainsi, avec un
taux de croissance annuel d’environ 2,3 %, I'aquaculture est l'industrie agroalimentaire
connaissant le plus fort taux de croissance ®. La production de poisson par l'aquaculture est
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alors passée d’'une moyenne de 34,2 millions de tonnes entre 1996 et 2005 a 82,1 millions de
tonnes d’animaux aquatiques en 2018, et a dépassé pour la premiere fois en 2016, la
production halieutique, en atteignant 52,1 % de la production de poisson destinée a la
consommation humaine (Figure 2).

Réle croissant de I'aquaculture pour I'alimentation humaine

La consommation mondiale de poisson devrait continuer a augmenter sur le long terme,
poussée par une hausse de la production, une hausse moyenne des revenus des ménages et
également une sensibilisation aux bienfaits de la consommation de poisson ©. En effet, le
poisson est une source importante de protéines de haute valeur biologique , d’acides gras
polyinsaturés et de micronutriments 7 8. En 2017, 20 % des apports en protéines animales de
3,3 milliards d’individus étaient apportées par le poisson. Afin de répondre a cette demande
croissante de poisson, la production aquacole devrait continuer a augmenter et atteindre 109
millions de tonnes de poisson produites en 2030 soit une croissance de 32 % par rapport a
2018 et procurer 61 % de la production de poisson a destination de la consommation humaine.
A I'avenir I'aquaculture devrait procurer une source de protéines animales accessibles a prix
bas et ainsi étre un acteur majeur de la sécurité alimentaire mondiale °.

b. L'aquaculture dans le monde

Aqguaculture mondiale

La diversité des conditions environnementales des piscicultures dans le monde a conduit a
une diversité importante des espéces élevées en pisciculture. La plupart des espéces élevées
en aquaculture sont des poissons et incluent 622 groupes d’especes. Malgré I'importante
diversité des especes élevées, seulement 20 especes, représentant 3 % des especes aquacoles
totales, comptabilisent a elles seules 83,6 % de la production mondiale et comprennent
majoritairement des espéces continentales (ou d’eau douce) et peu d’espéces marines. En
effet, en 2018, la production piscicole continentale représentait 62,5 % de la production de
poissons mondiale, alors que la production d’espéces marines reste marginale malgré les
progrés techniques et scientifiques réalisés au cours des derniéres années dans |'élevage de
poissons marins. Les espéces les plus élevées au monde sont majoritairement représentées
par différentes espéces de carpes, de tilapias et de poissons chats (qui sont les especes les
plus élevées en Asie) et les salmonidés (représentant les principales espéces élevées en
Europe) (Tableau 1).
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Tableau 1. Espéces de poissons les plus produite en aquaculture dans le monde

(FAO, 2020)

2010 2012 2014 2016 2018 2018 share
W (percentage)

Finfish

Grass carp, Ctenopharyngodon idellus 42131 4 590.9 5039.8 54445 5704.0 10.5
Silver carp, Hypophthalmichthys molitrix 3972.0 3863.8 4 575.4 4717.0 4788.5 8.8
Nile tilapia, Oreochromis niloticus 26577 33422 3758.4 4165.0 4 525.4 8.3
Common carp, Cyprinus carpio 3331.0 3 493.9 3 866.3 4054.7 4189.5 7.7
Bighead carp, Hypophthalmichthys nobilis 2 496.9 2 646.4 2 957.6 3161.5 3143.7 5.8
Catla, Catla catla 2526.4 2 260.6 2269.4 2 509.4 30413 5.6
Carassius spp. 2137.8 22326 2511.9 27267 27723 5.1
Freshwater fishes nei,’ Osteichthyes 13559 1857.4 1983.5 2 582.0 2 545.1 4.7
Atlantic salmon, Salmo salar 14371 2074.4 2 348.1 2 247.3 2 435.9 4.5
i"iped caifish, Pangasianodon 1749.4 19854 20368 21917 23595 43

ypophthalmus

Roho labeo, Labeo rohita 1133.2 1 566.0 1670.2 1842.7 2016.8 3.7
Milkfish, Chanos chanos 808.6 943.3 1041.4 1194.8 1327.2 2.4
Torpedo-shaped catfishes nei, Clarias spp. 343.3 540.8 867.0 961.7 1 245.3 2.3
Tilapias nei, Oreochromis (=Tilapia) spp. 472.5 693.4 960.8 972.6 1030.0 1.9
Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss 752.4 882.1 794.9 832.1 848.1 1.6
Wuchang bream, Megalobrama 6292 6428 7103 8584 7835 1.4
amblycephala

Marine fishes nei, Osteichthyes 467.7 567.2 661.0 688.3 767.5 1.4
Black carp, Mylopharyngodon piceus 409.5 450.9 505.7 680.0 691.5 1.3
Cyprinids nei, Cyprinidae 639.8 601.1 628.0 596.1 654.1 1.2
Yellow catfish, Pelteobagrus fulvidraco 177.8 233.7 302.7 434.4 509.6 0.9
Other finfishes 60339 6 869.3 7 730.0 8217.1 8 900.2 16.4
Finfish total 37 745.1 42338.2 47 219.1 51078.0 54279.0 100

Les principales espéces de poissons produites sont herbivores et leur élevage est dit extensif,
I'intervention de 'Homme se concentre essentiellement sur la capture et la reproduction des
poissons qui se nourrissent des végétaux disponibles dans des étangs, des rizieres et des
mangroves. Dans les prochaines années, I'aquaculture en Asie, et particulierement en Chine,
devraient s’intensifier en passant d’'une aquaculture extensive a intensive en nourrissant les
poissons avec des aliments complets et ainsi jouer fortement sur I'augmentation de Ia
production mondiale.

En Afrique, 'aquaculture s’est peu développée au cours des derniéres années (notamment
par manqgue de politiques de soutien a I'aquaculture), et présente une production limitée d’un
peu plus de 2 millions de tonnes, soit 2,67 % de la production mondiale. Cependant d’apres
les estimations de la FAO, le continent africain pourrait connaitre le plus important
développement d’ici a 2030 avec une hausse de 42 % de la production. Le premier producteur
piscicole africain est I'Egypte quireprésente a elle seule plus de 70 % de la production africaine
et sa production est dominée par |'élevage de tilapia du Nil en étang (75 %).

La production de poisson sur le continent américain est, comme en Europe, largement
dominée par la péche. La production d’animaux aquatiques issue de I'aquaculture américaine
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atteint les 3,8 millions de tonnes soit 4,63 % de la production mondiale. La production
aquacole est dominée par I’Amérique latine et notamment le Chili qui compte a lui seul un
tiers de la production aquacole américaine et est le premier producteur mondial de truite arc-
en-ciel. L'aquaculture en Amérique du nord, quant a elle, produit beaucoup moins de poisson
et est dominée par le barbu de riviere (Ictalurus punctatus), un poisson-chat, aux Etats-Unis
et le saumon atlantique (Salmo salar) au Canada.

Aquaculture en Europe

La consommation de poisson en Europe, comme en Amérique du nord, est dominée par des
espéces de hauts niveaux trophiques carnivores, et majoritairement par les salmonidés. Le
saumon atlantique, en Europe, est I'espéce de poisson la plus élevée et constitue la grande
majorité de la production du plus grand producteur européen : la Norveége. En 2018, la
production piscicole norvégienne représentait 13,5 millions de tonnes soit 43 % de la
production de poisson européenne totale.

Dans l'union européenne (UE), les deux premiers producteurs de poissons sont I'Espagne et
la France qui représentent respectivement 21 et 15 % de la production aquacole de I’'UE suivis
de I'ltalie et la Grece. L‘élevage d’une autre espéce de salmonidés, la truite-arc-en-ciel,
représente la grande majorité de la production piscicole (environ trois quarts) dans ces pays.

L’élevage de truite en France

En France, la production aquacole dominante est la conchyliculture dont 50 % de la production
est représentée par l'activité ostréicole. En tant que pionniere de la reproduction et de
I'alimentation des espéces marine, la France est, avec I'ltalie, 'un des principaux pays
producteurs de poissons marins au monde aprés la Chine. Les espéces marines d’élevage en
France comprennent le bar, la daurade, le turbot et d’autres espéces dont le saumon
atlantique. Cependant les quantités produites sont minimes comparées a la production
continentale. La pisciculture continentale, quant a elle, permet la production d’espéces
comprenant 'omble fontaine (Salvelinus fontinalis), la truite fario (Salmo trutta) et 'omble
chevalier (Salvelinus alpinus) et est fortement dominée par la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss), qui représente aujourd’hui a elle seule 96 % de la production piscicole continentale
nationale. Les exploitations piscicoles sont dispersées sur tout le territoire national.
Cependant environ 50 % des exploitations sont concentrées en Bretagne et en Nouvelle
Aquitaine.

c. Latruite arc-en-ciel : une espece modele en nutrition

Origine et introduction

La truite arc-en-ciel est originaire de la cote pacifique de I’Amérique du Nord, son aire de
répartition s’étendait alors de I’Alaska au Mexique. Etant un poisson anadrome, vivant en mer
mais se reproduisant en eau douce dans les rivieres, elle s’adapte facilement a différentes
conditions environnementales dont une large gamme de températures (0 a 27 °C) et peut
vivre de facon permanente en lac. Grace a ses capacités d’adaptation, elle a pu, a la fin du XIX®
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siecle, étre introduite sur les différents continents, excepté I’Antarctique, pour la péche
sportive mais également pour la pisciculture. Elle offre, en effet, des caractéristiques
intéressantes a cette fin dont une production d’ceufs par femelle importante (jusqu’a 2000
par kg), une période de frai modulable en modifiant la photopériode et une croissance rapide
%, Toutes ces caractéristiques font aujourd’hui de la truite arc-en-ciel 'une des espéces de
poissons les plus produites au monde.

Un génome complexe

La truite arc-en-ciel fait partie de la famille des salmonidés qui fait elle-méme partie des
téléostéens qui regroupent la grande majorité des espéces de poissons connues a ce jour
(environ 99,8 %). Au cours de I’évolution, les ancétres communs aux vertébrés ont subi deux
duplications complétes du génome (2R). Ces évenements sont tres rares dans I’histoire du
vivant et I'on considére qu’ils ont fortement fagconné I’histoire évolutive des vertébrés. Cette
notion de duplication compléte du génome a été proposée pour la premiére fois par Ohno en
1970 1° pour expliquer la complexité des génomes des vertébrés par rapport aux invertébrés.
L'étude des génes Hox a permis de soutenir cette hypothése en montrant que chez les
invertébrés il n’existe qu’un seul géne contre 4 chez les vertébrés 11,

Par la suite, 7 genes Hox ont été identifiés chez le poisson zebre (Danio rerio) suggérant une
duplication compléte du génome supplémentaire chez I'ancétre commun aux téléostéens (3R)
suivie de la perte de I'un d’eux *2 qui serait survenue il y a environ 300 millions d’années 13 14,
Puis en 2005, une analyse comparative des génomes du saumon atlantique et de la truite arc-
en-ciel a mis en évidence I'existence de 14 complexes Hox sous-entendant I'existence d’une
4¢me duplication compléte du génome spécifique a la famille des salmonidés °. Cette
infraclasse a en effet subi une quatrieme duplication compléete du génome (4R) qui serait
survenue il y a environ 100 000 ans ', L’étude de Berthelot et ses collaborateurs démontre
gue le génome de la truite serait en phase de rediploidisation et que 52 % des genes dupliqués
codant pour des protéines lors de la 4™ duplication auraient été perdus par fractionnement.
L'étude de I'expression des genes ohnologues restants dans les tissus de truite, suggerent
gu’une partie d’entre eux aurait subi des néofonctionnalisations leur procurant des profils et
niveaux d’expression différents. Ainsi pour chaque géne existant chez les mammiféres, il
existe potentiellement 4 genes orthologues dans le génome de la truite arc-en-ciel pouvant
étre exprimés différemment selon les tissus et ayant éventuellement des fonctions
différentes. Cette duplication compléte du génome spécifique aux salmonidés fait de la truite
un modele intéressant pour étudier les mécanismes précoces de réorganisation du génome
apres une duplication.

Un poisson carnivore

La truite arc-en-ciel est une espéece de haut niveau trophigque se nourrissant de zooplancton
au stade de I'alevin, puis de divers invertébrés incluant crustacés, mollusques et insectes en
grandissant /. C’est d’ailleurs la consommation de crevettes d’eau douce, contenant des
pigments caroténoides, qui est responsable de la couleur rose/orangée de sa chaire. Elle est
également une espéce piscivore occasionnelle s’alimentant plus rarement de petits poissons
et de leurs ceufs.
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Grace a I’étude précoce de I'alimentation de la truite arc-en-ciel dés la fin du XIX®™e siécle 18
et a I'effort de recherche effectué lors des derniéres décennies, les besoins nutritionnels en
macro et micronutriments ont été finement établis *° 17, Ceci fait de la truite I'un des poissons
dont les besoins nutritionnels sont les mieux définis aujourd’hui, permettant ainsi d’adapter
les formulations des aliments plus facilement que pour d’autres especes d’intérét
agronomique.

La truite, en tant que poisson et espéce carnivore, présentent, en comparaison aux
mammiferes, des particularités concernant l'utilisation des différents macronutriments
(glucides, lipides et acides aminés) pour la production d’énergie, ce qui en fait un modele
intéressant pour I’étude de la nutrition.

Faible utilisation des glucides

Les glucides, et plus particulierement le glucose, ont une importance majeure dans la
production énergétique chez les mammiféres alors gu’ils ne constituent qu’une faible source
d’énergie chez la truite arc-en-ciel. Elle ne présente méme aucun besoin en glucides
alimentaires °. Les poissons carnivores tels que la truite sont considérés comme intolérant au
glucose car si la proportion de glucides alimentaires dépasse les 20 %, une hyperglycémie
postprandiale persistante est observée, affectant la croissance des truites 20 21 22,
Contrairement aux poissons carnivores, des poissons herbivores ou omnivores tels que la
carpe prussienne (Carassius gibelio) et le tilapia peuvent utiliser plus efficacement les glucides
et étre nourris avec des aliments contenant jusqu’a 50 % de glucides sans affecter leur
croissance 23 20, Ainsi, d’un point de vue évolutif, il est possible que I'alimentation naturelle
des poissons carnivores, ne contenant que trés peu de glucides, aurait conduit a une perte de
la capacité a métaboliser efficacement le glucose. Les raisons de I'intolérance au glucose de la
truite restent floues et plusieurs hypotheses existent. Cette utilisation limitée du glucose
pourrait étre due a la faible action sécrétagogue du glucose sur I'insuline comparé aux acides
aminés tels que 'arginine ou la lysine 24 2°, En plus d’un faible effet du glucose sur la sécrétion
d’insuline, certaines études ont montré que l'insuline induirait peu I'expression de GLUT4
(Glucose Transporter 4) dans les tissus périphériques de la truite tels que les muscles comme
ce qui est connu chez les mammiféeres. Chez ces derniers, I'expression de GLUT4 est
responsable de I'absorption du glucose par les muscles a la suite de la hausse de la glycémie
chez les mammiferes. En outre sa délétion, chez la souris induit une baisse de I'absorption de
glucose par les muscles accompagnée d’une augmentation de la glycémie 6. Ainsi, le manque
de surexpression de GLUT4 chez la truite limiterait I"absorption du glucose par les muscles
(environ 70 % du poids d’une truite) contribuant a I’lhyperglycémie postprandiale observée %7,
Au-dela de I'utilisation du glucose par les muscles, il a également été démontré que le glucose
était peu utilisé pour la synthese lipidique chez la truite. Il a, en effet, été montré que
I’augmentation de la glycémie chez la truite ne stimulait pas la synthése lipidique %2 ne
permettant pas de stocker de I'énergie comme ce qui est connu chez les mammiféres. Non
seulement la truite utilise peu le glucose suite a la hausse de la glycémie mais elle ne réduit
également pas sa production par la néoglucogéneése. En effet, différentes études montrent
gue l'augmentation de la glycémie ne provoque pas de réduction ni de I'expression ni de
I'activité de certaines enzymes de la néoglucogénése telle que la glucose-6-phosphatase
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(G6Pase) 2°. Ainsi, il y aurait toujours une production de glucose par la néoglucogénése alors
que celui-ci est présent en grande quantité.

Besoins en lipides

Les lipides sont utilisés par les animaux comme source d’énergie sur le long terme pendant de
longues périodes d’exercice soutenu ou de prise alimentaire réduite. Les poissons présentent
une certaine capacité a métaboliser facilement les lipides, leur permettant de survivre en
période de jeline prolongé. Dans le cas des salmonidés, cela leur permet d’effectuer I'effort
physique soutenu de nage sans aucune prise alimentaire durant des jours afin de remonter
les cours d’eau les ayant vus naitre afin de frayer. Les besoins en lipides de la truite constituent
entre 16 et 24% de son alimentation 7 1°. Tout comme pour les mammiféres, les acides gras
poly-insaturés (PUFA) des séries oméga-3 et oméga-6 sont essentiels car ils ne peuvent étre
synthétisés par les poissons sans I'apport de précurseurs de ces séries dans leur alimentation
17 De facon intéressante, chez les mammiféres et d’autres espéces terrestres, il a été montré
gue les besoins essentiels en acides gras sont plus élevés pour la série des oméga-6 que pour
la série oméga-3, contrairement aux poissons. En effet, Les différentes études de la
composition et du métabolisme lipidique des poissons montrent que, contrairement aux
mammiféres, leurs besoins en oméga-3 sont plus importants que leurs besoins en oméga-6 3°
3111 a été suggéré que cette différence entre mammiféres et poissons pourrait étre due a
I'effet du degré d’insaturation des acides gras jouant sur leur point de fusion et ainsi
permettant une meilleure flexibilité des membranes a basse température chez les poissons.
Cette hypothese est notamment appuyée par I'observation que les espéces de poissons d’eau
froide, telle que la truite, contiendrait plus d’oméga-3 que les espéces tropicales.

Ainsi les aliments destinés a I'alimentation de la truite doivent contenir des acides gras de la
série oméga-3 dont les acides eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA) a
hauteur d’environ 1% de I'aliment 7. La truite ayant la capacité de convertir I’acide linoléique,
un autre PUFA de la série oméga-3, en EPA et DHA, contrairement aux poissons marins, ses
besoins en EPA et DHA peuvent en partie étre comblés par des apports alimentaires en acide
linoléique 32.

Besoins élevés en acides aminés

Les acides aminés issus des protéines alimentaires sont essentiels au développement des
organismes vivants. Eléments constitutifs des protéines, ils permettent d’assurer la synthése
des protéines et donc la croissance des poissons par les processus anaboliques. IlIs sont
également des molécules de signalisation importante (voir
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Partie Ill : Les voies de signalisation cellulaire régulées par les acides aminés) et peuvent
également étre utilisés comme substrat pour la production d’énergie. Contrairement au
glucose et aux lipides, les acides aminés ne peuvent étre stockés chez les organismes vivants
mais peuvent étre convertis en glucose ou lipides qui, eux, peuvent a leur tour, étre accumulés
ou étre utilisés comme source d’énergie par le métabolisme intermédiaire 33. A ces fins, les
acides aminés doivent étre déaminés produisant majoritairement de 'ammonium, et non de

I'urée comme chez les vertébrés terrestres, qui est ensuite éliminé par les branchies et I'urine
34

Le métabolisme énergétique des poissons carnivores, dont la truite, repose en grande partie
sur les acides aminés °. Les salmonidés présentent de hauts besoins en protéines alimentaires
qui constituent entre 35 et 50 % de leur alimentation, selon le stade de développement 3¢,
contre 15 % pour 'Homme.

Au-dela de la quantité minimale de protéine inclue dans I'aliment, c’est surtout le profil en
acides aminés qui influe sur la croissance des truites. Les protéines alimentaires doivent
apporter 10 acides aminés essentiels (AAE) au métabolisme des poissons. Ceux-ci
comprennent les 9 AAE chez les mammiferes (le tryptophane, la lysine, la méthionine, la
phénylalanine, la thréonine, la valine, la leucine, l'isoleucine et I'histidine) ainsi que I'arginine
qui est considérée comme un acide aminé semi-essentiel chez les mammiferes (Tableau 2).

Tableau 2. Besoins nutritionnels en protéines brutes et acides aminés essentiels de la truite
arc-en-ciel en phase de grossissement

Nutriments Pourcentage de la masse seche

(Hardy, 2002)

Protéines brutes 42
Arginine 2,0
Histidine 0,7
Isoleucine 0,8
Leucine 1,4

Lysine 1,8
Méthionine 1
Phénylalanine 1,2
Thréonine 0,8
Tryptophane 0,2

Valine 1,3

Comme pour les autres animaux, un certain ratio entre acides aminés essentiels (AAE) et non
essentiels (AANE) permet une croissance optimale des poissons, celui-ci est en général de
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50:50. La truite, en tant que poisson carnivore, a des besoins en AAE plus importants et
présente une croissance optimale avec un ratio AAE:AANE d’environ 57:43 37, Augmenter la
proportion d’AAE, au-dela de ce ratio induit une diminution de la croissance 3’.

B- Le remplacement des farines et huiles de poisson
a. Une production durable ?

Le développement rapide de I'aquaculture depuis les années 1990 a vu émerger certains
problemes concernant I'alimentation des poissons d’élevage et I'impact environnemental des
exploitations piscicoles, questionnant la durabilité de I'aquaculture sur le long terme.

Impact environnemental de I'aquaculture

L'augmentation de la production de poisson, a engendré une augmentation de la
concentration des poissons au sein des élevages. Ces populations denses de poissons
d’élevage provoquent un enrichissement des eaux en matiere organique, majoritairement da
a la décomposition des aliments non consommés et donc a la suralimentation des animaux 38,
Il est, en effet, admis qu’une importante proportion de I'apport azoté n’est pas assimilée par
les poissons d’élevage. Ces rejets organiques entrainent une eutrophisation des masses d’eau
a la sortie des exploitations pouvant alors affecter les écosystémes en aval de ces cours d’eau,

notamment en favorisant la prolifération de phytoplancton parfois toxique ou de pathogénes
39 40

La concentration des poissons d’élevages entraine également une hausse de la susceptibilité
a différents pathogenes et leur dissémination, pouvant également infecter les populations
sauvages de poissons #!. Pour lutter contre ces infections, des pesticides et antibiotiques
peuvent alors étre utilisés impactant également la qualité de I'eau. La recherche en nutrition
des poissons permet de trouver des solutions a ces problemes en améliorant les formulations
des aliments piscicoles, en augmentant, par exemple, |'efficacité alimentaire et la résistance
aux pathogénes et en réduisant les rejets de matieres organiques dans l'eau. Le fort
développement de I'aquaculture a également vu émergé des problémes concernant I'impact
environnemental de la production d’aliment a destination des poissons d’élevage. En effet, les
aliments piscicoles sont traditionnellement en partie constitués de farines et huiles de
poissons issues de la péche minotiére® de poissons pélagiques tels que la sardine dont les
stocks sont considérés comme pleinement exploités aujourd’hui.

Limitation de la production d’huiles et farines de poisson

Ces espéces sont aujourd’hui protégées par des quotas de péche, réduisant ainsi la production
de farines et huiles de poissons. Le développement rapide de I'aquaculture a alors contribué
a 'augmentation de la demande en ces matiéres premiéres, ce qui, en plus de leur production
limitée, a conduit a une forte hausse de leurs prix %> menacant la viabilité économique de
I'aguaculture. De cela émerge un des enjeux principaux de l'aquaculture moderne: la

1 péche industrielle intensive destinée a alimenter les filiéres industrielles
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substitution des huiles et farines de poissons dans les aliments aquacoles par d’autres
matiéres premiéres plus économiques et ayant un impact environnemental réduit 3.

Comme mentionné précédemment, I'utilisation de farines de poisson dans les aliments
piscicoles est une pratique écologiquement et économiquement non durable pour
I’aquaculture. L’aliment représentant le plus gros codt dans la production aquacole?, 4, il est
indispensable pour la pérennité économique de I'aquaculture de développer des formulations
d’aliments dépourvues de farines et huiles de poissons et utilisant des matiéres premieres
abondantes répondant aux besoins nutritionnels des poissons carnivores d’intérét
agronomique telle que la truite arc-en-ciel et n’altérant pas leurs performances de croissance
46, Différentes alternatives aux huiles et farines de poissons sont aujourd’hui envisagées avec

leurs avantages et inconvénients.

b. Les différentes alternatives

Les insectes

Les insectes sont a la base de I'alimentation de nombreux poissons omnivores et carnivores
et particulierement des poissons continentaux incluant la truite arc-en-ciel #’. Les insectes
constituent une bonne source de protéines, lipides, vitamines et minéraux et représentent
une alternative intéressante aux farines et huiles de poissons 2 %°. Les niveaux de protéines
inclus dans les insectes sont compris entre 9,3 et 76 % °° 51 2, Les teneurs protéiques
dépendent des espéeces et sont plus élevées chez les diptéres qui présentent des niveaux
équivalents a ceux des farines de poissons et un peu moins élevés chez les coléopteres et les
orthoptéres qui sont toutefois souvent déséquilibrés en lysine et méthionine.

De plus, les insectes contiennent relativement peu de glucides, généralement moins de 20%
>0, Néanmoins, une grande partie de ces glucides correspond a de la chitine, un polysaccharide
azoté qui constitue majoritairement I'exosquelette des insectes et dont la digestibilité par les
différentes espéces de poissons est controversée >3,

lls contiennent également une importante quantité de lipides, entre 7,9 et 40 % °*. Cependant,
ces lipides sont majoritairement des oméga-6 ou des acides gras mono-insaturés et
comportent peu d’oméga-3 qui sont essentiels a la croissance des poissons. Les quantités de
ces nutriments inclus dans les farines d’insectes varient également en fonction du stade de
développement et de I'alimentation des insectes >° entrainant une grande variabilité de la
composition des farines d’insectes pour ces éléments.

La production de farines d’insectes ne nécessite que peu d’énergie, d’eau et de surface. De
plus I'alimentation des insectes peut étre assurée par l|'utilisation de nombreux déchets
permettant leur valorisation mais celle-ci est limitée par les réglementation européennes >°.
L'inclusion de farines d’insectes permet de réduire I'utilisation de farines de poissons de
seulement 25 % et d’huiles de poissons de 38 % sans affecter la croissance de la truite arc-en-
ciel (Saint-Hilaire et al., 2007). De plus, la production de farines d’insectes est aujourd’hui

2 ’aliment représente 3 lui seul, 40 & 70 % du co(t total de production %,
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encore tres limitée et ne peut répondre a la forte demande pour la production d’aliments
piscicoles. L'utilisation des insectes dans les aliments aquacoles nécessite encore un effort de
recherche important pour pallier aux déséquilibres en certains AAE, en oméga-3 et éclaircir
les effets de certains composés comme la chitine sur la digestion des poissons.

Les levures

Comme pour les insectes, les levures peuvent étre produites a I'aide de matieres premieres a
faible valeur. Les recherches sur les levures ont d’abord été menées sur leur intérét en tant
gue complément alimentaire, ayant des effets bénéfiques sur la réponse immunitaire et
I'intégrité intestinale par le biais des polysaccharides pariétaux dont le B-glucan °8 > et les
polysaccharides de mannane 9062,

La composition des levures en macronutriments et minéraux varie selon les espéeces et les
milieux de culture utilisés 2. Elles contiennent peu d’oméga-3 et de glucides qui sont surtout
les polysaccharides des parois . Elles sont également limitées en vitamines et en minéraux
62 bien que les niveaux en minéraux peuvent étre modulés par enrichissement de leur milieu
de culture 4.

Néanmoins, les différentes espéeces de levures contiennent des niveaux de protéines similaires
aux farines de poisson ® ©3, Elles contiennent la plupart des AAE en quantité suffisante mais

présentent souvent des déséquilibres en méthionine °° et en arginine pour certaines espéces
64

Différentes études utilisant des levures montrent qu’elles peuvent étre utilisées pour
remplacer jusqu’a 35-40 % des farines de poisson dans les aliments sans affecter leurs
digestibilités, I'intégrité intestinale et la croissance des salmonidés 83 67, Cependant, une
inclusion plus importante induit une inflammation du systéme digestif chez la truite et affecte
sa croissance .

Les algues

Les algues sont également de possibles alternatives aux farines de poissons. Différentes
analyses de composition des macroalgues (algues pluricellulaires visibles a I'ceil nu) ont
montré qu’elles contenaient tous les acides aminés essentiels 8 . Ce sont les algues rouges
qui présentent les plus hautes teneurs en protéines (jusqu’a 50% de la masse séche) alors que
les algues brunes contiennent plus de lipides, environ 10% de la masse seche dont 50%
d’acides gras 7° et majoritairement des oméga-3 ’!. Les macroalgues peuvent également
représenter des sources importantes de minéraux car elles les accumulent aisément 72,
Comme les levures, les cellules algales possedent une paroi cellulaire plus ou moins riche en
glucides selon les espéces (1,8 a 66%) 73 qui peuvent également diminuer la digestibilité des
aliments chez les poissons. Seules de faibles taux d’inclusions de macroalgues dans les
aliments, en dessous de 10%, peuvent étre supportées par la truite arc-en-ciel 4. Les
microalgues (non visibles a I'ceil nu) étudiées sont également riches en AAE et peuvent
contenir de hautes teneurs en protéines (jusqu’a 65%). Cependant, elles sont également
entourées d’une paroi également constituée majoritairement de polysaccharides 7> pouvant
impacter leur digestibilité par les poissons.
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Les microalgues sont aujourd’hui plutot considérées comme une alternative aux huiles de
poissons plus qu’aux farines de poissons car elles sont des sources importantes d’EPA et DHA
7677 Ces huiles d’algues permettent de combler les besoins en oméga-3 des truites et peuvent
complétement remplacer les huiles de poissons dans les aliments piscicoles sans altérer la
croissance et la santé des truites ”’.

Les plantes

Les matieres premiéres issues des plantes terrestres ont été rapidement envisagées en tant
gu’alternatives aux huiles et farines de poisson de par leur grande disponibilité et leur faible
prix. Aujourd’hui, différentes plantes sont sélectionnées d’apres leur composition et utilisées
dans les formulations d’aliments piscicoles : des oléagineux (soja, colza, tournesol), des
céréales (blé, mais) et de protéagineux (lupin, pois) 78 72 80 81 Ces différentes plantes
présentent certaines caractéristiques inadaptées aux besoins nutritionnels des poissons
carnivores et aucune d’elles ne peut répondre seule a leurs besoins. Afin de réduire les effets
potentiellement néfastes des différents végétaux, des combinaisons de matieres premieres
végétales sont utilisées dans les aliments &2

Aujourd’hui, les matieres premieres végétales sont utilisées dans les aliments piscicoles
commerciaux et ont permis de réduire I'inclusion des farines de poissons de I'ordre de 75%
43 84 Cependant, au-deld de ces niveaux d’inclusion, les aliments a base de plantes impactent
négativement la physiologie de la truite.

c. Effet desaliments végétaux sur la physiologie des truites

Impact sur la croissance

Le remplacement total de farines de poissons par les matiéres premieres végétales induit une
baisse de la croissance des truites et ce, malgré la présence de tous les éléments nutritifs
essentiels a leur croissance 8 8, 8788 Cette diminution de la croissance des poissons nourris
avec des aliments a base de plantes peut étre due a différents effets délétéres sur la prise
alimentaire, la digestion et le métabolisme causés par différentes caractéristiques de la
composition des matieres premiéres végétales.

Réduction de la prise alimentaire

L'une des premieres explications a la diminution de la croissance est la baisse de la
consommation d’aliment quand la proportion de matieres premieres végétales dans les
aliments est trop importante. Les mécanismes sous-jacents a cette diminution de la prise
alimentaire ne sont pas totalement connus. Ills semblent que les déséquilibres en certains
nutriments attractants dans les aliments a base de plante, comme les oméga-3 8° %0 °1 ou les
acides aminés °2 réduisent I'appétit des poissons mais également la présence de substances
indésirables nommeées facteurs antinutritionnels comme les alcaloides ou les glucosinolates,
qui sont retrouvés respectivement dans la farine de lupin et tourteau de Colza (Francis et al.,
2001).
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Altération de l'intégrité intestinale

D’autres facteurs antinutritionnels peuvent également impacter l'intestin et ainsi diminuer la
digestibilité des aliments a base de végétaux. L'intégrité des entérocytes et des muqueuses
intestinales peut étre affectée par les fibres végétales difficilement digestibles par les poissons
carnivores et présentes en grandes quantités dans certaines sources protéiques végétales **.
Chez les salmonidés, les produits de soja entrainent une modification de la structure de
I'intestin en réduisant la taille des villosités intestinales °> ¢ et en augmentant la perméabilité
de la barriére intestinale aux pathogénes et cellules immunitaires °’. Les pathogénes et
cellules immunitaires peuvent alors pénétrer la lamina propria et provoquer une inflammation
de I'intestin comme en témoigne I'augmentation de I'activité des lysozymes et I'augmentation
des niveaux d’immunoglobulines dans la muqueuse intestinale °8. Les populations
microbiennes intestinales peuvent aussi étre modifiées par les régimes contenant des
végétaux, et potentiellement altérer la digestion de I’h6te. Cependant, leurs rdles dans les
perturbations sont soupconnés mais pas encore précisés 96 99 100 101 102,

d. Lesinconvénients des aliments végétaux

Facteurs antinutritionnels

Les plantes contiennent de nombreuses substances appelées facteurs antinutritionnels qui
sont souvent essentiels a leur physiologie et qui peuvent altérer, directement ou par le biais
de leur métabolites secondaires, I'absorption des nutriments et le métabolisme des poissons
103 |Is représentent un des freins a l'utilisation de végétaux pour I’alimentation des poissons,
cependant leurs mécanismes d’action sont aujourd’hui encore peu connus °*. Les teneurs en
facteurs antinutritionnels sont différents selon les végétaux utilisés dans les aliments
aquacoles (Francis et al., 2001). Certains vont affecter la prise alimentaire des poissons comme
les glucosinolates ou les alcaloides 1%, D’autres, comme les antiprotéases et les tannins vont
inhiber la digestion enzymatique des lipides et protéines en se fixant aux enzymes digestives
comme la trypsine et diminuer leurs activités 1%, La digestibilité des protéines et minéraux
peut également étre affectée par des facteurs antinutritionnels tels que les phytates et les

saponines qui vont se fixer directement sur ces nutriments et diminuer leur biodisponibilité
107 108

Beaucoup d’entre eux peuvent également affecter structurellement l'intestin comme les
saponines et lectines et induire des entérites importantes chez les salmonidés °*. Au-dela de
la digestibilité des aliments, les facteurs antinutritionnels peuvent également affecter d’autres
fonctions biologiques telles que les régulations hormonales de la reproduction et du
métabolisme, par les phytooestogénes et les glucosinolates 19° 119,

Afin de limiter la présence de ces facteurs antinutritionnels dans les aliments piscicoles,
différentes stratégies peuvent étre utilisées comme la sélection de variétés de plantes
contenant peu de facteurs antinutritionnels ou 'utilisation de concentrés protéiques, mais ces
matieres premiéres sont plus onéreuses. Différents traitements des matiéres premiéres
végétales peuvent également réduire les apports en facteurs antinutritionnels. Des
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traitements mécaniques peuvent étre utilisés pour éliminer les parties des végétaux comme
les enveloppes externes qui contiennent les tannins. Des traitements thermiques permettent
de réduire les effets néfastes des inhibiteurs de protéases et lipases et des séparation
chimiques permettent de réduire les niveaux des alcaloides, saponines et phyto-cestrogenes
(Francis et al., 2001) 4,

Déséquilibres en sels

Alors que les farines de poissons sont des sources importantes de minéraux pour les poissons
d’élevage ', leur remplacement total par des matiéres premiéres végétales peut induire des
déséquilibres en sels minéraux. Ces déséquilibres peuvent étre induits par une faible teneur
en minéraux dans les plantes comme par exemple pour le fer, le zinc et le sélénium. La forme
selon laquelle ces minéraux sont apportés dans I'alimentation des poissons jouent également
un role sur leur absorption, en effet les formes organiques présentent généralement une
meilleure biodisponibilité que les formes inorganiques et ainsi utilisables par les poissons. Cela
a notamment pu étre démontré avec différentes études montrant que les formes organiques
du fer (lié a I'héme) et de la sélénine (incorporée a la méthionine pour former la
sélénométhionine) sont plus facilement absorbées par les salmonidés que leurs formes
inorganiques plus abondantes dans les végétaux.

De plus la présence de certains facteurs anti-nutritionnels présents dans les plantes
interagirait avec I’absorption de certains minéraux, affectant également leurs biodisponibilités
comme l'acide phytique qui est une source de phosphore non disponible pour les poissons
carnivores ne possédant pas de phytase pour le digérer efficacement.

Toutes ces caractéristiques des plantes peuvent affecter I'absorption et la métabolisation des
minéraux par les truites nourries avec des aliments a base de plantes. Ainsi les
recommandations du NRC (National Research Council) concernant les niveaux requis de
minéraux pour I'alimentation des truites, définies par des études utilisant des aliments purifiés
contentant des farines de poissons (NRC, 2011), pourraient finalement étre sous-estimées
dans le cas ou des aliments a base de végétaux sont utilisés. Par conséquent, un apport réduit
en minéraux pourrait alors affecter les fonctions biologiques dont ils sont des régulateurs
parmi lesquelles les équilibres osmotique, acido-basique et oxydant mais également
I'immunité innée et I'absorption cellulaire des nutriments.

Haute teneur en glucides

Les matieres premieres végétales présentent des taux en glucides dont la nature différe selon
les plantes. Les glucides contenus dans les aliments different selon les plantes qui y sont
incorporées. Ainsi les tourteaux de soja, de colza et de lupin sont plus riches en fibres alors
que les céréales contiennent plus d’amidon *°.

Les poissons de haut niveau trophique ne possédent pas d’activités enzymatiques pour digérer
les fibres efficacement, ce qui conduirait, dans le cas de régimes riches en fibres, a affecter
I'absorption des autres nutriments. En effet, les fibres non digestibles pourraient perturber la
digestion enzymatique des lipides et protéines en bloquant I'acces des enzymes digestives a
leurs substrats (Médale et al., 2013).
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Les poissons carnivores présentent également des activités d’amylases tres limitées, rendant
la digestion de I'amidon cru difficile. Cependant, I'extrusion des aliments permet d’améliorer
la digestibilité de I'amidon. Les apports en amidon dans I'aliment ne doivent cependant pas
excéder 20 %. Au-dela, celui-ci induit une hyperglycémie persistante qui affecte les
performances de croissance de la truite arc-en-ciel comme mentionné plus haut.

Limitations en acides aminés essentiels

Les taux protéiques des matiéres premieres végétales utilisées dans les aliments piscicoles
sont plus faibles que celles des farines de poissons qui en contiennent environ 70 %. En effet,
la matiere premiere végétale la plus riche en protéines est le tourteau de soja avec un taux
protéique oscillant entre 48 et 55 %, viennent ensuite le tourteau de colza (environ 41 %) et
le pois (26 %). Afin d’atteindre des teneurs protéiques comparables a celles des farines de
poisson, différentes matiéres premieres végétales peuvent subir des techniques
d’enrichissements/purifications afin d’obtenir des concentrés protéiques notamment de soja
(63-69 %), de gluten de blé (81-90 %) et de mais (63-70 %). Cependant ces concentrés
protéiques sont plus onéreux que les matiéres premieres végétales brutes et ne sont donc
inclus qu’en quantité limitée dans les aliments (Médale et al., 2013).

Tableau 3. Niveaux d’acides aminés essentiels dans les farines de poissons et matiéres
premiéres végétales

Les données sont présentés en pourcentage de la masse séche. Les déséquilibres en acides aminés
par rapport aux besoins de la truite sont indiqués en rouge. (NRC, 2011)

Farine Tourteau | Tourteau Farine Pois Gluten Gluten

d’Anchois de Soja | de Colza deLupin dépelliculé deBlé de Mais

Arginine 4,0 4,0 2,5 3,6 2,1 4,3 2,1
Histidine 1,7 1,4 1,2 0,8 0,6 2,3 1,3
Isoleucine 3,3 2,9 1,6 1,5 0,9 4,2 2,5
Leucine 5,4 4,2 2,8 2,6 1,7 7,1 10,3
Lysine 5,5 2,5 2,2 1,7 1,6 5,5 1,2
Méthionine 2,1 0,8 0,8 0,3 0,2 1,8 2,1
Phénylalanine 2,9 3,0 1,6 1,3 1,1 5,0 4,2
Thréonine 2,3 2,2 1,6 1,3 0,9 1,8 2,2
Tryptophane 0,8 0,8 0,5 0,3 0,2 1,2 0,3
Valine 3,8 3,0 2,1 1,4 1,1 4,5 3,0

De plus, bien que les concentrés protéiques de plantes présentent des taux protéiques
équivalents a ceux des farines de poisson, leurs compositions en acides aminés ne
correspondent pas aux besoins nutritionnels de la truite arc-en-ciel. En effet, ils sont souvent
déséquilibrés en certains AAE selon les sources végétales protéiques utilisées (Tableau 3)
réduisant alors le ratio optimal AAE : AANE (de 57 : 43) pour la croissance des truites. Les deux
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acides aminés essentiels les plus limitants dans les matieres premieres végétales sont la lysine
et la méthionine. Des déficiences en arginine et tryptophane sont également souvent
observées. Afin de pallier aux déficiences en acides aminés essentiels des matiéres premieres
végétales, ces dernieres sont combinées afin de correspondre au mieux aux besoins en acides
aminés de la truite mais cela s’avére souvent insuffisant pour obtenir des niveaux d’AAE
équivalents a ceux des aliments contenant des farines de poisson.

Les aliments a base de végétaux étant souvent déficients en acides aminés essentiels malgré
le mélange de plusieurs sources protéiques végétales, des acides aminés sous formes libres
(crystalline) peuvent y étre ajoutés afin de rééquilibrer les niveaux des acides aminés
essentiels des aliments a base de plantes. Bien que I'addition d’acides aminés libres permette
d’augmenter la croissance des truites nourries avec des aliments dépourvus de farines et
huiles de poisson, celle-ci est toujours inférieure a celles observées chez les animaux nourris
avec des aliments traditionnels 87 8,
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Partie Il : Le transport d’acides aminés cationiques

A- Les transporteurs d’acides aminés

La superfamille des SLC, pour SoLute Carrier, regroupe des genes codant pour des protéines
de transport membranaires, excluant les canaux ioniques, les aquaporines et les transporteurs
ABC (ATP binding cassette) 14 (Figure 4).
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Figure 4. Les différents types de transporteurs transmembranaires appartenant a la
superfamille des SLC (SoLute Carrier)

Adapté de Hediger et al., 2004

Les transporteurs d’acides aminés ont été principalement étudiés et caractérisés chez des
espéces mammiféeres. La plupart de ces études s’intéressant aux transporteurs humains et
murins, cette partie du manuscrit décrit les principales caractéristiques et roles des
transporteurs d’acides aminés cationiques connus chez ces deux especes avant d’aborder le
peu de données existantes concernant le transport des acides aminés chez les poissons.

a. Lafamille des SLC

Ces protéines permettent le transport de nombreux composés tels que les sucres, les
nucléotides, les ions inorganiques, les drogues et les acides aminés a travers les membranes

32



biologiques. Ces transporteurs sont situés pour la plupart dans la membrane plasmique,
permettant le contréle d’influx et d’efflux de leurs substrats dans les cellules. Cependant,
certains sont également localisés sur les membranes des vésicules et des organelles tels que
les lysosomes, les mitochondries et le réticulum endoplasmique, permettant le transport de
leurs substrats entre les différents compartiments cellulaires.

Chez 'Homme, les SLC incluent 458 génes codant des transporteurs, répartis dans 66 familles
différentes (http://slc.bioparadigms.org/). Leur nomenclature a été établie dans les années
1990 par Mathias Hediger en collaboration avec Phyllis Mc Alpine du comité de nomenclature
des génes HUGO (HGNC). Le nom des différents génes est constitué de I'acronyme « SLC »
suivi du numéro de famille (1 a 66), puis d’une lettre de A a G désignant la sous-famille
(souvent A car peu de familles contiennent des sous-familles) et enfin du numéro du géne
dans la sous-famille. L'appartenance des membres au sein d’'une méme famille a été établie
sur la base d’homologies de séquences en acides aminés, les membres d’une méme famille
devant partager plus de 20 % d’homologie.

Cependant les différentes familles présentent peu d’homologie entre elles 4. Bien que
certaines familles de SLC soient phylogénétiquement proches, leur appartenance a la famille
des SLC est plutét déterminée par leurs caractéristiques fonctionnelles 15, En effet, les
différentes familles de SLC sont fonctionnellement apparentées par le fait qu’elles permettent
le transport de leurs substrats respectifs a travers les membranes biologiques en utilisant les
gradient ioniques mis a part quelques exceptions > comme certains transporteurs d’acides
aminés cationiques, sur lesquels nous reviendrons plus tard et qui utilisent la diffusion
facilitée.

L'analyse phylogénétique des différentes familles de SLC de nombreuses especes
d’eucaryotes, mais aussi de procaryotes et archées, a démontré qu’au moins 13 familles de
SLC seraient conservées chez les eucaryotes mais également qu’environ 50 % d’entre elles
sont également présentes chez les procaryotes et les eucaryotes, révélant que certaines

familles de SLC étaient déja présentes chez I'ancétre commun aux trois domaines du vivant
115

b. Les différents systemes de transport

Le transport passif

Le transport passif repose sur la diffusion facilitée et ne nécessite pas d’énergie contrairement
au transport actif. La diffusion facilitée suit les principes de la loi de diffusion de Fick qui
consiste en un flux du compartiment ou le soluté est le plus concentré vers celui ol sa
concentration est la moins élevée. Certaines petites molécules non polaires telles que le
dioxygene ou le dioxyde de carbone peuvent diffuser librement a travers les membranes
biologiques. Cependant, les molécules apolaires et celles de plus grandes tailles, telles que les
acides aminés ou les sucres, qui sont hydrophiles ne peuvent diffuser a travers la bicouche
lipidigue constituant les membranes biologiques de nature hydrophobe. Des protéines
membranaires sont alors nécessaires pour permettre leur déplacement a travers les
membranes suivant le gradient électrochimique. Ces protéines membranaires appelées
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uniporteurs ou perméases induirait le transport de leurs substrats apres leur fixation d’un coté
de la membrane qui changerait la conformation du transporteur et basculerait de I'autre c6té
de la membrane avant d’y relacher le soluté (Figure 5). Les transporteurs passifs sont
minoritaires dans la superfamille des SLC et représentent seulement 32 genes répartis dans
11 familles, les autres étant des transporteurs actifs secondaires ou tertiaires.

Gradient de concentration 1. Fixation au 2. Changement 3. Libération
ou transporteur de conformation du substrat

gradient électrochimique
[ ]
[ ]

Figure 5. Mécanisme de transport théorique des uniporteurs

Les 3 types de transports actifs

Certaines molécules ne peuvent étre transportées par diffusion facilitée et doivent traverser
les membranes contre le gradient de concentration ou électrochimique. Leurs flux sont alors
assurés par des transporteurs requérant de |’énergie pour leur fonctionnement dits
transporteurs actifs. Il existe trois types de transport actifs : le transport actif primaire, le
transport actif secondaire et le transport actif tertiaire.

Le transport actif primaire nécessite de I'énergie sous forme d’ATP. Ces transporteurs ont une
activité ATPasique qui va leur permettre d’utiliser I'énergie produite par I’hydrolyse de I’ATP
en ADP pour permettre le passage de leurs substrats a travers la membrane plasmique. Les
transporteurs actifs primaires, ne font pas partie de la superfamille des SLC et regroupent les
transporteurs ABC et les pompes a ions. Ces derniéres permettent de générer un gradient
électrochimique permettant le fonctionnement des transporteurs actifs secondaires. Ainsi, la
pompe sodium/potassium permet, par transport actif de maintenir une concentration
extracellulaire en sodium (Na*) plus importante que dans le cytoplasme, générant une force
électromotrice utilisée par de nombreux transporteurs actifs secondaires (Figure 6).
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Figure 6. Mécanismes de transport actif primaire, secondaire et tertiaire

En effet, les transporteurs actifs secondaires sont appelés ainsi car ils ne puisent pas
directement I'énergie nécessaire a leur fonctionnement dans I'hydrolyse de I'ATP mais
indirectement en utilisant les gradients électrochimiques d’ions dits « moteurs »
préalablement générés par les pompes a ions qui, elles, consomment de I’ATP. Apres
accumulation d’un ion moteur d’'un c6té de la membrane, le transporteur actif secondaire
permet la diffusion facilitée de I'ion moteur dans le sens de son gradient électrochimique et
ainsi le transport actif de ses substrats éventuellement contre son gradient de concentration.
Le transport actif du soluté peut s’effectuer dans le méme sens que la diffusion facilitée de
I'ion moteur, on parle de symport ou co-transport, ou dans le sens opposé, on parle alors
d’antiport ou échange (Figure 6).

Le transport actif peut également s’effectuer grace a la force motrice engendrée par le
gradient de concentration d’un soluté qui a été générée par un transporteur actif secondaire.
On parle alors de transport actif tertiaire, celui-ci ne se servant pas directement de la force
motrice générée par un transport actif primaire. Ces transporteurs permettent les échanges
d’acides aminés indépendamment des ions (Figure 6).
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Affinité et capacité

Bien qu’une molécule ne soit pas modifiée par le transporteur permettant son passage a
travers la bicouche lipidique, son transport peut étre assimilé a une réaction entre une enzyme
et son substrat et ainsi se caractériser selon I'’équation de Michaelis-Menten. Contrairement
aux canaux permettant la diffusion simple dont le flux est toujours proportionnel au gradient
de concentration du soluté, les activités de transports sont saturées lorsque tous les sites de
fixation aux substrats sont occupés, I'activité de transport peut alors étre caractérisée selon
I’équation de Michaelis-Menten avec une vitesse maximale d’absorption (Vmax) et une
constante de Michaelis (Km) (Figure 7).
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Figure 7. Affinité et capacité des transporteurs membranaires répondent a I'équation de
Michaelis-Menten

Le cycle de transport d’une molécule est constitué de trois étapes, la fixation du substrat sur
le transporteur d’un c6té de la membrane, le changement de conformation du transporteur
et finalement la libération du substrat de I'autre c6té de la membrane. La Vmax représente le
nombre de cycles de transport maximal par unité de temps, elle est également appelée
« capacité » des transporteurs. Plus la Vmax d’un transporteur est élevée, plus sa capacité est
dite grande. Le Km correspond a la valeur de la concentration en substrat nécessaire pour
atteindre la moitié de la Vmax et représente I'aptitude du transporteur a fixer un substrat
spécifique qui est nommé affinité. Ainsi, plus le Km est faible, plus I'aptitude du transporteur
a fixer son substrat a faible concentration et donc son affinité sont importantes. Si les activités
de transport sont souvent décrites comme allant seulement d’'un c6té a l'autre de la
membrane, les flux de substrats sont en fait réversibles. Les transporteurs présentent
cependant des affinités et capacités différentes entre les 2 c6tés de la membrane, ce quiinflue
sur le sens principal de transport du soluté.
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c. Lestransporteurs d’acides aminés

Les membranes cellulaires ne sont pas perméables aux acides aminés, ainsi, I'influx et I'efflux
d’acides aminés a travers la membrane plasmique nécessite des protéines de transport 16,
Les acides aminés sont les substrats pour lesquels le nombre de protéines de transport est le
plus élevé. En effet, environ un quart des genes SLC codent pour des transporteurs d’acides
aminés Y7, Les transporteurs d’acides aminés permettent "absorption intestinale des acides
aminés alimentaires et leurs efflux dans la circulation sanguine mais également I’absorption
et le transfert des acides aminés entre les organes, les cellules et entre les différents
compartiments cellulaires.

Transport contre le gradient électrochimique

Les acides aminés sont généralement accumulés par les cellules et leurs concentrations
intracellulaires sont supérieures a celles du milieu extracellulaire tel que le plasma 8. Ils
doivent donc, pour la grande majorité d’entre eux, étre absorbés contre leurs gradients de
concentration par le biais de transporteurs actifs, a I’exception des acides aminés cationiques,
qui étant chargés positivement, peuvent étre absorbés par des transporteurs passifs grace a
la différence de charge avec la charge négative des cellules. Les acides aminés sont alors
absorbés soit par des uniporteurs, soit par des transporteurs actifs secondaires qui utilisent
comme source d’énergie le gradient électrochimique d’ions tels que les ions hydronium (H30")
(simplifié en H* dans la suite de ce manuscrit), le potassium (K*), les ions chlorure (Cl’), les ions
hydroxyde (OH") et principalement le sodium (Na*) en symport ou antiport 1%°.

Les différents transporteurs d’acides aminés

L’étude des transporteurs d’acides aminés chez les mammiferes a été initiée par Halvor
Christensen dans les années 1960. Il avait établi que les transporteurs d’acides aminés
permettent les flux entrant ou sortant de groupes d’acides aminés structurellement
semblables tels que les acides aminés cationiques, anioniques, petits neutres et grands
neutres plutdét que d’un acide aminé spécifique *?°. Ainsi un méme acide aminé peut étre le
substrat de transporteurs différents. Les transporteurs impliqués dans le transport d’un acide
aminé peuvent différer d’'un type cellulaire a un autre. Cependant, un type cellulaire peut
également exprimer différents transporteurs pour un méme substrat.

Chez ’'Homme, il existe 67 génes codant pour des transporteurs d’acides aminés répartis dans
13 familles de SLC: les transporteurs a haute affinité de glutamate et acides aminés neutres
(SLC1), les transporteurs de neurotransmetteurs Na* et ClI° dépendants (SLC6), les
transporteurs de monocarboxylates (SLC16), les transporteurs vésiculaires de glutamate
(SLC17), les transporteurs mitochondriaux (SLC25), le transporteur vésiculaire d’acides aminés
inhibiteurs (SLC32A1), les transporteurs d’acides aminés couplés aux protons (SLC36), les
transporteurs d’acides aminés couplés au Na* des systémes A et N (SLC38), les transporteurs
d’acides aminés Na*-indépendants du systeme L-like (SLC43), les transporteurs lysosomaux
d’acides aminés (SLC66), les chaines lourdes des transporteurs hétérodimériques d’acides
aminés (SLC3) et les transporteurs passifs d’acides aminés cationiques et les chaines légéres
des transporteurs hétérodimériques (constituant tout deux le groupe des SLC7)
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(http://slc.bioparadigms.org/) ?'. Avant la caractérisation moléculaire des différents
transporteurs d’acides aminés connus aujourd’hui, ceux-ci étaient classés en « systemes »
selon diverses caractéristiques dont leurs substrats, leur mode de transport (uniport, symport
ou antiport), et leur dépendance au Na* (Tableau 4).

Tableau 4. Les différents systémes et transporteurs correspondant

. . Mécanisme .
. . Acides aminés Dépendance aux
Systeme Transporteur de

substrats ions
transport

SNAT1 SLC38A1

AA neutres 3 chai
A SNAT2 SLC38A2 neutres a chaing ¢y mport Na*
latérale courte

SNAT4 SLC38A4
ASCT1 SLC1A4
ASC A S, CetQ Antiport Na*
ASCT2 SLC1A5
GAT1 SLC6A1
GAT2 SLC6A13
GABA, betai t
BETA GAT3 SLC6A11 crRNeet  symport 2 Na*, CF
taurine
BGT1 SLC6A12
TauT SLC6Ab6
GLYT1 SLC6A9
Gly G et sarcosine Symport 2 Na+, ClI
GLYT2 SLC6AS
BO BOAT1 SLC6A19 AA neutres Symport Na*
IMINO XTRP3 SLC6A20 P Symport Na*
asc ASC1 SLC7A10/SLC3A2 Petits AA neutres Antiport
PAT1 SLC36A1
imino PAT2 SLC36A2 Petits AA neutres Symport H*
PAT 4 SLC36A4
LAT1 SLC7A5/SLC3A2
L AA neutres larges Antiport -
LAT2 SLC7A8/SLC3A2
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Mécanisme

. . Acides aminés Dépendance aux
Systeme Transporteur de .
substrats ions
transport
EAAT1 SLC1A3
3 Na*et H*
EAAT2 SLC1A2 ae
(symport)
XaG EAAT3 SLC1A1 AA anioniques Antiport K+
EAAT4 SLC1A6 )
(antiport)
EAATS SLC1A7
) xCT SLC7A11/SLC3A2 AA anioniques Antiport -
BO* ATB(0,+) SLC6A14 Symport 2 Na*/Cl-
" y'LATL SLC7A7/SLC3A2 AA cationiques Antiport Na* pour les AA
¥ y*LAT2 SLC7A6/SLC3A2 contre AA neutres P neutres
AA cationiques
bo+ BO,+AT  SLC7A9/SLC3A1 loniqu Antiport .
contre AA neutres
CAT1 SLC7A1
Acid .
v CAT2 SLC7A2 claes amines Uniport -
cationiques
CAT3 SLC7A3

Suite et fin du tableau 4

Chaque systeme était considéré comme correspondant a un transporteur d’acides aminés
unique. Par la suite, la caractérisation moléculaire des transporteurs d’acides aminés, dans les
années 1990, a montré qu’il existait plusieurs transporteurs pour la plupart des systémes
définis (Tableau 4). Aujourd’hui, cette classification a été remplacée par la classification des
SLC, basée sur ’homologie des séquences en acides aminés des différents transporteurs plutot
que par les caractéristiques de leur activité de transport. Ainsi, des transporteurs d’acides
aminés classés dans différents systemes a 'origine, sont aujourd’hui classés dans les mémes
familles de la classification des SLC et réciproquement. Les trois systemes de transporteurs
d’acides aminés cationiques y*, y*L, b%*, qui seront abordés dans la suite de ce manuscrit, ont
ainsi été regroupés avec des transporteurs appartenant aux systémes de transport d’acides
aminés neutres (asc, Xc et L) dans la famille des SLC7.
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Absorption intestinale des acides aminés

Les acides aminés essentiels ne peuvent étre synthétisés, ou du moins en quantité suffisante,
par 'organisme. lls doivent donc étre apportés par I'alimentation et absorbés par le systéme
digestif. L’absorption intestinale des acides aminés essentiels issus de I'alimentation est donc
primordiale pour assurer I’homéostasie des acides aminés dans I'organisme et alimenter les
divers tissus. L'absorption post-prandiale des acides aminés est donc ainsi assurée, apres
digestion des protéines, par les transporteurs d’acides aminés. Les peptides également issus
de la digestion des protéines sont, eux, absorbé par le transporteur de di/tripeptides PepT1
(SLC15A1) *22, Une fois absorbés par les entérocytes, ces peptides sont hydrolysés en acides
aminés et peuvent étre transportés vers le plasma par des transporteurs d’acides aminés
différents de ceux de la face apicale qui, eux, permettent leur efflux des entérocytes.

L’absorption au niveau de la membrane apicale des entérocytes est assurée par différents
transporteurs selon les groupes d’acides aminés (Figure 8).

AA*
rBAT/b°*AT
AA AA*
’ y'LAT1
Ao AA
BOAT1 0
Na*
PG R
H* AAy
P
XT3
2Na*/CI
AAg %ﬁ LAT4
AA AA
EAAT3 3 Na*/H* E
K+
Peptides Peptides AA aromatiques TAT1
PEPT1
H+

Figure 8. Transporteurs d'acides aminés impliqués dans I'absorption intestinale

AA* : acides aminés cationiques, AA": acides aminés anioniques, AAO : acides aminés neutres,
P : proline, G : glycine

Ainsi, les acides aminés neutres sont préférentiellement absorbés par le transporteur BOAT1
(SLC6A19) 123, |es acides aminés anioniques par le transporteur d’acides aminés excitateurs 3
(EEAT3) codé par SLC1A1 24, |a proline par XT3 (SLC6A20) 25, tout cela en symport avec le
Na*. La proline et la glycine peuvent également étre absorbés par PAT1 en symport avec un
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proton 126, Les acides aminés cationiques ainsi que la cystine sont, eux, absorbés par le
transporteur hétérodimérique rBAT/b%*AT 127, dont les deux sous-unités sont respectivement
codées par les génes SLC3A1 et SLC7A9, ce dernier étant abordé plus en détails dans la suite
de ce manuscrit.

Par la suite, les acides aminés absorbés doivent traverser la membrane basolatérale des
entérocytes afin d’atteindre la circulation sanguine et étre redistribués dans les différents
tissus de I'organisme. La plupart des acides aminés neutres semblent étre transportés par
diffusion facilitée, quand leurs concentrations dans les entérocytes sont supérieures a celles
du plasma, par LAT4 codé par SLC43A2 ainsi que par TAT1 pour les acides aminés aromatiques
(Figure 8). L'efflux de ces acides aminés neutres permet alors leur échange contre des acides
aminés neutres larges comme la leucine et la glutamine par LAT2 et permettant I'efflux de ces
derniers 1?8, U'efflux des acides aminés cationiques est, lui, opéré principalement par
I’échangeur y*LAT1 contre des acides aminés neutres 1%°.

Le role de ces différents transporteurs dans |'absorption intestinale et la réabsorption rénale
de leurs substrats est illustré par les différentes maladies causées par les mutations des genes
codant pour ces transporteurs. Ces maladies sont représentées par la cystinurie 13°, la maladie
d’Hartnup 3%, I'intolérance lysinurique aux protéines 132, ’'aminoacidurie dicarboxylique 33 et
I'iminoglycinurie 3* et se caractérisent respectivement par l'altération de Iabsorption
intestinale et I'excrétion excessive dans les urines des substrats de ces transporteurs.

B- Les transporteurs d’acides aminé cationiques (TAACs)

L'étude du transport des acides aminés cationiques a commencé a étre caractérisée par
Christensen et ses collaborateurs a la fin des années 1960. lls avaient déterminé que le
transport d’acides aminés cationiques était opéré par un transporteur indépendant au Na* et
interagissant faiblement avec les acides aminés neutres en présence de Na* 13> 136 Ce systéme
fut nommé y* par White et ses collaborateurs. Il a été compris par la suite que ces
caractéristiques de transport d’acides aminés cationiques étaient dues a différents systémes
de transport d’acides aminés cationiques.

Les systémes B%* et b%* ont ensuite été identifiés, par Van Winkle et ses collaborateurs dans
des blastocystes murins. Ceux-ci transportent les acides aminés neutres et cationiques avec
des affinités similaires, différant seulement par leur dépendance au Na* 137 138, | es transports
par B%* et b%* étant respectivement dépendant et indépendant au Na*.

Finalement, le systéme y*L a été caractérisé par Deves et ses collaborateurs dans des
érythrocytes humains. Ils ont montré que ce systéme transporte une fraction des acides
aminés cationiques de facon Na* indépendante et les acides aminés neutres de maniere Na*
dépendante 3% et suggéré qu’il permet préférentiellement I'efflux d’acides aminés
cationiques et l'influx d’acides aminés neutres. lls ont également attribué le transport de la
fraction d’acides aminés cationiques non transportée par le systeme y*L, au systéme y*. En
outre, des résultats obtenus apres le clonage du premier transporteur d’acides aminés chez la
souris ont montré qu’il ne transportait pas les acides aminés neutres, et cela méme en
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présence de Na* 140 41 ||s ont alors redéfini le systéme y* comme un transporteur Na
indépendant spécifique des AAC 13° (Tableau 4).

Dans les paragraphes suivants, les descriptions des différents TAAC seront succinctement
effectuées, a I’exception des deux sous-familles dites des CATs et des y+LATs qui recevront
une attention particuliere pour des raisons en relations avec notre hypothése de travail
énoncée par la suite.

a. Les CATs

Chez la souris, CAT1 (Cationic Amino acid Transporter 1) a été le premier transporteur d’acides
aminés cloné. Cette protéine avait d’abord été identifiée comme le récepteur du virus de la
leucémie murine. L’analyse de sa séquence a permis de mettre en évidence des ressemblances
avec les perméases a I'arginine et a I'histidine de Saccharomyces cerevisiae **?. Le clonage et
I'injection de I’ARN messager codant pour cette protéine dans des oocytes de xénope
(Xenopus laevis) ont permis de déterminer qu’elle permettait I'absorption des acides aminés
cationiques : arginine, lysine et ornithine de facon indépendante au Na* correspondant aux
caractéristiques du systéme y* 140 141 | es gqutres CATs ont ensuite pu étre plus facilement
identifiés par homologie de séquence avec CAT1.

Tableau 5. Caractéristiques des transporteurs de la sous-famille des CATs
(Closs et al., 1997) (Vékony et., al 2001)

Affinité Capacité pour

T b Mécanisme el Parginine Expression
ransporteur  Substrats Persfitice

de transport tissulaire

(pmol/oocyte/
(nM) min)

SLC7A R, K, O ) Ubiquitai fl
CAT1 _ Uniport 70-150 20-30 'quitalre saut e
1 (Cit) foie
F i 7 I 7
CAT2-A R, K, O Uniport  3360-3900 40-140 ole, muscie
pancréas
SLC7A
2 Inductibles dans
CAT2-B R,K,0 Uniport 120-250 20-60 différents types
cellulaires
SLC7A Th , ,
CAT3 R, K, O Uniport 200-500 20 ymus, cerveau
3 ovaire, testicule,
SLC7A CATA Inconnu Inconnu i ) Cerveau, testicule,
4 placenta
SLC7A . . Systéme nerveux
- inconnu inconnu - -
14 central
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Les différents CATs

La sous-famille des CATs comprend 6 transporteurs codés par 5 genes. Quatre d’entre eux
sont des transporteurs d’acides aminés cationiques confirmés dont CAT1 (SLC7A1), CAT3
(SLC7A3) ainsi que CAT2-A et CAT2-B, deux variants issus de |'épissage alternatif de SLC7A2
143 |ls présentent, entre eux, une homologie de séquences en acides aminés d’environ 60%.
Les transporteurs CAT1, CAT2-B et CAT3 ont des caractéristiques tres proches les uns des
autres, ils font partie du systéme y*, excluant CAT2-A qui présente des activités différentes
(Tableau 5).

Les deux autres génes constituant cette sous-famille, SLC7A4 et SLC7A14, ont pour leurs parts
été ajoutés a la sous-famille des CATs de par leur homologie (38-40%) avec ces derniers.
Cependant, qu’il s’agisse de SLC7A14 ou de SLC7A4, parfois appelé CAT4, aucune activité de
transport pour les acides aminés cationiques ou les autres acides aminés n’a cependant été
observée en relation avec I'expression de ces genes. En effet, bien que CAT4 soit exprimé a la
membrane plasmique, sa surexpression dans des oocytes de xénope (Xenopus laevis) et dans
des cellules humaines n’induit pas d’influx ou d’efflux cellulaires d’acides aminés 44, Il en est
de méme pour SLC7A14, qui serait un transporteur intracellulaire, localisé a la membrane
lysosomale 4> 146 Jaenecke et ses collaborateurs ont tout de méme montré qu’un
transporteur chimérique composé du squelette de CAT2 et du domaine « fonctionnel »
théorique de SLC7A14 induit une activité de transport 4. Ces résultats démontrent que le
domaine catalytique de SLC7A14 est bien fonctionnel. En outre, cette étude montre que
SLC7A14 est exprimé dans les lysosomes et que sa faible activité de transport diminue a des
pH faibles. lls en ont donc conclue que SLC7A14 permettrait I'influx lysosomal d’arginine et
lysine mais avec des activités de transport trés faibles, voire méme difficilement détectables.

Expression tissulaire

CAT1 est exprimé ubiquitairement et est considéré comme le principal transporteur d’acides
aminés cationiques dans la plupart des tissus, il est cependant peu exprimé dans les glandes
lacrymales 147 et dans le foie. CAT2-A, lui, est au contraire peu exprimé dans la plupart des
tissus excepté le foie, ou il est le plus abondant ainsi que faiblement dans les cardiomyocytes
et le muscle squelettique 18, CAT2-B est, quant a lui, peu exprimé constitutivement, mais son
expression est cependant induite en cas d’infection ou d’inflammation dans les poumons 14
et les macrophages 1°°. CAT3 est également peu exprimé dans la plupart des tissus chez les
mammiféres adultes et serait plus exprimé pendant le développement. A I'age adulte, CAT3
est spécifique du cerveau chez le rat *! et |a souris °? alors que chez ’homme il est également
exprimé dans les tissus périphériques et particulierement dans le thymus >3

CAT4 est également exprimé dans le cerveau ainsi que dans les testicules et le placenta >4,

SLC7A14 quant a lui est plus exprimé dans les tissus du systéme nerveux central chez la souris
155
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Substrats

Les 4 CATs pour lesquels une activité de transport a été observée reconnaissent les mémes
substrats comprenant les stéréoisomeres L de l'arginine et ses analogues, la lysine et
I'ornithine. La seule différence en terme de reconnaissance de substrats se trouve dans la
capacité de CAT1 de transporter la L-histidine sous sa forme protonée a pH faible, entre 5.5 et
7.5 19 alors que CAT3 en est incapable 1°3. CAT3 présente également une affinité plus faible
pour la lysine que CAT1 et CAT2-B 1*2,

Bien que les différents CATs reconnaissent les mémes substrats ils présentent des
caractéristiques de transport différentes. Ainsi, CAT1 a une affinité plus élevée pour les acides
aminés cationiques (Km compris entre 70 et 150 pM %6 140 que CAT3 (entre 200 et 500 uM)
152 157 ot CAT2-B 1°0 153, CAT2-A, lui, a une affinité pour les acides aminés cationiques, jusqu’a
10 fois moins importante que celle de CAT2-B mais une vitesse d’absorption maximale bien
plus élevée que les autres CATs (Tableau 5).

CAT1 et CAT3 peuvent également transporter des acides aminés neutres comme la
méthionine et la cystéine ainsi que des acides aminés anioniques tels que I'aspartate et le
glutamate avec des affinités cependant tres faibles rendant cela physiologiquement trés
improbable 152 141 151,

Diffusion facilitée

Les CATs permettent la diffusion facilitée des acides aminés cationiques et sont ainsi les seuls
uniporteurs d’acides aminés connus pour étre exprimés a la membrane plasmique. Cela est
db a la particularité de leurs substrats, les acides aminés cationiques, qui sont chargés
positivement a pH physiologique. Le milieu intracellulaire étant chargé négativement, cela
crée un gradient électrochimique négatif entre le milieu extracellulaire et intracellulaire,
« motorisant » ainsi la diffusion facilitée des acides aminé cationiques contre leurs gradients
de concentrations. Les activités de transport des CATs dépendent donc du potentiel de
membrane.

Ainsi, il a été démontré qu’une hyperpolarisation de la membrane induit une augmentation
de I'absorption de lysine dans les cellules de placenta 1°2 et d’arginine dans 2 lignées cellulaires
d’ovaires d’hamster 1*° par le systéme y*. De plus, ces études montrent également que la
dépolarisation de la membrane inhibe fortement I'absorption d’arginine et lysine par le
systeme y*. Cela est également observé dans des oocytes de xénope exprimant CAT1, dans
lesquels, I'hyperpolarisation de la membrane augmente l'influx d’arginine alors que sa
dépolarisation provoque I'efflux d’arginine préchargée %0, Le pH ayant également un effet sur
les charges des molécules et sur le potentiel membranaire, celui-ci a logiquement un impact
sur les activités de transport des CATs. Ceux-ci présentent toutefois des sensibilités au pH
différentes. En effet, le transport d’acides aminés cationiques par CAT1 et CAT3 varie trés peu
en fonction du pH et reste constant pour des pH compris entre 5.5 et 8.5 >3 161, |e transport
par CAT2-A et CAT2-B est, quant a lui, dépendant du pH. En effet, a pH 5.5, les activités de
transport d’arginine par CAT2-A et CAT2-B sont environ deux fois moins importantes qu’a pH
7.5 161,
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b. Les échangeurs hétérodimériques d’acides aminés cationiques (y'LATs)

Structure des hétérodimeres

Les transporteurs y*LAT1 et y*LAT2 font également partie de la famille de transporteurs des
SLC7 et plus particulierement de la sous-famille des transporteurs hétérodimériques d’acides
aminés (Tableau 6).

Tableau 6. Caractéristiques des transporteurs hétérodimériques d'AAC

Affinité
Meécanisme pour
Géne Transporteur Substrats de

transport

Capacité pour

Parginine Expression
ini

I'arginine
(1M)

Sous-unités catalytiques des transporteurs hétérodimériques

Intestin, rein, rate,

R, K, O leucocytes,
3822 pmol/mg lacenta youmon
SLC7A7 y*LAT1 contre Antiport 182 de P P ’
rotéine/min membrane
QH ML P basolatérale des
cellules épithéliales
R, K, O Cerveau, intestin,
contre 14.9-19.2 testicule, glandes
SLC7A6 y*LAT2 Antiport 120 pmol/oocyte/ salivaire, cceur,
Q,H,M,L, min rein, poumon,
AC thymus
AA
cationique 100 . . .
0s . Rein, intestin, foie,
SLC7A9  rBAT/b%*AT set AA Antiport 65 pmol/oocyte/
i placenta
neutres min
larges
Chaines lourdes des transporteurs hétérodimériques
Localisation L
SLC3A2 4F2hc - des y*LATS - - Ubiquitaire
Localisation de Rein, intestin, foie
SLC3A1 rBAT - - - ’ o
rBAT/BO+AT pancreas
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Ces transporteurs, sont comme leur nom l'indique, constitués de deux sous-unités protéiques,
une chaine légére faisant partie de la famille des SLC7 (de SLC7A5 a SLC7A13 et SLC7A15) qui
assure la fonction de transport de leurs substrats et une chaine lourde appartenant a la famille
des SLC3 qui ne compte que deux membres SLC3A1 et SLC3A2.

Parmi les transporteurs hétérodimériques, 3 transporteurs sont des transporteurs d’acides
aminés cationiques : rBAT/BO+AT constitués de SLC3A1 et SLC7A9 ainsi qu’y*LAT1 et y*LAT2
qui sont formés respectivement des chaines légeres SLC7A7 et SLC7A6 et de la chaine lourde
SLC3A2 (Tableau 6).

L’unité lourde SLC3A2

L’unité lourde codée par le géne SLC3A2 a plusieurs noms, elle est aussi nommée 4F2hc (4F2
cell-surface antigen heavy chain) et CD98hc (CD98 heavy chain). Cette protéine initialement
décrite comme faisant partie d’'un antigéne a la membrane cellulaire des lymphocyte T
conduisant a leur activation 62, s’est vue attribuer, depuis, de nombreuses fonctions. Elle est
impliquée dans la signalisation des B-intégrines 163 164 165 jouant un rdle dans la survie, la
prolifération, la migration, I'adhésion et la fusion cellulaires 166 167,

L'une des principales fonctions de 4F2hc reste I'adressage des sous-unités légeres SLC7 a la
membrane plasmique. Contrairement aux CATs qui sont glycolysés, ce qui permet I'intégration
des protéines membranaires d’intégrer les membranes biologiques %8, les sous-unités légéres
ne le sont pas, ce qui empéche leur intégration aux membranes biologiques. Pour intégrer les
membranes, les unités légéres se lient a la sous-unité lourde 4F2hc, qui elle est glycolysée,
par un pont disulfure au niveau d’un résidu cystéine (Cys-109) %° 170 |3 surexpression de
SLC7A6 et SLC7A7 sans la surexpression 4F2hc ne permet ni leur adressage dans la membrane
plasmique ni I'activité de transport d’y*LAT1 et y*LAT2 %¢°. Cependant, la surexpression de
4F2hc dans les oocytes de xénope induit des activités de transport correspondant au systéme
y*L Y71 172 et du systéme L 173 174 probablement dues a I'expression constitutive d’unités
catalytiques dans les oocytes 7> démontrant que I'expression de 4F2hc est un facteur limitant
pour I'absorption d’acides aminés par les transporteurs y*L.

Les unités légeres SLC7A6 et SLC7A7

Les acides aminés cationiques, du fait de leur charge positive, sont accumulés principalement
par les cellules via les CATs et I’hétérodimére rBAT/BO+AT. Cependant, pour assurer les
échanges inter-organes d’acides aminés cationiques, certains types cellulaires doivent étre
capables d’excréter ces acides aminés. Cette fonction est assurée par les transporteurs y*LAT
qui assurent cet efflux d’acides aminés cationiques des cellules épithéliales.

Initialement, y*LAT1 et y*LAT2 ont été identifiés par homologie avec LAT1, puis, il a été
démontré dans les oocytes de xénope, qu’ils fonctionnaient tel que le systéme y*L et non
comme le systéme L quand ils étaient co-exprimés avec 4F2hc 176 169
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En effet, y*'LAT1 et y*LAT2 sont des échangeurs strictes d’un acide aminé neutre avec un ion
Na* contre un acide aminé cationique rendant I’échange électroneutre 76 16° 177 (Figure 9).

Gin, Leu, His,

Met, Ala Na

Milieu extracellulaire
Membrane basolatérale

Milieu intracellulaire

Arg, Lys et Orn

Figure 9. Echange des acides aminés cationiques contre les acides aminés neutres par les
y+LATs

y*LAT1 est exprimé dans les poumons et le placenta mais principalement dans les cellules
épithéliales de l'intestin et des reins ou il est localisé a la membrane basolatérale. y*LAT2 est
également exprimé dans les reins et l'intestin, cependant le rapport de |'expression de
y*LAT1/y*LAT2 y est trés haut 178, y*LAT2 est cependant exprimé dans un plus large panel de
tissus que y*LAT1, incluant le cerveau, le cceur, les testicules 17°,

Substrats

Ces deux échangeurs ont beaucoup de caractéristiques en commun dont des affinités pour les
acides aminés similaires avec des Km pour I'arginine d’environ 182 uM pour y*LAT1 dans les
macrophages et de 145 uM pour y*LAT2 dans les fibroblastes 2. La seule différence se trouve
dans les acides aminés neutres qu'’ils transportent (Tableau 6). En effet, I'échange des acides
aminés cationiques par y*LAT2 est possible contre un spectre d’acides aminés neutres moins
large avec seulement la leucine, I’histidine, la méthionine et la glutamine *7° alors que y*LAT1
peut également transporter I'alanine.

Les transporteurs y*LATs peuvent également induire I'efflux des acides aminés neutres.
Seulement, I'efflux des acides aminés neutres nécessite des concentrations intracellulaires
élevées en Na®*. La concentration intracellulaire en Na* étant faible, le transport des acides
aminés neutres du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire par les y*LATs est
physiologiguement peu probable. L'efflux des acides aminés cationiques par les y+LAT peut
alors étre inhibée par une concentration trop élevée en Na*. En effet, I'élévation de la
concentration en sodium augmente |'affinité des transporteurs y*L pour les acides aminés
neutres, ceux-ci peuvent alors étre transportés a la place des acides aminés cationiques 1.
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c. Lesautres transporteurs d’acides aminés cationiques

Le transporteur rBAT/ b% AT

En plus des transporteurs y*LATs, et comme mentionné précédemment, il existe un autre
transporteur hétérodimérique d’acides aminés cationiques : rBAT/b%*AT. Ce transporteur est
également formé d’une sous-unité protéique lourde faisant partie de la famille des SLC3
appelée rBAT (SLC3A1) et d’une sous-unité légere de la famille SLC7 appelée b%*AT (SLC7A9).

rBAT/b%*AT est majoritairement exprimé a la surface apicale des cellules épithéliales
intestinales et rénales ol il permet I'absorption des acides aminés cationiques, contrairement
aux transporteurs y*LATs qui permettent leur efflux de ces cellules.

La sous-unité lourde, rBAT, permet I'adressage du transporteur b®*AT & la membrane
plasmique et plus particuliérement a la membrane apicale des cellules épithéliales 181 182 183,
I forme également, avec la chaine l|égére SLC7A13, le transporteur AGT1 (Sodium-
independent aspartate/glutamate transporter 1) ¥, Comme 4F2hc, rBAT ne présente aucune
activité de transport quand elle est exprimée seul, contrairement a SLC7A9 8>, Ces deux sous-
unités sont reliées par un pont disulfure ¢ et formeraient également des tétrameéres par
liaison non covalente entre les deux protéines rBAT &7,

La co-transfection de rBAT et b®*AT entraine une absorption d’arginine dans des cellules COS-
118 permettant ainsi I'influx d’acides aminés cationiques et également de cystine de maniére
Na* indépendante contre l'efflux d’acides aminés neutres (Figure 10) correspondant au
systéme b%* (Figure 10). L'influx d’acides aminés cationiques est favorisé par leur charge
positive, I’hyperpolarisation de la membrane augmentant I'influx d’arginine contre I'efflux de
leucine intracellulaire 8>,

Arg, Lys,
Orn et Cys

Milieu extracellulaire
0000000000000000000 o 00000000000000000000000
<
i ~
Membrane apicale S
000000000000000000000000 = 00000000000000008000
Milieu intracellulaire
AA neutres

Figure 10. Mécanisme de transport de rBAT/ b%*AT
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Le transporteur ATBY*

SLC6A14 ou ATBY* est un transporteur d’acides aminés faisant partie de la famille des
transporteurs de neurotransmetteurs dépendants du sodium et du chlorure (SLC6) et le seul
membre du systéme B%* décrit a ce jour (Tableau 4). Le transport d’acides aminés par ce
transporteur s’effectue du milieu extracellulaire vers le cytosol en symport avec deux ions Na*
et un ion CI'# (Tableau 7).

Tableau 7. Caractéristiques des autres transporteurs d'acides aminés cationiques

(Fiermonte et al., 2003), (Porcelli et al., 2015), (Porcelli et al., 2014), (Hatanaka et al., 2001), (Jézégou
et al.,, 2012) (Sloan et al., 1999)

Affinité
Mécanisme

Ll Capacité pour Expression
Géne Transporteur Substrats de Iarginine

I'arginine tissulaire
transport

(nM)

Transporteurs d’acides aminés neutres et cationiques

Poumon, trachée,
glandes salivaires et

AA
33.3 nmol/mg de mammaires,
SLC6A14 ATBO+ cationiques Symport 110-160 . / g . ! .
protéine/min estomac, intestin,
et neutres )
utérus, prostate,
testicule
Symport
R, K, O, A N, Na* 1.2 nmol/million de Cerveau, rétine, foie,
SLC38A4 SNAT4 4 300
C,G,S,T dépendant cellules/min rein, tissus adipeux
pour AA
neutres
Transporteurs mitochondriaux
O, R, K, Cit, . 3.0 I/gd .
SLC25A15  ORNTI ! Antiport 1580 nmol/g de Nombreux tissus
H protéine/min
R KO Cit 0.2 nmol/g de Foie, testicule, rate,
SLC25A2 ORNT2 T Antiport 710 o & ) poumon, pancréas,
H protéine/min . . !
intestin, cerveau, rein
R, K, O, Cit, . 0.2 /g d C 3 le, foie,
SLC25A29  ORNT3 ! Antiport 420-470 nmol/g de eur, muscie, foie
H protéine/min cerveau
Transporteurs lysosomaux
SLC66A1 PQLC2 R, O, H, K Uniport 2000-4000 112 pmol/oocyte/min Ubiquitaire
R,Q,H,P,K, . I
SLC38A9 SNAT9 Q'E L Uniport 3900 - Ubiquitaire
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SLC6A14 a été fonctionnellement caractérisé dans des cellules cancéreuses humaines 1. Bien
gue Kekuda et ses collaborateurs avaient d’abord montré que SLC6A14 ne transportait que
des acides aminés neutres, et non pas cationiques, il a été démontré par la suite qu’il
transporte un plus large spectre d’acides aminés, neutres et cationiques °*.

Il est en effet capable de transporter la plupart des acides aminés, mis a part la proline, le
glutamate et I'aspartate 8% et permet une importante accumulation intracellulaire de leucine,
glutamine et arginine 12 (Figure 11).

Arg, Lys et Orn 2 Na*
AA neutres Cr

Milieu extracellulai

ryyvy

Milieu intracellulaire

/I

Figure 11. Absorption Na+ et Cl- dépendante d'AA neutres et cationiques par ATB%*

Il présente une affinité importante pour I'arginine avec des Km compris entre 80 uM dans les
cellules épithéliales bronchiales humaines et 104 uM dans oocytes de xénope .1l est exprimé
principalement dans les poumons et la trachée '8 mais aussi dans le pancréas, les muscles
squelettiques, le placenta ainsi qu’a la membrane apicale des cellules épithéliales intestinales
et rénales (Tableau 7).

SNAT4A

SNAT4, codé par le géne SLC38A4, est un transporteur faisant partie de la famille des SNAT
(Sodium coupled Neutral Amino acid Transporter). Les SNAT sont des symporteurs d’acides
aminés neutres, et principalement de glutamine, dépendants du sodium et du pH
correspondant au systeme A (Tableau 4). SNAT4, comme les autres membres des SNATSs,
transporte des acides aminés neutres dont principalement la L-alanine suivie de I'histidine et
la glutamine de maniére Na* dépendante 13 (Figure 12) mais posséde des affinités inférieures
a celles de SNAT1 et SNAT2 pour ces acides aminés 1% 1% || a également été montré que,
contrairement aux autres SNATs 1°6 197 SNAT4 peut également transporter les acides aminés
cationiques indépendamment du sodium (Figure 12) avec une haute affinité comparé aux
acides aminés neutres 1°* (Tableau 7).

SNATA4 est exprimé dans le placenta 1° 1% et principalement dans le foie *°*. SNAT4 ayant une
affinité pour les acides aminé cationiques supérieure a CAT2-A, le seul autre transporteur
d’acides aminés cationiques connu pour étre exprimé dans le foie, il a été suggéré qu’il
pourrait étre la voie principale d’absorption des AAC par cet organe %4,
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A B

]
: Ala, His, Cys, Asn, Ser,
Arg ou Lys : Gly, Val, Thr, GIn et Met Na*
1
1
.y . I
Milieu extracellulaire 1
000000000000 0000000 w
1
1
0000000000 250000000000 2000000
Milieu intracellulaire

Figure 12. Absorption Na* indépendante des AA cationiques (A) et Na* dépendante des AA
neutres (B) par SNAT4

Les transporteurs mitochondriaux d’ornithine

Les transporteurs mitochondriaux (SLC25) représentent la famille de SLC regroupant le plus
de genes avec plus d’une cinquantaine de génes. lls permettent le transport de nombreux
substrats différents au niveau de la membrane interne des mitochondries 2%, Trois d’entre
eux, les transporteurs d’ornithine (ORNT), sont des transporteurs d’acides aminés
cationiques : ORNT1 (SLC25A15) , ORNT2 (SLC25A2) 29 et ORNT3 (SLC25A29) 2%2 |Is sont
exprimés au niveau de la membrane interne mitochondriale dans de nombreux tissus mais
ORNT1 est le transporteur prédominant 2°2,

Ces trois transporteurs partagent de nombreuses caractéristiques, ils peuvent transporter
I'arginine, la lysine, I'ornithine et I'histidine par uniport (diffusion facilitée) ou par échange
avec des acides aminés de la matrice mitochondriale 2°2 (Figure 13).
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AAC

/\ AC

Orn

A

/

O g
Cycle \
de

Arginosuccinate

Cytosol

AAC

Urée l'urée
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Figure 13. Transport mitochondrial des acides aminés cationiques par ORNT1, ORNT2 et
ORNT3

Connexion des réactions enzymatiques cytoplasmiques et mitochondriales du cycle de I'urée (rouge). Transport
des acides aminés cationiques par échange (vert) ou diffusion facilitée (bleu).

ORNT1 permet principalement la diffusion facilitée de L-arginine, alors que ORNT2 permet
I"'uniport d’un plus large spectre d’acides aminés comprenant les isomeéres L et D d’ornithine,
lysine, citrulline, histidine et arginine. ORNT1 et ORNT3 présentent des affinités supérieures
pour la L-arginine et la L-lysine 292292 glors qu’ORNT2 présente, quant a lui, plus d’affinité pour
I'ornithine et la citrulline 29! (Tableau 7). Ces transporteurs sont impliqués dans la synthése
protéiques des mitochondries et également dans le cycle de 'urée en reliant les réactions
cytosoliques et mitochondriales (Figure 17). En effet, les mutations génétiques de ORNT1 sont
liées au syndrome HHH (hyperornithinémie, hyperammoniémie, homocitrullinurie) qui est da
a un dysfonctionnement du cycle de I'urée et la synthése d’arginine 201 203,

Les transporteurs lysosomaux

PQLC2

Le transport PQLC2 (proline-glutamine loop containing 2), codé par le géne SLC66A1, est un
transporteur exprimé a la surface des lysosomes et qui permet I'efflux d’arginine, lysine et
histidine de la lumiére lysosomale au cytosol 204 205, Aprés dégradation des protéines par les
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lysosomes, la libération par PQLC2 des acides aminés lysosomaux changerait sa conformation
(voir Activation de la voie mTOR par les transporteurs d’acides aminés).

SLC38A9

SLC38A9 est également un transporteur exprimé a la membrane lysosomale. Premiérement
décrit comme un transporteur d’arginine, des études ultérieures ont montré que SLC38A9
transporte majoritairement des acides aminés neutres et particulierement la leucine, de la
lumiére lysosomale au cytosol 2% 297, Cependant, sa capacité a fixer de I'arginine intensifierait
I'efflux de leucine du lysosome vers le cytosol (voir Activation de la voie mTOR par les
transporteurs d’acides aminés).
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C- Roles physiologiques et régulations des TAACs

La lysine et I'arginine étant des acides aminés décrits respectivement comme essentiel et
semi-essentiel chez les mammiféres, les cellules doivent alors étre capables d’en absorber de
grandes quantités afin de maintenir leurs fonctions. La lysine et I’arginine sont des substrats
pour la synthese protéique et de polyamines qui sont impliqués dans la croissance et la
prolifération cellulaire. L'arginine est également un précurseur de nombreux métabolites
comme |'oxide nitrique (NO) qui régule les fonctions endothéliales et participe a 'immunité,
ou encore la créatine qui est un substrat énergétique du muscle. L’arginine est également
impliquée dans le cycle de I'urée qui permet I'élimination des déchets azotés de I'organisme.
De plus I'arginine et I'ornithine, un métabolite secondaire de I'arginine, sont synthétisés et
consommeés par des organes différents. Leur transport entre les différents organes est donc
primordial pour ’lhoméostasie de ces acides aminés dans I'organisme.

Les transporteurs d’acides aminés cationiques permettent I'absorption cellulaire et les
échanges de ces acides aminés entre les tissus. En influant sur les concentrations d’acides
aminés dans les cellules, ils jouent donc un réle dans les régulations des différentes voies
métaboliques utilisant les acides aminés cationiques comme celles précédemment citées.

a. Rodles physiologiques

Développement et croissance

Des études montrent que certains transporteurs d’acides aminés cationiques jouent un role
important dans la croissance et la prolifération cellulaire.

Chez la souris, la mutation de CAT1 dans des cellules souches embryonnaires de souris est
Iéthale. Les souris issues de ces cellules meurent un jour apres la naissance et montrent une
taille réduite d’environ 25% comparé aux souris de type sauvage 2°8 (Figure 14).

CAT1 SLC7A7

WT

Figure 14. Réduction de la croissance chez la souris induite par la délétion de CAT1 et SLC7A7

(Perkins et al., 1997) (Sperandeo et al., 2007).

54



De plus, la délétion de CAT1 dans les lignées cellulaires HG3 CLL, MCF-7 et T47D réduit
I’absorption d’arginine dans ces cellules, affectant leur prolifération et leur viabilité 2°°,

Le transporteur y*LAT1 est également impliqué dans le développement. En effet, la délétion
homozygote de SLC7A7 chez la souris provoque une croissance intra-uterine et périnatale
réduite ainsi qu’une augmentation de la léthalité chez ces souris 20 211 212 (Figyre 14). Cette
diminution de la croissance serait causée par l'altération de I'expression d’hormones de
croissance et d’IGF1 2% qui est essentiel a la croissance foetale chez la souris 213 214,

SNAT4 joue également un réle dans le développement chez la souris. Sa délétion paternelle
induit une diminution de la croissance feetale 2%°.

Le transporteur mitochondrial d’acides aminés cationiques ORNT1 est également impliqué
dans la prolifération cellulaire. Sa délétion dans les cellules de mélanome A375 réduit leur
prolifération et induit I"apoptose 21°,

M1 M2

Résolution de
l'inflammation ; pro-inflammatoires

Signhaux

Figure 15. Réle du transporteur CAT2-B dans I'activation des macrophages M1 et M2
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Synthese de NO et activation des macrophages

Les macrophages sont des cellules immunitaires capables de phagocytose et participant a
I'immunité innée et a I'immunité adaptative qui sont actives lors d’une infection ou une
inflammation. En fonction de signaux extracellulaires particuliers (présence de cytokines, de
LPS...), les macrophages peuvent se polariser selon 2 fagons différentes qui conduisent
notamment soit a la production d’oxyde nitrique (NO) et de citrulline grace a la NO synthase
(NOS), ce qui participe a la réponse pro-inflammatoire dite M1; soit a la production d’urée et
d’ornithine par I’arginase, ce qui constitue en partie la réponse de résolution de I'inflammation
dite M2 27 (Figure 15).

Comme l'arginine est le substrat de ces 2 voies de synthéses (NO et urée), 'activation des
macrophages induit un besoin élevé en arginine exogene, celle-ci n’étant pas synthétisée par
les macrophages. L'apport d’arginine aux macrophages régule alors I'activation de ces 2 voies
qui sont donc dépendantes des transporteurs d’acides aminés cationiques, de la régulation de

leur expression et de leur activité permettant ainsi de moduler I'activation des macrophages
218

Chez la souris, CAT3 et CAT2 ne sont pas constitutivement exprimés, contrairement a CAT1 21°
qui voit son expression diminuer lors de 'activation des macrophages 22°. CAT2, quant a lui,
est surexprimé lors des activation M1 et M2 des macrophages 2%°. L’absorption d’arginine et
la production de NO sont drastiquement diminuées dans les macrophages de souris CAT27/
réduisant leur prolifération et leur activation 1°° 222, Chez ’'Homme, il semblerait que I'apport
en arginine dans les monocytes primaires 2?! et les macrophages 22 ¥ nécessaire a leur
activation soit médié par les transporteurs y*LATs et plus particulierement par y*LAT1. Ces
résultats démontrent que les transporteurs y*LATSs, en plus de I'efflux des AAC des cellules
épithéliales peuvent également permettre I'influx d’acides aminés cationiques dans d’autres
types cellulaires tels que les monocytes primaires et les macrophages.

Absorption intestinale des acides aminés

Une association de transporteurs d’acides aminés cationiques aux membranes apicale et
basolatérale permet leur transport a travers les épithéliums intestinaux permettant
I'absorption des acides aminés cationiques de la lumiere intestinale apreés la digestion
d’aliments.
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Le transporteur majeur d’acides aminés cationiques exprimé a la surface apicale des
entérocytes et des cellules rénales est rBAT/BO0,+AT (SLC3A1/SLC7A9). L’absorption des acides
aminés cationiques de la lumiere intestinale issus de I'alimentation vers le cytosol des
entérocytes passe majoritairement par ce transporteur (Figure 16).

AA*
rBAT/b%*AT 8
AA*
AA
AAg
BOAT1 Al
Na*
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Figure 16. Transport des acides aminés a travers les entérocytes

AA* : acides aminés cationiques, AA™ : acides aminés anioniques, AAO : acides aminés neutres,
P : proline, G : glycine

Des mutations des genes SLC3A1 et SLC7A9 peuvent causer une cystinurie chez I'homme. La
cystinurie est caractérisée par des défauts d’absorption intestinale et de réabsorption rénale
des acides aminés cationiques et de la cystine. Des mutations de SLC3A1 223 224 et SLC7A9
(Feliubadald et al., 1999) en sont a 'origine démontrant le rdle primordial de rBAT/b%*AT dans
I'absorption de la face apicale des acides aminés cationiques.

Le transporteur ATB®" jouerait également un rdle dans I’absorption apicale des acides aminés
cationiques mais celui-ci serait plus exprimé au niveau du colon (Figure 16). En effet, la
délétion de SLC6A14 chez la souris induirait une réduction de I’'absorption d’arginine dans les
colons de ces souris par rapport a ceux des souris de type sauvage 2%,
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Figure 17. Transport des acides aminés cationiques a travers les entérocytes.

Les AA cationiques sont premiérement absorbés au niveau de leur face apicale par des transporteurs tels que
rBAT/b%*AT et ATB%*. Les AA neutres (AAo) sont, eux, absorbés par différents transporteurs d’AAo de la face
apicale puis transportés au niveau de la face basolatérale des entérocytes vers le plasma par d’autres
transporteurs d’ AAo. Les seuls transporteurs connus permettant I'efflux d’AA cationiques des entérocytes vers le
plasma sont les y*LATs (y'LAT1 et y*LAT2) qui échangent des AAo plasmatiques contre des AA cationiques
contenus dans les entérocytes. La majeure partie de I’efflux des AA cationiques vers le plasma semble s’opérer via
y*LAT1 chez les mammiféres.

Une fois les AAC absorbés dans le cytosol des entérocytes, ils doivent par la suite étre
transportés dans le plasma a travers la membrane basolatérale afin d’étre disponibles pour
les autres organes. Ce transport des CAA, du cytosol des entérocytes vers le plasma, est alors
assuré par les transporteurs y*LATs, ces derniers sont d’ailleurs les seuls connus a ce jour
assurant cet efflux depuis les entérocytes. Leur fonction est donc essentielle a I'absorption
des acides aminés cationiques par l'intestin. Il semble que cette fonction soit principalement
assurée par y*LAT1 (Figure 17). En effet, des mutations du génes SLC7A7 cause l'intolérance
aux protéines dibasiques avec lysinurie (IPDL) qui est due a une réduction de I'absorption des
acides aminés cationiques par l'intestin et la réabsorption par les reins 2?7, |l a également été
démontré que la délétion de SLC7A7 chez la souris provoque une diminution de I’absorption
intestinale et la réabsorption rénale des acides aminés cationiques 2! 212, y*LAT2, quant a lui
semble jouer un role moins important dans I'absorption intestinale des CAA car les effets
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délétéres des mutations ou délétions de SLC7A7 (y*'LAT1) ne peuvent étre compensés par
I’expression ou la surexpression d’y*LAT2 fonctionnel 21°,

Sperandeo et ses collaborateurs ont montré qu’une délétion de SLC7A7 induisait une
réduction de I'expression de SLC7A9 (b%*AT) 20 |’absence de SLC7A7 a la membrane
basolatérale des entérocytes empéchant I'efflux des acides aminés cationiques vers le plasma,
la diminution de I'expression de SLC7A9 observée pourrait étre mise en place pour empécher
I'accumulation d’acides aminés cationiques dans les entérocytes, ce qui suggere une relation
entre ces deux transporteurs permettant le flux d’acides aminés cationiques a travers les
entérocytes.

b. Régulation de I'expression des TAAC

b.1. Transcription et stabilisation des ARN messagers

Les transporteurs d’acides aminés cationiques sont impliqués dans de nombreuses voies
métaboliques et la régulation de leur transcription, traduction et modifications post-
traductionnelles sont diverses selon les transporteurs et les tissus étudiés. La grande majorité
des données disponibles quant a la régulation des transporteurs d’acides aminés cationiques
concernent majoritairement CAT1.

Carence en acides aminés

Lors d’une carence, les cellules mettent en place des mécanismes d’adaptation pour réduire
la consommation d’acides aminés en réduisant I'activité des processus anaboliques et en
favorisant la synthése d’acides aminés. De plus, les cellules en carence surexpriment des
transporteurs d’acides aminés afin d’augmenter leur capacité d’absorption des acides aminés.

Il a été montré dans différents types cellulaires que la carence en acides aminés induit une
augmentation de la transcription de CAT1 228, CAT1 est surexprimé quel que soit I'identité de
I'acide aminé considéré ,essentiel et semi-essentiel, causant la carence 2%°. Cette
augmentation de la transcription s’accompagne d’une augmentation du transport d’acides
aminés cationiques 230 231, Ces régulations de la transcription par la carence en acides aminés
sont notamment médiées par la voie GCN2 qui sera décrite dans la partie 3.

La délétion de CAT1 dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) entraine une
surexpression de CAT2 et CAT3 pour compenser |'absence de CAT1 **’. La délétion de SLC7A7
chez la souris, elle, induit la surexpression de CAT2 et de SLC7A6 219, Ces surexpressions de
CAT2, CAT3 et SLC7A6 pourraient étre dues a des carences en acides aminés cationiques
générées dans un premier temps par 'absence de CAT1 et SLC7A7.

En plus de 'augmentation de la transcription de CAT1, la carence en acides aminés augmente
également la stabilité de ’ARN messager (ARNm) produit. En effet, ’ARNm de CAT1 est
stabilisé au niveau de 'UTR 3’ (UnTranslated Region) 232 231, ’UTR 3’ de CAT1 contient ARE
(Adenylate-uridylate-rich elements) de 11 nucléotides. Ces ARE permettent le recrutement de
la protéine HUR (Human antigen R), aussi connu sous le nom d’ ELAVL1, qui augmente la
stabilité des ARNm en empéchant leur dégradation 233 234, La carence en acides aminés induit
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la fixation d’HuR sur I’ARE et empéche la dégradation de 'ARNm de CAT1 permettant sa
stabilisation 235 236,

Cytokines

Comme vu précédemment, certains transporteurs sont impliqués dans les processus
inflammatoires via I'activation des macrophages qui est notamment régulée par les cytokines
pro-inflammatoires (Figure 15). Ainsi, CAT2-B, voit sa transcription augmenter par les
cytokines pro-inflammatoires telles que I'interféron Y (IFN-Y) dans les macrophages chez le rat
(Hammermann et al., 2000) (Baydoun et al., 1999) ainsi que dans les cellules endothéliales
humaines 23’. Son expression est également induite par le TNFa dans les cellules HUVEC 237
147 Ces augmentations de la transcription de CAT2-B induites par ces cytokines pro-
inflammatoires sont régulées par la voie NF-kB 238 239, CAT2-B n’est pas le seul transporteur
d’acides aminés cationiques régulé par les cytokines pro-inflammatoires. CAT2-A et CAT1 sont
également induits par le TNF a dans la lignée de cellules épithéliales de la cornée (HCE) *#7 et
par 'IFN-Y dans les cellules de muscle lisse aortique de rat 23, alors que ce dernier réduit
I'expression de CAT1 aprés 9 heures de traitement dans les cellules HUVEC 237, y*LAT1
(SLC7A7) est également surexprimé au niveau protéique par I'IFN-Y dans les monocytes
humains mais pas la chaine légére d’y*LAT2 (SLC7A6) ainsi que la chaine lourde 4F2hc 2% alors
gue cette derniere est, au contraire, induite par I'IFN-Y dans les Caco?2 et les colons humains
et murins 240,

CAT2-B est également induit par les cytokines anti-inflammatoires (Figure 15), notamment par
les interleukines 4 (IL-4) et 13 (IL-13) dans les macrophages de souris et est accompagné par
une augmentation de I'absorption d’arginine alors que I'expression de CAT1 et CAT3 reste
identique. De plus, la délétion de CAT2-B dans les macrophages empéche |'accumulation
d’arginine induite par IL-4 et IL-10 28,

Ces données montrent que la régulation des transporteurs d’acides aminés cationiques dans
les processus inflammatoires est complexe et differe de par les cytokines impliquées et les
transporteurs régulés selon les tissus.

Effet de I'insuline

Il est connu que l'insuline régule I'’expression de certain transporteurs d’acides aminés dont
certains SNATs 2% et LATs 2*2. Llinsuline régule également I'expression de certains
transporteurs d’acides aminés cationiques. En effet, l'insuline augmente [|’absorption
d’arginine qui est associée a une augmentation de CAT1 et CAT2-B dans les myocytes
cardiaques de rat 243 2% et les cellules endothéliales humaines 24> 246,

Gonzalez et ses collaborateurs ont montré que I'insuline augmentait également I'abondance
du facteur de transcription Spl, pour lequel le promoteur du gene SLC7A1 contient 4
séquences consensus. Ces résultats suggerent que l'insuline induirait la fixation du facteur de
transcription Spl au promoteur de SLC7A1, ce qui induirait sa transcription et stabiliserait
I’ARNm produit 24>,
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b.2. Régulations traductionnelles et post traductionnelles

Internal Ribosome Entry Site

Lors d’un stress activant la réponse intégrée au stress (ISR) tels que I’hypoxie, les changements
de température ou la carence en acides aminés, la traduction canonique dépendante de la
coiffe est inhibée afin de réduire la synthése protéique globale en attendant des conditions
plus favorables ?*’. La carence en acides aminés réduit la formation du complexe elF4F
nécessaire au recrutement de la sous-unité 40S du ribosome dépendant de la coiffe,
notamment par la fixation de 4EBP a ce dernier qui empéche son association avec les autres
sous-unités protéiques du complexe (Figure 18A). Cependant pour faire face au stress et y
survivre, les cellules mettent en place des mécanismes de survie qui nécessite la traduction
des ARNm impliqués dans la réponse au stress malgré I'inhibition de la traduction générale.
Pour ce faire, la cellule peut recourir a des mécanismes de traduction alternatifs tels que
I"utilisation du site d’entrée interne du ribosome dit IRES (Internal Ribosome Entry Site).

L'IRES est une séquence présente dans I'UTR 5 qui forme une structure secondaire
permettant le recrutement des ribosomes a I’ARNm au niveau d’un cadre de lecture ouvert
(ORF) et permet la traduction de I’ARNm, tout en se passant de la coiffe et du complexe EIF4F
nécessaires a l'initiation de la traduction canonique (Figure 18B).

Ainsi, il a été montré chez le rat que 'ARNm de CAT1 comporte une séquence IRES dans son
UTR 5’ 23°, Fernandez et ses collaborateurs ont montré que lors d’une carence en acides
aminés, la traduction de CAT1 augmente grace a I'IRES présent dans son UTR 5’ et que
I'activation de la voie intégrée au stress (ISR) était nécessaire a cette traduction alternative
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Figure 18. Initiations de la traduction coiffe dépendante (A) et par I'IRES (B)
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La coiffe a I'extrémité 5’ de I’ARNm permet le recrutement d’EIF4E qui s’associe aux autres
sous-unités du complexe EIF4F. Le complexe EIF4AF formé, il permet le recrutement de la sous-
unité 40S du ribosome (A). La carence en acides aminés empéche la formation du complexe
EIF4AF au niveau de la coiffe, empéchant la traduction coiffe-dépendante des ARNm. Les ARNm
qui possédent des IRES peuvent continuer a étre traduit, la sous-unité 40S pouvant se fixer a
la structure secondaire formant I'IRES et permettre I'initiation de la traduction de ’ARNm (B).

Régulations par les protéines kinase C

Les protéines kinases C sont une famille de sérine/thréonine kinases phosphorylant de
nombreuses protéines différentes impliquées dans la prolifération, I'apoptose et la survie
cellulaire 2. L’activation de la protéine kinase C (PKC) diminue I'activité d’absorption des
acides aminés cationiques dans différents types cellulaires et les oocytes de xénope par les
CATs 2°0 251 252 (Rotmann et al., 2006) 2°3 ainsi que par les y*LATS, alors que I'inhibition de PKC
augmente leur absorption 2°%,

Curieusement, bien que l'activation de PKC réduit l'activité de transport des CATs, le
traitement au phorbol 12-myristate 13-acétate, un activateur de PKC, induit la transcription
de CAT1 et CAT2 (Gréaf et al., 2001) (Krotova et al., 2003) (Rotmann et al., 2007) %*° sans
augmenter, toutefois, les niveaux protéiques de CAT1 2°1 254 252 255 3insj que ceux de CAT3
(Rotmann et al., 2006).

Ceci suggere que PKC modifie I'activité de CAT1 et CAT3 par des modifications post-
traductionnelles. En effet, il a été suggéré que PKC régule l'activité de CAT1 en le
phosphorylant, CAT1 possédant des séquences consensus de phosphorylation de PKC 2°°.
Toutefois, Rotmann et ses collaborateurs ont montré que I'activation de PKC n’induisait pas
de phosphorylation de CAT1 2°° suggérant que PKC ne diminue pas I'activité de CAT1 en le
phosphorylant mais par un mécanisme indirecte.

La méme équipe démontrera que l'activation de PKC modifie I'activité de CAT1 et CAT3 en
réduisant leur localisation a la membrane plasmique en favorisant leur internalisation 2°> 2°6,
Cette internalisation serait induite par endocytose clathrine-dépendante. L’activation de PKC
induirait 'ubiquitination de CAT1 favorisant son endocytose et son transport vers les
endosomes tardifs et les lysosomes afin qu’il y soit dégradé 7.

Il existe plusieurs isoformes de PKC, I'utilisation de la toxine pertussique inhibe I'activité de
I'isoforme a et non des isoformes £ et A. Des traitement avec cette toxine augmentent
également I'absorption d’arginine par les cellules démontrant que la régulation des CATs
passerait principalement par PKCa 2%,

Pour autant, la régulation négative des TAAC par la protéine PKC ne semble pas étre un
processus universel et pourrait étre dépendante du transporteur considéré. En effet, certains
transporteurs voient au contraire leur activité et leur localisation a la membrane plasmique
augmenter suite a I'activation de PKC. Ainsi, il a été démontré que I'activation de PKC induit
une augmentation de I'activité de transport de I’arginine dans les macrophages 2°2. Il est
possible d’'imaginer que les mécanismes sous-jacents a cette augmentation des activités de
transports soient similaires a ceux observés dans les cellules HEK293 chez lesquelles
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I’activation de PKCa augmente également I'adressage de ATB%* & la membrane plasmique,
augmentant ainsi 'activité de transport des cellules. 2°°.

D- Données chez les poissons

Jusqu’a présent, la majorité des études menées chez les poissons s’est intéressée aux relations
entre les compositions des aliments et leurs répercussions fonctionnelles sur la physiologie
des organismes considérés. Cependant, les mécanismes moléculaires régulant I'absorption de
ces nutriments restent encore a élucider. Ainsi, I’étude moléculaire des transporteurs d’acides
aminés et des régulations de leurs expressions et activités chez les poissons n’a regu que tres
peu d’attention jusqu’a présent, aussi bien chez les poissons d’intérét agronomique que chez
les poissons modeles, tels que le poisson zebre (Danio rerio) ou le médaka (Oryzias latipes).

Régulations de I'expression des transporteurs d’acides aminés chez les poissons

La régulation postprandiale de la transcription des transporteurs d’acides aminés n’a été
étudiée que pour un nombre trés restreint d’entre eux (seulement 11 parmi la soixantaine de
transporteurs décrits chez les mammiferes) chez différentes espéces de poissons d’intérét
agronomique telles que la carpe 2, le tilapia 29122, le turbot 263, |a perche chinoise (Siniperca
chuatsi) %%* et la truite 2>, Concernant les TAAC, ces différentes études montrent qu’aprés la
prise alimentaire, CAT2 et y*LAT2 mais également les deux sous-unités de rBAT/b%*AT (SLC3A1
et SLC7A9) sont surexprimés suivant des cinétiques différentes. Dans I'intestin de la perche
chinoise CAT2 est surexprimé entre 6 et 24 h aprées le dernier repas alors qu’y*LAT2 présente,
lui, une premiere surexpression entre 1 et 3 h suivie d’'une autre a partir de 24 h et qui persiste
jusqu’a 96 h apres le dernier repas. Cette surexpression bimodale d’y*LAT2 montre que celui-
ci pourrait étre surexprimé potentiellement a la fois par des régulations hormonales suite a la
prise alimentaire mais également par une carence prolongée. y*LAT1, quant a lui, voit sa
transcription diminuer aprés un jour de carence chez la carpe 26°,

Dans une récente étude, Brezas et ses collaborateurs ont également montré que des truites
nourries avec un aliment a base de végétaux supplémenté avec de la lysine, de la méthionine
et du tryptophane libres voient I'expression post-prandiale de SLC7A9 et d’autres
transporteurs d’acides aminés de la membrane apicale des entérocytes affectée 2. De plus,
cette étude montre également que des lignées de truites présentant une bonne aptitude a
utiliser des aliments a base de végétaux voient I'expression de SLC7A9 et ASCT2 modifiée
comparativement a une lignée non adaptée aux aliments végétaux. En effet, SLC7A9 et ASCT2
sont plus exprimés dans l'intestin de truites non sélectionnées que dans l'intestin de truites
adaptées aux aliments végétaux. Ces résultats suggerent que I'expression intestinale des
transporteurs d’acides aminés est dérégulée par I'utilisation d’aliments végétaux et que
I’adaptation des truites a ces aliments impacterait leur expression.

Les aliments a base de végétaux et la supplémentation en acides aminés libres semblent donc
modifier I'expression de certains transporteurs d’acides aminés. Il a également été montré
que la présence de glycinine, un facteur antinutritionnel, induit une diminution de la

63



transcription des transporteurs CAT1 et ATBO,+ dans l'intestin de la carpe (Ctenopharyngodon
idella) 2%°. Par ailleurs, il a été observé qu’un aliment déficient en méthionine induit la
surexpression de CAT1 chez la truite 27,

Activités et roles

Aujourd’hui aucune étude n’a permis de déterminer les caractéristiques de transport
(substrats, affinités, capacités) d’un transporteur d’acides aminés donné chez les poissons.
Seul le transporteur de di/tripeptides PEPT1 a été récemment caractérisé chez le saumon par
clonage et surexpression de ses deux paralogues dans des oocytes de xénopes 2%,

De plus, peu d’études se sont penchées sur les voies de signalisations régulant et/ou régulées
par les transporteurs d’acides aminés cationiques chez les poissons, leurs réles physiologiques
et les effets de leur inhibition ou délétion. Seules 2 études ont été menées dans cette optique.
Ainsi, la délétion de CAT3 a été étudiée chez le poisson zébre chez qui I'absence de CAT3 induit
une diminution de la production de NO et augmente I'accumulation de gouttelettes lipidiques
dans le foie conduisant a une stéatose hépatique %%°. De méme, Asaoka et ses collaborateurs
ont étudié 'effet de la délétion génétique de SLC7A7 chez le médaka. Ainsi, il a été observé
qgue la suppression d’y*LAT1 chez le médaka réduit I'activation de la voie mTOR dans les
embryons, et impacte le développement des poissons selon leur axe gauche-droite 27°.

Ces deux études montrent que les transporteurs d’acides aminés cationiques pourraient jouer
un réle dans I’activation de la voie mTOR chez les poissons.

L’étude moléculaire de la régulation de I'expression de ces transporteurs par les nutriments
et les mécanismes de transport dont ils dépendent apparait donc primordiale pour mieux
comprendre comment les acides aminés sont absorbés chez la truite en fonction des sources
protéiques des aliments et notamment les aliments a bases de plantes et ainsi éventuellement
connaitre I'impact de possibles dérégulations de ces transporteurs d’acides aminés sur les
voies de signalisation et de facon plus large sur la physiologie et la croissance de cette espece
d’intérét agronomique.
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Partie Il : Les voies de signalisation cellulaire régulées par les
acides aminés

Lors de cette thése, nous nous sommes intéressés, en plus des transporteurs d’acides aminés
cationiques, aux effets des acides aminés sur 3 voies détectant leur disponibilité et régulant la
croissance : la voie GCN2 (General Control Nonderepressible-2), la voie mTOR (mechanistic
Target Of Rapamycin) et la macro-autophagie. La voie GCN2 permet de ressentir les carences
en acides aminés et induit la mise en place de mécanismes de survie face a ce stress telle que
la régulation de l'autophagie qui permet la libération d’acides aminés et d’acides gras
indispensables au métabolisme et a la production d’ATP en « digérant » des éléments
cellulaires lors de la carence. La voie mTOR, quant a elle, adapte I'anabolisme et le catabolisme
en fonction de la disponibilité en acides aminés ainsi que d’autres stimuli afin de promouvoir
la synthése protéique et la croissance des organismes.

A- La voie GCN?2

Lors d’une carence en acides aminés, les cellules régulent I'expression de nombreux génes
afin de mettre en place des mécanismes de survie. Ainsi, il a été montré qu’une carence en
leucine induit la surexpression de 420 génes dans des cellules de type MEF immortalisées 271
et 301 dans la lignée HepG2/C3A 272, Les génes surexprimés par la carence en leucine sont
impliqués notamment dans la synthése d’acides aminés, la protéolyse, la transcription, la
croissance, le cycle cellulaire, le métabolismes des lipides et la synthése de nucléotides 271 272,
Certains transporteurs d’acides aminés sont également induits tels que xCT, GlyT1, ASCT1,
ASCT2, LAT1 ainsi que les transporteurs d’acides aminés cationiques CAT1, PQLC2 et 4F2hc,

(la chaine lourde des y*LATs) 273 272 271,

Bien que la carence en AA régule I'expression de genes par différentes voies de signalisation
cellulaires impliquant notamment les facteurs de transcription NF-kB 274 27>, cJUN 276 et ATF2
(Activating Transcrition Factor 2) 277, la régulation de la transcription par la carence semble
étre principalement médiée par la voie GCN2. En effet, Deval et ses collaborateurs ont montré,
par la délétion de GCN2 dans des cellules de type MEF immortalisées, que la transcription de
61 % des génes surexprimés par la carence en leucine est dépendante de GCN2 271,

a. Activation de la voie GCN2 et arrét de la traduction

La voie GCN2 fait partie de la réponse intégrée au stress (ISR pour Integrated Stress Response)
qui est induite par différents stimuli incluant I’hypoxie, I'infection virale, le stress du réticulum
endoplasmique (RE) ainsi que les carences en glucose et en acides aminés. Ces divers stimuli
induisent |'activation de 4 kinases chez les mammiféres phosphorylant la méme cible, elF2a,
au niveau de son résidu sérine 51 (Ser51). La phosphorylation d’elF2a induit I'inhibition de la
synthése protéique d’une part et la transcription de génes impliqués dans la survie de la cellule
en induisant la traduction de facteurs de transcription dont ATF4 (Activating Transcription
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Factor 4). C'est cette convergence des réponses aux divers stress au niveau d’elF2a et ATF4
gui a donné son nom a I'IRS (Harding et al., 2003) (Figure 19).

Carence Stress Carence Infection
en AA du RE en héme virale
GCN2 PERK PKR

®
Ser51

Synthése | el F2 a >  ATF4

protéique globale
Genes
impliqués
dans la survie

Figure 19. La réponse intégrée au stress dans son ensemble

L’activation des kinases impliquées dans I'ISR induit la phosphorylation d’elF2a ayant pour
effet d’inhiber la synthése protéique globale et d’induire la traduction d’ATF4 qui lui-méme
amorce la transcription de genes impliqués dans la survie cellulaire.

Les différents stress et kinases initiant I’ISR

La phosphorylation d’elF2a est opérée, chez les mammiferes, par les kinases PKR (Protein
Kinase double-stranded RNA-dependent), PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase), HRI
(Heme Regulated Inhibitor) et GCN2. Les domaines catalytiques de ces kinases présentent une
forte homologie et leur permet de phosphoryler le résidu Ser51 d’elF2a 278, Ces kinases
partagent également des mécanismes d’activation et plusieurs d’entre elles peuvent étre
activées par un méme stress. Cependant, leurs fonctions principales consistent en la détection
du stress du RE pour PERK 27°, d’infection virale pour PKR 28 281 |3 diminution de la
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concentration cytoplasmique en hémine (héme de fer) pour HRI 282 283 et |a détection d’une
carence en acides aminés pour GCN2 284 (Figure 19).

Activation de la kinase GCN2

La fonction principale de GCN2 est de ressentir les carences intracellulaires en acides aminés
284 Lors d’une carence en acides aminés essentiels ou d’un défaut de synthése d’acides
aminés, les ARN de transfert (ARNt) non chargés s’accumulent dans les cellules 2%. Chez la
levure, GCN2 est activée par la fixation des ARNt non chargés sur un domaine relatif au HiRS
(histidyl-tRNA synthetase) qui lui permet de lier ces ARNt 286 287 | 3 fixation des ARNt par GCN2
induit son autophosphorylation au niveau des résidus Thr882 et Thr887 284, De plus, comme
pour les autres kinases d’elF2a sa dimérisation semble nécessaire a son activation chez la
levure 228 (Figure 20).
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Figure 20. Activation de GCN2 par la carence en acides aminés

La carence en AA induit une accumulation d’ARN de transfert non chargés dans les cellules. La kinase GCN2 les
fixent, ce qui entraine son homo-dimérisation et son autophosphorylation qui permettent son activation et la
phosphorylation d’elF2a

Cependant, chez les mammiféres, contrairement aux autres kinases d’elF2a, GCN2 forme déja
des homodiméres non actifs dans les cellules non carencées 2. Toutefois, comme pour les
autres kinases d’elF2a, son autophosphorylation, au niveau des résidus Thr882 et Thr887,
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activerait sa fonction kinase responsable de la phosphorylation d’elF2a 2°°. De la levure aux
mammiféres, la protéine GCN2 est trés conservée, notamment le domaine HiRS qui permet
une activation de GCN2 par liaison avec les ARNt non chargés, tel que ce qui a été observé

chez la levure 2°1.

Ainsi, GCN2 peut étre activée pharmacologiquement en inhibant la liaison des acides aminés
aux ARNt. Il a été observé que I'utilisation de dérivés alcooliques d’acides aminés, tel que
I’histidinol, un inhibiteur compétitif de I’histidyl-ARNt-synthétase qui empéche la fixation de
I’histidine sur I’histidyl-ARNt 22, inhibe la synthése protéique 2°3. En effet, les traitements par
perfusion avec ce type de dérivés alcooliques des acides aminés induisent une augmentation
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Figure 21. Activation de la voie GCN2 par I'halofuginone

L’halofuginone inhibe la prolyl-ARNt synthétase qui permet la fixation de la proline sur ’ARNt. Cette inhibition
induit une accumulation d’ARNt comme lors d’une carence en AA conduisant a I'activation de GCN2.

de la phosphorylation d’elF2a dans le foie de souris, ce qui n’est pas observé chez les animaux
n‘exprimant plus GCN2 2°*, L’halofuginone est un autre activateur de la voie GCN2
fonctionnant sur le méme principe que I'histidinol. L’halofuginone inhibe la prolyl-ARNt-
synthétase qui catalyse la liaison de la proline sur le prolyl-ARNt et active ainsi la voie GCN2
295 (Figure 21).
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GCN2 a également été montrée comme étant activée par les rayons ultraviolets (UV). Lors de
I'irradiation aux UV, les cellules augmentent leur production de NO par la NOS dont le substrat
est I'arginine. La production de NO réduirait la concentration intracellulaire en arginine,
activant GCN2 2°, GCN2 est également activée lors d’infections virales 2°7 2°8 et sa mutation
peut augmenter la susceptibilité de souris a un virus a ADN double-brin 2°°. L’activation de
GCN2 par les virus semble s’effectuer par la liaison des acides nucléiques de ceux-ci au
domaine HiRS comme cela a pu étre démontré par Berlanga et ses collaborateurs avec le virus
Sindbis 2°’. La carence en glucose peut également induire I'activation de la kinase GCN2 dans
des cellules cancéreuses 3%, vraisemblablement indirectement, en utilisant les acides aminés
comme source d’énergie alternative au glucose. Ceci conduirait a une carence en acides
aminés dans ces cellules cancéreuses induisant I'activation de GCN2.
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Figure 22. Inhibition de la traduction coiffe-dépendante par la phosphorylation d'elF2a

En condition basale, le complexe elF2 contribue a I'initiation de la traduction globale. L’activation de ce complexe
est réalisée par I'’échange d’un guanosine diphosphate (GDP) lié a la sous-unité elF28 contre un guanosine
triphosphate (GTP) par la protéine EIF2B. Le complexe elF2-GTP se lie alors a un méthionyl-ARNt (Met-ARNt) pour
former le complexe ternaire qui reconnait le codon initiateur de la traduction de 'ARNm et y permet le
recrutement des complexes ribosomaux qui initient la traduction. La phosphorylation d’elF2a empéche la fixation
d’elF2B au complexe elF2, inhibant ainsi la formation du complexe ternaire et arrétant la traduction coiffe-
dépendante.
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Les carences des différents acides aminés induisent la phosphorylation d’elF2a a des niveaux
différents. Dans les cellules HepG2, si toutes les carences en acides aminés essentiels (mis a
part la valine) conduisent a la phosphorylation de elF2a, les carences en leucine et thréonine
semblent étre celle qui induisent la plus forte élévation du taux de phosphorylation de elF2a
(environ 10 fois) 301,

Phosphorylation d’elF2a et inhibition de la synthése protéique globale

Comme mentionné dans la partie précédente, en condition de stress, les cellules arrétent la
traduction générale des protéines. La synthése protéique étant un processus consommant
beaucoup d’énergie, I'arrét de la traduction coiffe-dépendante permet de préserver I'énergie
pour assurer les fonctions essentielles a la survie des cellules. En condition basale, le complexe
elF2, constitué des sous-unités elF2y et elF2[3 contribue a l'initiation de la traduction globale
des ARNm 2%, ’activation de ce complexe permettant d’initier la traduction est réalisée par
I’échange d’un guanosine diphosphate (GDP) lié a la sous-unité elF2B contre un guanosine
triphosphate (GTP) par la protéine EIF2B qui se lie a eiF2a (Figure 22). Le complexe elF2-GTP
peut alors se lier a un méthionyl-ARNt (Met-ARNt) qui permet la reconnaissance du codon
initiateur de la traduction de I'’ARNm et le recrutement des complexes ribosomaux. En
condition de stress, la phosphorylation d’elF2a sur son résidu Ser51 par les kinases de I'ISR
inhibe I'’échange de GDP contre du GTP par elF2B, rendant impossible la formation du
complexe ternaire qui nécessite le GTP. L'inhibition de cet échange résulte en l'arrét de la
traduction globale coiffe-dépendante (Figure 22).

Pour autant, la phosphorylation d’elF2a n’a pas pour seul effet I'arrét de la traduction des
protéines. En effet, ce facteur joue aussi un réle important dans la mise en place des processus
nécessaires pour lutter contre les stress rencontrés et posséde donc un role primordial dans
le maintien de 'lhoméostasie cellulaire. Ceci a notamment été mis en évidence dans des
études qui ont utilisées des mutants non phosphorylables de la Ser51 d’elF2a. Ainsi,
I'introduction de ce mutant non fonctionnel dans les cellules les rendent plus sensibles au
stress et diminuent leur survie 302303 282 Cecj s’explique notamment par le fait qu’elF2a active
également des facteurs de transcription. En effet, dans le cas par exemple d’une activation
d’elF2a par une carence en acides aminés, GCN2 active elF2a qui elle-méme induit la
transcription de facteurs de transcription dont ATF4, qui est le plus caractérisé, dont le réle
est de notamment stimuler I'expression de genes impliqués dans la synthése et I'absorption
des acides aminés afin de mieux faire face a cette carence.

b. Régulation de la transcription par ATF4

Traduction d’ATF4

L'arrét de la traduction globale par les cellules n’est pas cependant suffisant pour permettre
aux cellules de faire face aux différents stress, celles-ci doivent également augmenter
I'expression de certains genes afin d’adapter leur réponse au stress. Ainsi, alors que la
traduction coiffe-dépendante est a I’arrét, la cellule induit la traduction de différents facteurs
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de transcription dont ATF4 afin d’initier la transcription des genes utiles a la résistance au
stress 394,
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Figure 23. Traduction d'ATF4 en condition de stress

En condition normale, le complexe ternaire est recruté au niveau des uORFs en amont de I’'ORF d’ATF4. La distance
séparant la fin de 'uORF2 et le début de 'ORF d’ATF4 est trop courte pour permettre la reformation du complexe
ternaire au niveau de I’ORF apreés sa dissociation au niveau de I'uORF2, empéchant ainsi la traduction de I'ORF
d’ATF4. En condition de stress, la phosphorylation d’elF2a ralentit la vitesse de reformation du complexe ternaire.
Le temps nécessaire a la reformation du complexe ternaire étant plus long, ce dernier n’est pas reformé assez
rapidement au niveau de 'uORF2. La lecture de I'uORF2 n’ayant pas lieu, cela permet la traduction de I'ORF
d’ATF4.

En situation de stress, le temps de reformation des complexes ribosomaux est allongé 3%, La
formation plus longue de ces complexes fait qu’ils ne sont pas reformés assez rapidement

pour traduire I'UORF2. Les complexes ribosomaux se reforment alors a temps au niveau de
I’ORF d’ATF4 permettant ainsi sa traduction.

Ce modele de régulation de la traduction par la phosphorylation d’elF2a est soutenu par des
résultats expérimentaux. En effet, les uORFs 1 et 2 sont hautement traduits en condition
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normale. Cependant, dans les conditions induisant la phosphorylation d’elF2a, la traduction
de ces UORFs est réprimée contrairement a celle de I'ORF d’ATF4. De plus, les mutations des
codons initiateurs des uORFs 1 et 2 induisent respectivement, une diminution de la traduction
d’ATF4 en condition de stress et sa traduction constitutive en condition normale 304 306
démontrant le role initiateur de I'UORF1 et inhibiteur de 'UORF2 dans la traduction d’ATF4 en

situation de stress.

Régulations de I'expression par ATF4

A la suite de sa traduction, ATF4 va pouvoir migrer vers le noyau et exercer son réle de facteur
de transcription. En effet, ATF4 fait partie de la famille ATF (Activating Transcription Factor)
qui comprend 8 membres, les ATF de 1 a 7 et B-ATF. La famille des ATF fait partie des bZIP
(basic leucince zipper) qui se fixent a I’ADN grace a leur domaine basique et forment des
homodiméres 3% ou des hétérodiméres avec d’autres facteurs de transcriptions bZIP tels que
NRF2, DDIT3 pour DNA damage-inducible transcript 3 aussi appelé CHOP (C/EBP-homologous
protein) et ATF3. ATF4 peut former des hétérodimeéres avec les facteurs de transcription C/EBP
(CCAAT/Enhancer-Binding Protein) et se fixer sur des sites de fixation spécifiques dans les
séquences promotrices de I’ADN de ses genes cibles, appelées CARE (C/EBP-ATF Response
Element). Le site de fixation CARE est composé de deux séquences consensus. La premiere
moitié de la séquence CARE comporte un site de fixation pour les facteurs de transcription de
la famille ATF alors que la seconde constitue un site de fixation pour ceux de la famille des
C/EBP. Les séquences CARE ont été identifiée dans différents génes et ont permis de définir la
séquence consensus : 5-TGATGXAAX-3’ (code IUPAC) (Figure 24).
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Figure 24. Fixation d'ATF4 sur les sites CARE dans les promoteurs de ses génes cibles

La phosphorylation d’elF2a induit la traduction d’ATF4. ATF4 se fixe alors a I’ADN sur les sites CAREs composé
d’un site de fixation pour les facteurs de transcription de la famille ATF et d’un site de fixation pour ceux de la
famille C/EBP. La fixation d’ATF4 sur ces séquences présentes dans les promoteurs des genes cibles de I'ISR induit
leur transcription.
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A la fin des années 1990 et le début des années 2000, des séquences permettant I'induction
de la transcription des genes CHOP et ASNS (asparagine synthétase), de facon dépendante des
acides aminés, ont été identifiées dans leurs promoteurs. Celles-ci correspondent a la
séquence CARE et sont appelées AARE (Amino Acid Response Element) dans le cadre de
I’étude de la réponse aux acides aminés (AAR).

Premiérement, une séquence de 7 nucléotides, 5'-CATGATG-3’, nécessaire a I'augmentation
de la transcription par la carence en leucine et asparagine identifiée dans le promoteur du
géne ASNS. En effet, Guerrini et ses collaborateurs, ont montré qu’en mutant cette séquence
dans les cellules Hela, la transcription d’ASNS induite par la carence en leucine et asparagine
est inhibée par la mutation de cette séquence qu’ils ont alors appelé AARE 3%, Par la suite, un
autre laboratoire, a identifié cette méme séquence, 5’-GTTTCATCA-3’, comme nécessaire a la
transcription d’ASNS pendant I’AAR mais également lors d’une carence en glucose et le stress
du RE qu’ils ont alors nommée NSRE (nutrient sensing-response element) 3%,

Une autre séquence également requise pour la transcription pendant I’AAR a été identifiée et
nommeée NSRE2. Les 2 NSRE sont distants de 12 nucléotides et 'altération de cette distance
supprime la transcription d’ASNS pendant I’AAR. Suggérant que l'interaction entre les facteurs
de transcription se fixant sur ces séquences NSRE est cruciale pour l'induction de la
transcription 310,

En parallele, Bruhat et ses collaborateurs ont identifié des séquences similaires dans le
promoteur de CHOP 3!, En clonant la région promotrice de CHOP, et en la combinant au géne
codant pour la luciférase, ils ont montré que la carence en acides aminés essentiels induit la
transcription du gene de la luciférase. Par la suite, en réalisant des mutations dans la séquence
promotrice, une séquence longue de 9 nucléotides, 5-ATTGCATCA-3' 312 3 été identifiée
comme nécessaire a la transcription de la construction luciférase en condition de carence en
leucine. Cette séquence différait alors par 2 nucléotides avec celle identifiée pour ASNS par la
suite 310,

Bruhat et ses collaborateurs ont pu déterminer, par mutation des nucléotides de la séquence
AARE de CHOP, sa séquence de base et I'ont défini comme étant : 5’-VTTDCRTCA-3’ (code
IUPAC) 313, Des séquences AARE ont ensuite été identifiées dans les promoteurs d’autres
génes dont les transporteurs d’acides aminés SNAT2 314, ATF3 31> et CAT1 3! conduisant a la
définition de la séquence consensus : 5’-VTTDCATCA-3’ 3%/,

Facteurs de transcription induits par ATF4

ATF4 régule la transcription d’autres facteurs de transcription appartenant aux familles ATF et
C/EBP entre autres. Les facteurs de transcription cibles d’ATF4 les plus décrits sont ATF5, ATF3
et CHOP.

ATF5 partage une forte homologie avec ATF4. Comme ce dernier, la région 5'-UTR de son
ARNm contient des uORFs permettant sa traduction lors de I'arrét de la traduction globale en
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condition de stress 318 319 || forme des hétérodimeéres avec ATF4 et des C/EBP et induit
I’expression de génes induits dans I'ISR tels que ASNS 329,

La transcription d’ATF3 est induite par ATF4 321322 3prés I'induction de I'ISR par GCN2 et PERK
323 324 Non seulement, ATF4 induit la transcription d’ATF3 mais 'ARNm de ce dernier est
également stabilisé par la protéine HuR 3%°, tel que décrit plus précédemment pour le
transporteur CAT1 dans la partie 2 23°. Cependant, ATF3 aurait principalement un effet
antagoniste a celui d’ATF4 en inhibant la transcription des génes induits par ce dernier 322 dont
sa propre expression. Toutefois, ATF3 peut subir un épissage alternatif et induire I'expression
d’une isoforme plus courte, qui elle, supporte I'action d’ATF4 324,

CHOP est également une cible d’ATF4 326 dont la transcription et la traduction sont rapidement
et fortement induites apres activation de I'ISR. En effet, 'UTR-5’ de CHOP contient des uORFs
qui permettent sa traduction lors de I'arrét de la transcription globale comme pour ATF4 3%7,
Comme ATF3, CHOP réprime la transcription de certains génes cibles d’ATF4 comme ASNS 328,
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Rétrocontrole et mort cellulaire

Ainsi, les facteurs de transcription tels que CHOP et ATF3 permettent d’opérer un
rétrocontréle de la transcription de certains genes cibles d’ATF4. La transcription de CAT1 est
par exemple induite par ATF4 et par la suite réprimée par ATF3 36 (Figure 25).
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Figure 25. Mécanismes de rétrocontréle de la voie elF2a/ATF4

Certains génes cibles d’ATF4 sont d’autres facteurs de transcriptions tels que CHOP et ATF3 qui se fixent
également sur les séquences CARE. Leurs fixations aux séquences CARE peut empécher la liaison d’ATF4 et
empécher 'augmentation de la transcription de ses genes cibles. ATF4 induit également la transcription de
GADD34 qui induit la déphosphorylation d’elF2a et donc un rétrocontréle de I'ISR.

Il a également été démontré que TRB3 (Tribbles homolog 3) opére un rétrocontrdle sur la
transcription des cibles d’ATF4 en se fixant sur les CAREs 32°, De plus, ces facteurs de
transcription peuvent également opérer, avec ATF4, un rétrocontr6le en amont de la
transcription par ATF4 en inhibant la phosphorylation d’elF2a. En effet, ils induisent la
transcription de GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD34) 330 323
31 qui participe a la déphosphorylation d’elF2a 332 333 (Figure 25) en interagissant avec la
phosphatase PP1 (Protein Phosphatase 1) et en la conduisant vers elF2a 334, Ce rétrocontréle

permet alors de relancer la traduction coiffe-dépendante a la fin de la phase de stress.
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Si le stress reste induit, cette reprise de la traduction peut faire basculer les mécanismes de
survie mis en place par la cellule vers des processus de mort cellulaire en traduisant les ARNm
de protéines pro-apoptotiques 33. En effet, les facteurs de transcriptions tels qu’ATF3 et CHOP
sont impliqués dans I'induction de I'apoptose. En situation de stress prolongé, CHOP induit la
transcription de genes pro-apoptotiques tels que BIM (Bcl2-interacting mediator of cell death)
335 PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) 33¢ 337 et des récepteurs de mort DR4 et
DRS5 338339340 En plus d’initier la transcription de ces facteurs pro-apoptotiques, CHOP inhibe
en paralléle la transcription de génes anti-apoptotiques tels que BCL2 (B-cell lymphoma 2) 34!
342 ot BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) qui empéchent la perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale 343,

Réponses différentes selon la nature de la carence

De facon intéressante, la régulation de I'expression des génes différe selon les acides aminés
mangquants. En effet, le nombre de génes dont la transcription est induite par la carence en
leucine (301) est différent de celui des génes surexprimés par la carence en cystéine (407)
dans les cellules HepG2/C3A. De plus sur ces genes dérégulés par la carence en leucine et
cystéine, seuls 57 sont communs aux deux carences 2’2, Bien que la signalisation de la carence
en AA converge vers ATF4, les carences en différents acides aminés induisent, comme pour la
phosphorylation d’elF2q, la traduction d’ATF4 a des niveaux plus ou moins importants 3% qui
ne sont pas corrélés avec les niveaux de phosphorylation d’elF2a. Par exemple, bien que la
carence en valine n’induit pas de phosphorylation d’elF2a, elle induit étonnamment
I’expression d’ATF4 la plus importante 301, Il est donc possible que 'augmentation des niveaux
protéiques d’ATF4 induite par la carence en valine soit indépendante de la phosphorylation
d’elF2a. Il a en effet été montré que la carence en acides aminés pouvait induire la
phosphorylation d’EIF2B indépendamment d’elF2a 3**. La phosphorylation d’elF2B diminuant
son activation de la traduction coiffe-dépendante, il est possible que la carence en valine
induise la traduction d’ATF4 de fagon indépendante de la phosphorylation d’elF2a.

Les divers acides aminés ont également différents effets sur la transcription des cibles d’ATF4.
La carence en acides aminés essentiels, semi-essentiels mais aussi en certains acides aminés
non essentiels (asparagine, aspartate, alanine, glutamate et sérine) induit la surexpression de
CHOP 34> 312 ot ASNS 346 avec des niveaux de surexpression différents. De plus, selon I'acide
aminé manquant dans le milieu, I'activité au niveau des promoteurs de ces génes varie 3*7. En
effet, Jousse et ses collaborateurs ont démontré que, dans les cellules Hela, la carence en
méthionine induit une forte activité luciférase au niveau du promoteur de CHOP alors que
celle-ci est moins importante pour le promoteur d’ASNS. De facon, intéressante, les carences
en leucine, cystéine, asparagine et histidine induisent, quant a elle, une activité luciférase plus
importante au niveau du promoteur d’ASNS que pour celui de CHOP 347,

L’'ensemble de ces données suggerent que selon les acides aminés manquant différentes voies
seraient impliquées dont la voie GCN2. Bien que les régulations de I'ISR et de GCN2 convergent
vers la phosphorylation d’elF2a et I'induction de la transcription par ATF4, il semble que des
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acteurs moléculaires permettent d’adapter les réponses aux différentes carences en acides
aminés. |l est possible que ces différences puissent s’effectuer, entre autres, via les
partenaires de dimérisation d’ATF4 qui permettraient la liaison a différentes séquences dans
les promoteurs des divers genes cibles.

c. Rodle physiologiques de GCN2

Cibles impliquées dans le métabolisme

Lors de I'induction de I'ISR, il a été montré que I'augmentation de la transcription de genes
impliqués dans la néoglucogénese tel que PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) est
aussi dépendante d’ATF4 348, Des études ont également montré que des génes inhibiteurs de
la signalisation de I'insuline via la voie Akt, tel que TRB3 (Tribbles homolog 3) 34° 350 351 sont
surexprimés par ATF4. En outre, ATF4 induit également la surexpression des inhibiteurs de la
voie mTOR, tels que REDD1 (protein regulated in development and DNA damage response 1)
et sestrin2 352 353 354 ‘montrant que I'ISR peut participer a I'inhibition de mTOR lors de stress
tels que la carence en AA. Il a également été démontré que la voie GCN2 induit la
surexpression de génes autophagiques 3> dont les mécanismes seront également décrits plus
précisément dans la partie de ce manuscrit traitant de la macro-autophagie.

ATF4 induit également la transcription de génes impliqués dans le métabolisme des acides
aminés tels que des synthétases d’ARNt et ASNS 321 356 357 326 ) synthétise de |'asparagine et
du glutamate a partir, respectivement, d’aspartate et de glutamine 3°8. La régulation de
I’expression d’ASNS par I'ISR a été fortement étudiée. Ainsi, ASNS est régulierement utilisée
dans les études de I'ISR comme un marqueur de son induction (Ye et al., 2010) 360 361,

Certains transporteurs d’acides aminés voient également leur transcription augmenter par
I’action d’ATF4. Il a en effet été démontré que les surexpressions d’ASCT1 3°°, ASCT2 30, de
4F2hc 32! et des chaines légeéres de xCT 32 et LAT1 32! sont dépendantes d’ATF4. SNAT2 363 et
CAT1 3%, qui sont également surexprimés par ATF4, sont souvent utilisés comme des
marqueurs de I'activation de I'ISR 36> 360, tout comme ASNS.

Réle de GCN2 dans la régulation de la prise alimentaire

Les acides aminés essentiels provenant de I'alimentation, il est important pour les animaux de
discriminer les aliments qui les contiennent en quantité suffisante et ceux qui en sont
« dépourvus ». Il a été démontré que la prise alimentaire des animaux est réduite lorsqu’ils
sont nourris avec des aliments pauvres en un acide aminé essentiel, ces animaux développant
alors une aversion pour ces aliments 3%, Des travaux ultérieurs ont montré que cette
régulation est opérée par la région cérébrale du cortex pyriforme antérieure (APC) 3¢7. En
effet, des lésions opérées dans I’APC annulent I'aversion pour les aliments déséquilibrés en
acides aminés essentiels chez le rat 38 et le poulet 3%°. Cette aversion peut également étre
supprimée par 'injection dans ’APC de I'acide aminé limitant dans I'aliment 37° 37! alors que
I'injection de dérivés alcooliques d’acides aminés tels que le thréoninol et le leucinol réduit la
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prise alimentaire en inhibant par compétition I'acylation des ARNt 372, GCN2 étant activée par
les ARNt non chargés, cela suggere que GCN2 est bien impliquée dans la diminution de la prise
alimentaire induite par les aliments déficients en acides aminés essentiels. Cela a été
démontré par la délétion de GCN2 dans I’APC de rats. En effet, la délétion de GCN2 annule la
diminution de la prise alimentaire provoquée par des aliments déficients en AAE et observée

chez des animaux de type sauvage 372373 374,

d. La voie GCN2 chez les poissons

Comme pour les transporteurs d’acides aminés, la voie GCN2 et I'ISR ont été peu étudiées
chez les espéces de poissons. Cependant, au début des années 2000, elF2a a été caractérisée
dans des lignées cellulaires de truite et de poisson zébre. Les protéines elF2a de la truite et du
poisson zébre partagent respectivement 93 et 91 % d’homologie avec la protéine humaine et
ces sites de phosphorylation sont conservées chez ces deux poissons 37>, De plus, cette étude
montre que les protéines elF2a de la truite et du poisson zébre peuvent étre phosphorylées
par les kinases d’elF2a mammiféres HRI, PKR et PERK ainsi que par des stress similaires a ceux
qui sont connus chez les mammiféeres (stress du RE, infection virale). Malheureusement, la
phosphorylation d’elF2a par GCN2 et la carence en acides aminés n’a pas été testée dans cette
étude. Toutefois, il a été observé chez la truite que la phosphorylation d’elF2a répond a la
déficience en méthionine dans le muscle 3¢ et le foie 35> 31, De plus, des génes cibles de GCN2
chez les mammiferes tels que CAT1, SNAT2, ASNS et CHOP chez des truites nourries avec des
aliments déséquilibrés en méthionine 365361377,

Dans la plupart des études chez les poissons d’intérét agronomique, la voie GCN2 est étudiée
par la phosphorylation d’elF2a et |a transcription de génes cibles connus chez les mammiféres
comme étant des cibles de GCN2 tels que ATF4, ASNS et CHOP. Cependant, aucune étude ne
permet de lier la surexpression de ces génes et la phosphorylation d’elF2a a GCN2,
pharmacologiquement ou génétiquement.
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B- La voie mTOR

Découverte de la voie mTOR

La rapamycine est un agent microbien antibiotique découvert suite a des préléevements de
bactéries sur I'lle de Rapa Nui (d’ou elle tire son nom), réalisés en 1964 (lle de Paques) 378. Des
analyses ultérieures ont montré que ce composé inhibait le signal nécessaire a la croissance
et la prolifération des eucaryotes, sans en connaitre complétement le mécanisme. C'est en
1994, lors d’études menées chez la levure Saccharomyces cerevisiae, qu’a été identifiée la
protéine TOR pour Target Of Rapamycin comme étant la cible directe de la rapamycine 37°.
Apres 30 ans d’études par de nombreux laboratoires, TOR a été renommée mTOR (pour
mechanistic Target Of Rapamycin) et apparait désormais comme un acteur majeur de la
signalisation cellulaire et du métabolisme des eucaryotes qui régule la croissance en fonction

de divers stimuli environnementaux.

a. Les deux complexes de mTOR

mTOR est une sérine/thréonine kinase constituant la protéine catalytique de deux complexes
multiprotéiques différents, les complexes mTOR 1 (mTORC1) et 2 (mTORC2) (Figure 26).

mTORC1 mTORC2

<«

RAPTOR , PRAS40

PROTOR RICTORT MAPKAP1

DEPTOR

DEPTOR mLST8

Figure 26. Structure des complexes mTORC1 et mTORC2

Ceux-ci different par leurs constituants protéiques, leurs régulations, leurs cibles ainsi que leur
sensibilité a la rapamycine. En effet, mTORC2 y est tres peu sensible contrairement a mTORC1
380 bien qu’une exposition prolongée a la rapamycine conduise a I'inhibition de mTORC2 381,

Constitution des complexes mTORC1 et mTORC2

Le complexe mTORC1 est constitué de mTOR et des protéines mLST8 (mammalian lethal with
SEC13 protein 8) et RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of mTOR). mLSTS8, aussi connue
sous le nom GBL (G protein Beta subunit-Like), permet la stabilisation du complexe mTORC1
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en facilitant la liaison de RAPTOR et mTOR ainsi que celle de son site actif augmentant son
activité kinase 382, RAPTOR est, quant a elle, essentielle a la liaison entre le complexe mTORC1
et ses substrats. En effet, RAPTOR se lie au protéines présentant des motifs particuliers
appelés TOS (TOR Signaling) que contiennent les cibles de mTOR telles que 4EBP1 (elF4E
Binding Protein 1) 38 et S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase 1) 38 385 En plus de mLST8 et
RAPTOR deux protéines inhibitrices peuvent également se lier au complexe mTORC1. L'une
d’elle, PRAS40 (Proline-Rich Akt Substrate 40 kDa) se fixe a RAPTOR et empéche la liaison des
substrats de mTORC1 a RAPTOR 32, |’autre inhibiteur, DEPTOR, se lie directement 8 mTOR et
inhibe donc Iactivité des deux complexes mTORC1 et mTORC2 3% (Figure 26).

MTORC2 est composé, tout comme mTORC1, des protéines mTOR et mLST8 qui permet la
stabilisation du complexe 388 38 ainsi que des protéines RICTOR (Rapamycin-insensitive
companion of mTOR), PROTOR (Protein observed with Rictor) et MAPKAP1 (Mitogen-
activated protein kinase 2-associated protein 1) aussi connue sous le nom de mSIN1 (Stress-
activated map kinase-interacting protein 1) qui lui sont exclusives. RICTOR est essentielle a
I’assemblage de mTORC2, améliorant sa stabilité et ses interactions avec ses substrats 3%,
MAPKAP1 permet la phosphorylation d’Akt par mTORC2 3! qui intervient dans Iactivation de
mTORC1. RICTOR permet la fixation de MAPKAP1 et PROTOR au complexe mTORC2 392 (Figure
26).
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b. Roles cellulaires

Facteurs de
Acides croissance
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mTORC1
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Figure 27. Réles principaux de mTORC1

Le complexe mTORC1 permet a la cellule d’adapter les fonctions anaboliques et cataboliques
en fonction notamment de la disponibilité en acides aminés, des facteurs de croissance et du
niveau énergétique, en régulant notamment la traduction coiffe-dépendante, la biogénese
ribosomale, la synthese de lipides, les fonctions mitochondriales et en inhibant les processus
cataboliques telle que I'autophagie (Figure 27).

Synthese protéique

Au cours de la régulation de la traduction, la disponibilité d’elF4E est un point essentiel.
Lorsque la voie mTOR est inactive, la protéine 4EBP1 se lie a elF4E inhibant de maniere
compétitive son association avec le complexe EIF4F (Gingras et al, 1999). L’'inhibition de la
liaison entre elF4E et le complexe EIFAF empéche la liaison de ce dernier a la coiffe des ARNm,
inhibant ainsi l'initiation de la traduction coiffe-dépendante (Figure 27). Lorsque mTORC1 est
activé, il phosphoryle 4EBP1, inhibant sa liaison avec elF4E 3°3 3% (Figure 28). Celui-ci est alors
disponible pour se lier au complexe EIF4AF et a |a coiffe des ARNm induisant une augmentation
de la traduction coiffe-dépendante. Le complexe mTORC1 est la kinase majeure de 4EBP1 3°°,
MTORC1 se fixe a 4EBP1, au niveau de sa TOS, grace a RAPTOR permettant sa phosphorylation
par mTOR 383,
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Figure 28. Régulation de la synthése protéique par mTORC1

L’activation de mTORC1 induit la synthese protéique d’une part en activant les polymérases | et Il ainsi que la
biogénése ribosomale en phosphorylant la kinase S6K1 et d’autre part en levant I'inhibition du complexe initiateur
de la traduction EIF4F par 4EPB1 en phosphorylant cette derniére.

MTORC1 phosphoryle également, aprées liaison de RAPTOR a sa TOS, la protéine S6K1 au
niveau de son résidu Thr389 3%, Cela crée un site de fixation pour PDK1 (3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1) 3%, une protéine impliquée dans I'activation de mTOR par
I'insuline via Akt, et permet la phosphorylation de S6K1 au niveau de son résidu Thr229 est

également requise pour une activation compléte 398 399,

L’activation de S6K1 induit 'activation des ARN polymérases | et Ill qui synthétisent 'ARN
ribosomique, le principal constituant des ribosomes 4% (Figure 28). De plus, S6K1 active
également la protéine EIF4B qui est un régulateur positif de la traduction coiffe-dépendante
levant I'inhibition de PDCD4 sur elF4A, un élément du complexe EIFAF 491, S6K1 phosphoryle
également la protéine ribosomale S6 qui est un élément constitutif de la sous-unité
ribosomale 40S, nécessaire a l'initiation de la traduction (Figure 28). Cependant le role de la
phosphorylation de S6 sur l'initiation de la traduction reste ambigu. En effet, la délétion des 5
sites de phosphorylation de S6 dans des cellules MEF n’a aucun effet sur I'efficacité de la
traduction bien qu’elle réduise la taille des cellules #%2. L’inhibition de mTORC1 par la
rapamycine inhibe les phosphorylations de 4EBP1 et de S6K1 403 404,
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Synthese lipidique

Lorsque mTORC1 est activé en période d’abondance de nutriments, celui-ci n’induit pas
seulement la synthése protéique mais également la lipogenése. Il avait été démontré que des
traitements a la rapamycine réduisaient I'expression de genes impliqués dans la synthése
lipidique 4% 4%, En effet, mTORC1 régule I'expression de nombreux génes impliqués dans la
lipogenese en régulant I'expression des facteurs de transcription SREBPs (Sterol Regulatory
Element-Binding Protein) 407 408 407 De plus, I'activation de mTORC1 ne régule pas seulement
la transcription des SREBPs, mais également leur activité 4%° 407 410, mTORC1 phosphoryle et
inactive lipin-1, un inhibiteur des SREBPs. Sa phosphorylation induit son exclusion du noyau,
supprimant son inhibition de la transcription par les SREBPs 4. S6K1 joue également un réle
dans la régulation des SREBPs en induisant leur clivage au niveau de |'appareil de Golgi,
permettant leur relocalisation vers le noyau et donc leur activité de transcription des genes
impliqués dans la lipogenése 499 410,

Certaines études montrent que la déplétion de SREBPs dans les cellules réduit leur
prolifération alors que la voie mTOR est activée 4%9 410, Ceci démontre qu’une partie du rdle
gue mTORC1 joue sur la prolifération cellulaire, est due a sa régulation de la syntheése lipidique
par les SREBPs.

Meétabolisme mitochondriale

MTORC1 régule également le métabolisme et la biogénése mitochondriale. En effet, des
études montrent que l'inhibition de mTORC1 par la rapamycine réduit le potentiel de
membrane mitochondrial, la consommation d’oxygéne et la production d’ATP %12 ainsi que
I’expression de génes impliqués dans les réactions de phosphorylation oxydative via le facteur
de transcription PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) #13. De plus, la délétion de RAPTOR réduit la biogénése mitochondriale induite par PGC-
1a 4% probablement en inhibant I'interaction de mTORC1 avec PGC1-a 43,

MTORC1 induit également I'activation du facteur de transcription impliqué dans la régulation
de fonctions mitochondriales, HIF1la (Hypoxia Inducible Factor 1 a). HIF1la présente, tout
comme 4EBP1 et S6K1, un motif TOS permettant la fixation de mTORC1. La mutation du motif
TOS d’HIF1a inhibe son activité de transcription sans affecter sa localisation nucléaire 4%°.
L'induction de la transcription d’HIFla est induite par mTORC1 via I'activation, par
phosphorylation, du facteur de transcription STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3). De plus, I'induction de la traduction, par les phosphorylations de 4EBP1 et
S6K1, augmente la traduction de HIF1a #!°. L’activation de HIF1a induit I’expression de génes
impliqués dans la glycolyse et des transporteurs de glucose afin d’augmenter I’oxydation du
glucose lors de I’activation de mTORC1 492,
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Catabolisme

Au-dela de favoriser I’'anabolisme, mTORCL1 inhibe le catabolisme autophagique a différentes
étapes incluant l'initiation, la nucléation, I’élongation et la maturation des autophagosomes
ainsi que la biogénése lysosomale. Les mécanismes permettant I'inhibition de I'autophagie
par mTORC1 seront détaillés dans la partie autophagie du manuscrit (Inhibition par la voie
mTOR).

c. Régulations de la voie mTOR

Régulations par les facteurs de croissance

La régulation de mTORC1 par les facteurs de croissance converge vers le complexe TSC
(Tuberous Sclerosis Complex). Ce complexe fonctionne comme une GAP (GTPase-Activating
Protein) de la protéine Rheb (Ras homolog enriched in brain). Rheb, qui, lorsqu’elle est
couplée a un GTP, est active et induit I'activation du complexe mTORC1 a la surface des
lysosomes.

Facteurs de
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Figure 29. Activation de mTORC1 par l'insuline et les facteurs de croissance

La fixation de l'insuline a son récepteur induit la phosphorylation de I'lRS1 permettant son interaction avec la
kinase PI3K induisant son activation. PI3K phosphoryle alors PIP2 pour former PIP3 qui permet le recrutement de
PDK1 qui phosphoryle Akt sur son résidu Thr308. Les facteurs de croissances activent mTORC2 qui phosphoryle
Akt sur son résidu Serd73. Ces deux phosphorylations induisent I'activation d’Akt qui active mTORC1 en inhibant
le complexe TSC par phosphorylation qui inhibe lui-méme Rheb et en levant également I'inhibition de PRAS40 sur
mTORC1 par phosphorylation.

En conditions nutritives riches, I'insuline et le facteur de croissance analogue a l'insuline 1
(IGF1) se fixent a leurs récepteurs respectifs sur la membrane plasmique. La fixation de ces
hormones sur leur récepteur induit la phosphorylation de I'IRS (Insulin Receptor Substrate).
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La phosphorylation de I'IRS induit un changement conformationnel qui permet son interaction
avec la kinase PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) qui induit I’activation de cette derniére 47
(Figure 29).

Par la suite, PI3K phosphoryle le phospholipide PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate)
formant le PIP3 (phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphate). Le PIP3 formé dans la membrane
plasmique permet le recrutement des kinases PDK1 et Akt a la membrane. PDK1 phosphoryle
alors Akt au niveau de son résidu Thr308 418419 Afin qu’Akt soit pleinement fonctionnelle, elle
doit étre phosphorylée sur une autre sérine (Ser473). La phosphorylation de ce résidu est
opérée par mTORC2 qui est activé par les facteurs de croissance (Figure 29).

Une fois phosphorylée sur les 2 sites, Akt devient active et phosphoryle l'inhibiteur de
mMTORC1 PRAS40. En condition de carence, PRAS40 se fixe a RAPTOR et inhibe la fixation des
substrats de TORC1 a ce dernier. La phosphorylation du résidu Thr246 de PRAS40 par Akt
empéche sa fixation a RAPTOR et donc son inhibition de I'activité de mTORC1 #%° (Figure 29).

Akt phosphoryle également TSC2 qui, avec TSC1 et TBC1D7 (TBC1 domain family member 7),
forment le complexe TSC. Ce complexe posséde un domaine GAP (GTPase-activating Protein)
qui inhibe MTORC1 en stimulant I'activité GTPase de Rheb. Quand le complexe TSC est fixé a
Rheb, ce dernier hydrolyse le GTP en GDP, le rendant inactif 2. Akt phosphoryle TSC2 sur
différent sites 4?2 4?3, ce qui entraine la dissociation du complexe TSC de la membrane
lysosomale, levant son effet inhibiteur sur Rheb et donc permettant I’activation de mTORC1
424 425 426 422 (Figure 29).

Régulations par les acides aminés

L’activation de mTORC1 par Rheb au niveau de la membrane lysosomale nécessite que
MTORC1 vy soit localisé. Cependant, en condition de carence en acides aminés, mTORC1 est
principalement localisée dans le cytosol. C'est la présence d’acides aminés dans le cytosol et
dans les lysosomes qui va induire sa relocalisation vers la membrane lysosomale par le biais
de différents senseurs d’acides aminés.

La localisation de mTORC1 a la membrane lysosomale est opérée par le complexe Ragulator-
Rags #?’. Les Rags (Ras-related GTPases) sont des GTPases qui forment des hétérodiméres. ||
existe 4 Rags, nommés RagA, B, C et D. RagA et RagB forment des hétérodimeres avec RagC
ou RagD 428 429 430 Ces hétérodimeéres se lient au complexe Ragulator qui est ancré dans la
membrane lysosomale (Figure 30).
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Figure 30. Régulations de I'ancrage de mTORC1 a la membrane lysosomale par les acides
aminés

Ragulator lie un GTP a RagA/B, ce qui lui permet de fixer mTORC1 a la membrane lysosomale et permet
son activation par Rheb. Le transport de leucine de la lumiére lysosomale vers le cytosol par SLC38A9
augmenté par la présence d’arginine intralysosomale favorise son interaction avec Ragulator et son
effet sur I'activation de mTORC1. La liaison du GTP a Rag A/B est inhibée par la protéine GATORI.
GATOR 1 est elle-méme inhibée par SAMTOR et GATOR2. SAMTOR est inhibée par SAM (un métabolite
de la méthionine) alors que GATOR?2 est inhibée par la sestrine 2 et le complexe CASTOR eux-mémes
inhibés respectivement par la leucine et I’arginine. Ainsi la présence cytoplasmique d’arginine, leucine
et méthionine induisent I'inhibition de GATOR1 permettant I'ancrage de mTORC1 a la membrane
lysosomale.

La fixation de mTORC1 aux Rags qui induit son ancrage a la membrane lysosomale dépend de
la liaison des Rags a un GDP ou GTP %%, Lors d’une carence en acides aminés, RagA et B sont
liés a un GDP alors que RagC et D sont eux liés a un GTP. La fixation de mTORC1 aux Rags
nécessite la situation inverse (GTP lié a RagA/B et GDP a RagC/D). C’est Ragulator qui permet
I’échange de nucléotide en fonctionnant comme une GEF (Guanosine Exchange Factor) et qui
lie donc un GTP a RagA/B.

L’échange de GDP contre du GTP de RagA/B induit la dissociation du complexe lysosomal de
la folliculine constitué de FLCN et FNIP1 ou FNIP2 43! 432/ Cette dissociation permet alors
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I’activation de FLCN gréce a son activité GAP de favoriser I’hydrolyse du GTP de RagC/D en
GDP %33 contribuant ainsi a 'ancrage de mTORC1 3 la surface lysosomale 433 (Figure 30).

L’activité GEF de Ragulator est rendue possible grace a la v-ATPase qui, en présence d’acides
aminés induit un changement de conformation de Ragulator qui permet son activité GEF 434
435 Cela permet alors I'ancrage de mTORC1 aux Rags a la surface lysosomale et son activation
par Rheb.

Alors que Ragulator permet de maintenir le GTP sur RagA, un autres complexe, GATOR1,
inhibe le recrutement de mTORC1 aux Rags, grace a son activité GAP, en augmentant I'activité
GTPasique de RagA/B 43¢,

L'inhibition de mTORC1 par GATOR1 peut étre levée grace a d’autres complexes qui vont
inhiber GATOR1. Ainsi, GATOR2 peut interagir physiguement avec GATOR1 et inhibe son
activité 437, GATOR?2 est lui-méme régulé par différentes protéines dont les protéines CASTOR
1 et 2. Les protéines CASTOR 1 et CASTOR2 forment un complexe hétérodimérique qui inhibe
le complexe GATOR?2, inhibant ainsi I'ancrage de mTORC1 a la membrane lysosomale. Lorsque
I'arginine est présente en concentration suffisante dans le cytosol, CASTOR1 la fixe, ce qui
provoque sa dissociation de CASTOR2 et léve I'inhibition de GATOR2 et donc de mTORC1 43,
La sestrin 2 qui est un senseur de leucine inhibe également GATOR2 en se fixant a celui-ci lors
d’une carence en leucine (Figure 30). La surexpression de sestrin 2 suffit a inhiber I’activation
de la voie mTOR. Cependant, quand la leucine est abondante dans le cytosol, la leucine se fixe
a la sestrin 2 ce qui inhibe sa fixation a GATOR?2 et léve I'inhibition de mTORC1 439 440,

Il existe également un senseur cytoplasmique de SAM (S-adénosylméthionine), qui est un
métabolite secondaire de la méthionine, appelé SAMTOR (S-adenosylmethionine sensor
upstream of mTORC1). La synthése de SAM est réduite lors d’'une carence en méthionine 4
442 Ainsi, une carence en méthionine peut étre percue par SAMTOR par les concentrations
cytoplasmiques de SAM et réduire la localisation de mTORC1 a la surface lysosomale %43, Lors
de la carence en méthionine SAMTOR est fixé a GATOR1, ce qui réduit I'interaction entre ce
dernier et GATOR2. Cela a pour effet de lever I'inhibition de GATOR2 sur GATOR1 et maintenir
I'inhibition de GATOR1 sur I'ancrage de mTORC1 a la membrane lysosomale (Figure 30).
Lorsque les concentrations en méthionine dans le cytosol sont suffisantes, la méthionine
adénosyltransférase synthétise du SAM a partir de la méthionine. Le SAM produit se fixe alors
sur SAMTOR qui favorise I'interaction entre GATOR2 et GATOR]1, entrainant I'inhibition de ce

dernier et le recrutement de mTORC1 a la membrane lysosomale.

Activation de la voie mTOR par les transporteurs d’acides aminés

Certains transporteurs d’acides aminés contribuent également a I’activation de la voie mTOR
soit en augmentant les concentrations intracellulaires en acides aminés activateurs de mTOR
soit en régulant les concentrations en acides aminés lysosomales.

SLC38A9 que nous avons évoqué dans la partie 2 de ce manuscrit, est un transporteur d’acides
aminés de la membrane lysosomale faisant partie de la famille des SNATSs. L’arginine intra-
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lysosomale favorise I'interaction de SLC38A9 avec Ragulator qui induit I’activation de mTORC1
(Figure 30). La lysine a également un effet sur la liaison entre SLC38A9 et Ragulator mais dans
une moindre mesure comparée a l'arginine. Ainsi, la carence en lysine a peu d’effet sur
I’activité de mTORC1 2%, l'interaction entre SLC38A9 et Ragulator permet a ce dernier de
favoriser I'échange de GDP de RagA/B contre du GTP et ainsi contribuer a |’activation des Rags

permettant I'ancrage de mTORC1 a la surface lysosomale 444,

Des transporteurs d’acides aminés exprimés a la membrane plasmique tels que LAT1 peuvent
étre redirigés vers la membrane lysosomale afin de contribuer au recrutement et a I’activation
de mTORC1 au niveau des lysosomes. LAT1 est relocalisé a la membrane lysosomale en se liant
a une protéine membranaire des lysosomes, LAPTM4b (Lysosomal-associated
transmembrane protein 4B) dans le RE. Une fois présent dans la membrane lysosomale, LAT1
permettrait I'absorption de leucine par les lysosomes dont |’efflux par la v-ATPase et SLC38A9
induit le changement de conformation de Ragulator qui permet le recrutement de mTORC1 a
la membrane lysosomale. Cependant, une étude récente a démontré que LAT1 pouvait était
localisée a la membrane lysosomale par une autre protéine membranaire des lysosomes,
DRAM-1 (DNA damage-regulated autophagy modulator protein 1). La relocalisation de LAT1
aux lysosomes par DRAM-1 induit I'efflux (et non I'influx) d’acides aminés de la lumiere
lysosomale vers le cytoplasme et est nécessaire a I'activation de mTOR a la maniere de
SLC38A9 4+, De plus, le TAAC lysosomal PQLC2 dont les fonctions restent encore floues,
pourrait également jouer un réle dans I'activation de mTOR. En effet, I'efflux lysosomal
d’arginine via ce TAAC induirait un changement de conformation qui permettrait le
recrutement du complexe C9orf72 (Chromosome 9 open reading frame 72), constitué de
C9orf72, WRD41 et SMCRS, a la surface lysosomale pendant les périodes de carences en
acides aminés cationiques. Le réle de ce complexe est encore indéterminé a ce jour mais il est
suggéré qu’il pourrait jouer un réle dans les fonctions lysosomales liées a I'activation de mTOR
par les acides aminés 4 (Figure 31).
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Figure 31. Potentiel réle de PQLC2 dans la régulation de mTOR
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Les transporteurs d’acides aminés de la membrane plasmique jouent également un réle dans
I'activation de mTOR en régulant les concentrations cytosoliques en acides aminés.

Il a notamment été démontré par Nicklin et ses collaborateurs que LAT1 jouait un role
important sur |’activation de la voie mTOR en permettant I'absorption de leucine au niveau de
la membrane plasmique. lls ont en effet montré que I'activation de mTOR par I'échangeur
LAT1 nécessite la mise en place d’un cycle « futile » de glutamine dont I'import, médié par
ASCT2, favorise notamment I'absorption massive de leucine par LAT1 (Figure 32).

Glutamine Glutamine
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Figure 32. Effet de I'échange de glutamine et leucine par ASCT2 et LAT1 sur l'activation de la
voie mTOR

Dans cette étude le traitement en acides aminés essentiels (AAE) seuls ne permet pas
I'activation maximale de mTOR et nécessite I'ajout de glutamine. lls montrent également que
le pré-chargement des cellules en glutamine suivi d’'un traitement avec les AAE permet une
activation de mTOR plus importante et rapide comparé a un traitement combinant les EAA et
la glutamine, démontrant que le pré-chargement en glutamine améliore |’activation de mTOR
par les EAA. lls ont également montré, par le biais d’inhibiteurs et d’ARN interférents dirigés
contre les ARNm d’ASCT2 et de LAT1, que l'influx de glutamine est corrélé avec l'influx de
leucine de facon dépendante de ces deux transporteurs 44’ (Figure 32). Ainsi, Nicklin et ses
collaborateurs ont démontré qu’ASCT2 permet I'accumulation de glutamine dans le cytosol et
gue par la suite, le transporteur LAT1 se sert du gradient de concentration transmembranaire
de la glutamine induit par ASCT2 comme force motrice. Certains TAACs tels que les y+LATs

448 j| est possible que le pré-

induisant I'influx AAC également par échange avec la glutamine
chargement en glutamine augmente I'absorption d’AAC contribuant ainsi a I'activation de

mTOR.

Bien que I'arginine soit un activateur connu de la voie mTOR, peu d’études montrent le réle
des transporteurs d’acides aminés cationiques dans I’activation de cette voie. Cependant, une
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étude sur des neurones issus de cultures primaires de cerveaux de rats, a montré que la
suppression de CAT1 et CAT3 par ARN interférence réduit I'activation de la voie mTOR,
impactant la croissance des neurones. De plus, la délétion de slimfast, un homologue des CATs
chez la drosophile, induit une croissance moins importante que chez les animaux controles en
réduisant I'activation de la voie TOR 442,

Il a également été démontré que le transporteur ATB%* joue un rdle dans I'activation de la
voie mTOR. Son inhibition pharmaceutique avec I'a-méthyltryptophane induit une carence en
acides aminés réduisant |’activation de mTOR %2, tout comme sa délétion qui réduit
I’absorption d’arginine 226 4°0 451 Cependant, ATB>* transportant a la fois I'arginine mais
également la leucine et la glutamine, deux autres acides aminés activateurs de mTOR, I'effet
de son inhibition sur I’activation de mTOR pourrait étre lié également a une carence en leucine
et glutamine.
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Régulations par le niveau énergétique

La voie mTOR permettant |'adaptation des processus anaboliques en accord avec la
disponibilité des nutriments mais également du niveau énergétique des cellules, mTOR doit
étre capable de ressentir le niveau énergétique de la cellule. Cette régulation est
principalement effectuée par I’AMPK (AMP-activated Protein Kinase), une sérine/thréonine
kinase, qui est considérée comme un senseur majeur d’énergie dans les cellules étant activée
lorsque le ratio ATP/ADP diminue. 'AMPK est un complexe comprenant une sous-unité
catalytique a et deux sous-unités régulatrices B et y. Lors d’une diminution du niveau
d’énergie de la cellule, 'AMP et I'ADP se lie a la sous-unité y. Cette liaison induit alors un
changement de conformation qui bloque la déphosphorylation du résidu Thr172 de '’AMPK
qui est phosphorylé par LKB1 (Liver kinase B1) afin de la maintenir active (Figure 33).
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Figure 33. Régulation de mTORCI1 par le niveau énergétique

L’AMPK est activée par phosphorylation par LKB1. La diminution de la production d’ATP induit une augmentation
du ratio ADP/ADP. L’AMP et 'ADP se lient alors & la sous-unité y induisant un changement de conformation de
I'AMPK qui empéche sa déphosphorylation et maintient son activation. Une fois activée I’AMPK phosphoryle
RAPTOR et TSC2 conduisant a I'inhibition de mTORCI.

Lorsque ’AMPK est activée par la diminution du ratio ADP/ATP, elle phosphoryle TSC2 du
complexe TSC, ce qui stimule "activité GAP de ce dernier 4°2, Le complexe TSC hydrolyse alors
le GTP lié & Rheb en GDP, inhibant ainsi I’activation de mTORC1 #°3. 'AMPK peut également
inhiber I’activation de mTORC1 en phosphorylant directement RAPTOR #** (Figure 33).
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d. Régulations de mTOR chez la truite

Activation de mTOR chez la truite

C'est en 2008, au laboratoire, qu’a été étudié pour la premiére fois la signalisation de la voie
mTOR chez une espéce de poisson, la truite arc-en-ciel #*°. lls ont étudié au niveau protéique
les phosphorylations de la protéine Akt en amont de I'activation du complexe mTORC1 ainsi
que de ses cibles directes 4EBP1 et S6K1 dans le muscle de truites. Aprées un jeline de 60h, qui
correspond au temps nécessaire a 'intestin pour se vider aprés un repas, les truites ont été
nourries ad libitum, avant échantillonnage du plasma et du muscle de 30 min a 24 h. L’analyse
de l'insulinémie montre qu’elle augmente drastiquement des 30 minutes apres le dernier
repas. L'aminoacidémie quant a elle, n"augmente significativement qu’aprées 3 h. Les analyses
western blots montrent également que les sites de phosphorylation d’Akt (Ser473), de 4EBP1
(Thr37/46) et S6K1 (Thr389), conservés chez la truite, sont phosphorylés aprés la prise
alimentaire, démontrant que mTORC1 est activé apreés la prise alimentaire. Les cinétiques ont
permis de mettre en évidence des différences dans la phosphorylation d’Akt comparé a celles
de S6K1 et 4EBP1. En effet, la phosphorylation d’Akt est plus précoce et correspond avec la
hausse de lI'insulinémie alors que les phosphorylations de S6K1 et 4EBP1 correspondent plus
avec l'augmentation des acides aminés plasmatiques. Cela correspond avec ce qui est connu
chez les mammiféres, I'insuline activant I'axe Akt/mTORC1 et les acides aminés induisant la
localisation de mTORC1 a la membrane lysosomale.

Différentes études in vitro, utilisant des cultures de cellules primaires, ont aidé a comprendre
I'activation de la voie mTOR par les acides aminés. Ainsi, dans I'étude mentionnée
précédemment, des cultures primaires de myotubes ont également été conduites afin de
déterminer I'effet de l'insuline et des acides aminés sur 'activation de la voie mTOR. Cette
étude montre qu’un traitement a l'insuline seule induit la phosphorylation d’Akt et 4EBP1 et
une faible phosphorylation de S6K1. L’ajout d’acides aminés avec linsuline induit une
phosphorylation plus importante de 4EBP1 et surtout de S6K1 comparé au traitement a
I'insuline seule. Ces résultats ont permis de montrer que l'insuline et les acides aminés
agissent également de concert dans I'activation de la voie mTOR chez la truite.

Par la suite, d’autres études in vitro ont corroboré ces résultats obtenus dans les cultures
primaires de myotubes #°®. Lansard et ses collaborateurs ont conduit des études in vitro
d’hépatocytes primaires. Une premiere étude a montré que le traitement des hépatocytes
(aprés carence) avec de I'insuline sans acides aminés induit la phosphorylation d’Akt mais pas
de S6K1 et sa cible S6 alors que le traitement avec les acides aminés seuls n’induit la
phosphorylation d’aucune de ces protéines. Bien que les acides aminés seuls ne permettent
pas l'activation de la voie mTOR, l'ajout de linsuline aux acides aminés permet la
phosphorylation d’Akt, S6K1 et S6 **7 confirmant les résultats obtenus dans les cultures
primaires de myotubes 4.
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Une étude ultérieure, toujours dans des hépatocytes primaires, a ensuite permis de
discriminer le role de trois acides aminés essentiels, la leucine, la méthionine et la lysine, sur
I'activation de mTOR chez la truite. Cette étude confirme les résultats précédents en montrant
qgue les traitements individuels en leucine, méthionine et lysine seules n’induisent pas la
phosphorylation d’Akt et de S6 alors que I'ajout d’insuline a ces mémes traitements induit la
phosphorylation d’Akt. L'ajout de I'insuline au traitement en leucine seule induit également
une phosphorylation significative de S6 contrairement a la méthionine et la lysine. Ceci
démontre que la leucine jouerait un role plus important dans I'activation de la voie mTOR
contrairement a la méthionine et la lysine 4°%. Alors que I'absence d’effet de la lysine sur la
voie mTOR est également observée chez les mammiféres, ce n’est pas le cas pour la
méthionine qui est un activateur indirect de mTOR via son métabolite SAM chez les
mammiféres. La leucine pourrait avoir un réle plus important que la méthionine dans
I'activation de mTORC1 et I'ajout seul de méthionine pourrait ne pas étre suffisant a
I'activation de mTOR contrairement a celui de la leucine. Cela est supporté par des
observations in vivo montrant qu’une déficience en méthionine dans les aliments de truites
n’induits également pas de différences de phosphorylation de S6K1 et 4EBP1 376 365361 pgyr
I’arginine qui est également un activateur de mTORC1, aucune donnée n’est disponible, a
notre connaissance, chez une espéce de poisson.

La voie mTOR a également été étudiée chez d’autres especes de poissons telles que le poisson
zébre %9 et d’autres d’intérét agronomique telles que le tilapia du Nil #° la dorade royale
(Sparus auratus) 6%, la carpe (Cyprinus carpio) 6% 483 et |a plie fine (Paralichtys adspersus) 64,
Cependant, les études de mTOR chez ces poissons observent seulement la phosphorylation
d’Akt et mTOR, qui sont reconnus comme de moins bons indicateurs de I'activation de la voie
MTOR que la phosphorylation de ses substrats directs ou indirects tels que 4EBP1, S6K1 et S6.

Dérégulations de la voie mTOR par les aliments végétaux

L’altération du ratio protéine/glucide impacte la régulation de la voie mTOR chez la truite. En
effet la diminution du ratio protéines/glucides de I'aliment induit une diminution de la
phosphorylation des cibles de mTORC1, S6K1, S6 et 4EBP1 dans le foie et le muscle de truite
27, Les aliments a base de végétaux présentant de hautes teneurs en glucides, diminuant le
ratio protéine/glucide, on peut s’attendre a ce que I'utilisation d’aliments végétaux diminue
I'activité de la voie mTOR chez les poissons comparé aux animaux nourris avec des régimes
contenant des farines de poissons. Néanmoins, alors que le remplacement de farines de
poisson par des composants végétaux a hauteur de 80% réduit la taille des truites, cela
n’affecte pas la phosphorylation de S6K1, S6 et 4EBP1 dans le foie 4%°. L’injection intra-
péritonéale de rapamycine chez la truite, inhibe la phosphorylation de S6K1, S6 et 4EBP1.
L'injection de rapamycine réduit également I'expression de SREBP1 et de ces cibles FAS et de
GK démontrant que mTORC1 régule I'expression de génes de la synthese lipidiqgue comme ce
qui est connu chez les mammiféres 4% 467 De plus, il a également été montré que la
phosphorylation des cibles de mTORC1 est plus fortement induite aprés un repas chez des
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truites sélectionnées pour accumuler des lipides dans le muscle %68, démontrant que la voie
mMTOR est, tout comme chez les mammiferes, impliquée dans la synthese lipidique.
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C- La macro-autophagie

L'autophagie est un processus cellulaire de dégradation d’éléments cytoplasmiques tels que
des protéines, des organelles et méme des pathogenes. Il existe différents types d’autophagie
qui different dans les mécanismes de séquestration des matériels devant étre dégradés et par
les processus qui permettent leur adressage jusqu’au lysosome ou ils seront recyclés. On
distingue alors 3 formes majeures d’autophagie : la micro-autophagie, 'autophagie médiée
par les protéines chaperonnes (plus communément appelée CMA pour Chaperone-Mediated
Autophagy) et la macro-autophagie qui est la forme d’autophagie la plus étudiée %%°. Dans la
suite de ce manuscrit, nous aborderons seulement la macro-autophagie que nous nommerons
autophagie.

Découverte de la macro-autophagie

La premiere observation de l'autophagie a été réalisée en 1962. Il a été observé par
microscopie électronique a transmission des structures sphériques séquestrant des portions
de cytosol et des organelles dont le nombre augmente dans des cellules hépatiques provenant
de foies de rats perfusés avec du glucagon 47°.

L'année suivante le terme autophagie a été utilisé pour désigner la dégradation de matériel
cellulaire par les lysosomes, sans connaitre toutefois les mécanismes de séquestration des
éléments a dégrader %71, Ce n’est que quelques années plus tard qu’il a été compris que le
matériel voué a étre dégradé par les lysosomes atteint la lumiére lysosomale grace aux
vésicules autophagiques qui fusionnent avec les lysosomes 472, Les étapes de formation de la
membrane séquestrant les éléments cytoplasmiques a dégrader ont par la suite été définis.

C’est a partir des années 1990 que les génes régulant I'autophagie nommés ATG (pour
autophagy related) ont commencé a étre identifiés chez la levure (Saccharomyces cerevisiae)
par Yoshinori Ohsumi 473 qui a été récompensé du prix Nobel de médecine en 2016 pour ses
travaux sur l'autophagie. L’identification des protéines jouant un réle primordial dans le
processus autophagique a été réalisée par I'analyse de la survie de levures mutantes en
condition de carence azotée*’. Depuis, une trentaine de génes de I'autophagie ont été
identifiés. Par la suite, les génes orthologues des ATG de la levure ont pu étre identifiés chez
les mammiféres 47>,

a. Mécanismes de la macro-autophagie

La macro-autophagie se distingue des autres formes d’autophagie par la formation d’une
double-membrane nommée phagophore. Cette membrane s’allonge et se referme sur le
matériel cytoplasmique a dégrader pour former une vésicule appelée autophagosome. Ce
dernier va par la suite fusionner avec les lysosomes pour former les autolysosomes. Le
contenu des autolysosomes est ensuite dégradé par les hydrolases lysosomales. Ce processus
est communément diviser en 5 étapes : l'initiation, la nucléation, I’élongation, la maturation
et la fusion (Figure 34).
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Figure 34 Les différentes étapes de la macro-autophagie

Le processus autophagique consiste en la formation d’une double membrane appelée phagophore autour des
éléments cytoplasmiques a dégrader. Le phagophore fusionne ensuite avec les lysosomes permettant la
dégradation des éléments cibles par les hydrolases lysosomales avant leur efflux du lysosome vers le cytosol ol
ils pourront étre utilisées par la cellule.

Initiation et nucléation

L'initiation est la premiére étape du processus autophagique et est opérée par le complexe
ULK1 qui est constitutivement formé de la sérine/thréonine kinase ULK1 (UNC-51-like Ser/Thr
kinase), Atg13, Atg101 et FIP200 (Focal adhesion kinase family Interacting Protein of 200 kDa).
Lors de I'activation de I'autophagie par un stimulus tel que la carence, ULK1 est phosphorylée
et activée par ’AMPK. ULK1 phosphoryle alors les autres protéines du complexe menant a son
activation, permettant le recrutement d’autres protéines permettant la phase suivante dite
de nucléation %7 (Figure 34).

Le complexe ULK1 actif induit le recrutement du complexe PI3KC3 (Phopsholnositide-3-Kinase
Complex 3). Ce dernier est composé de Beclin-1, Atg14, Vps15 (Vacuolar protein sorting 15)
et Vps34 477 478 Le recrutement de PIK3C3 par le complexe ULK1 s’effectue par la liaison entre
ATG13 et ATG14 #°. Le complexe PI3KC3 via Vps34 catalyse la conversion de
phosphatidylinositol en phosphatidylinositol-3-phosphate (PIP3) 48 (Figure 35) permettant la
formation de 'omégasome qui sert de site de fixation pour les protéines qui induisent la
formation du phagophore telle que WIPI2 (WD repeat domain phosphoinositide-interacting
protein 2).
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Figure 35. Phases d'initiation et de nucléation du phagophore

L’AMPK active phosphoryle les différentes protéines formant le complexe ULK1, ce qui induit son activation. Cela
permet le recrutement du complexe PI3KC3 qui phosphoryle PIP2 en PIP3. PIP3 permet ensuite le recrutement des
protéines nécessaires a la phase d’élongation au niveau de la membrane du phagophore.

Elongation du phagophore
WIPI2 permet le recrutement du complexe Atg5-Atgl2-Atgl6l qui possede une activité
ubiquitine ligase et permet ainsi la lipidation de LC3-1 (Microtubule-associated proteins 1A/1B

light chain 3B) par conjugaison avec le phosphatidyléthanolamine (PE) pour former LC3-II qui
peut intégrer le phagophore 48! (Figure 36).
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Figure 36. Mécanismes d'élongation du phagophore

WIPI2 est recruté a la membrane du phagophore au niveau de PIP3 et recrute lui-méme le complexe Atg5-Atg12-
Atg16l. Ce complexe induit la lipidation de la protéine LC3-I (provenant du clivage de pro-LC3 par Atg4) pour
former LC3-Il. LC3-Il intégre la membrane du phagophore et permet le recrutement de SQSTM1 qui sert de
récepteur aux protéines cargo qui relocalisent les éléments a dégrader vers le phagophore.

Cependant, préalablement a la liaison du PE a LC3-I, LC3 doit étre clivée au niveau de son
extrémité C-terminale, formant LC3-l, par Atg4. Le clivage de I'extrémité C-terminale de LC3
rend accessible un résidu glycine qui est essentiel a la liaison du PE pour former LC3-1I 482,
Sequestosome 1 (SQSTM1), une protéine également connue sous le nom de p62 intégre
également la membrane du phagophore lors de la phase élongation en se liant a LC3-1l 483,
SQSTM1 sert de récepteur aux protéines cargo et permet la relocalisation des éléments a
dégrader vers le phagophore 84 48 (Figure 36). Finalement, le phagophore, ou membrane
d’isolation, s’allonge jusqu’a former une structure vésiculaire fermée a double membrane
appelée autophagosome.

Maturation des autophagosomes

Les autophagosomes nouvellement formés ne peuvent fusionner directement avec les
lysosomes et doivent subir au préalable des étapes de maturation. Bien que le role des
homologues mammiferes d’ATG4 dans la maturation des autophagosomes reste a élucider, il
est supposé qu’ils ont des roles similaires a ATG4 chez la levure chez qui elle permet le
recyclage d’ATG8 (I’homologue de LC3 chez le mammifére) en hydrolysant la liaison entre
ATGS et le PE #% (Figure 37).
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Figure 37. Maturation des autophagosomes

Atg4 clive les protéines LC3-Il de la membrane extérieure du phagophore, ce qui permettrait ensuite la fusion avec
les endosomes. La fusion avec les endosomes apportent des v-ATPases qui en pompant des protons entrainent
I'acidification de I'autophagosome permettant la maturation de I'autophagosome tardif.

La délétion d’Atgd empéche fortement la fusion entre autophagosomes et la vacuole,
I’équivalent des lysosomes chez la levure 487 488 489 Bjen que le réle des homologues
mammiferes d’Atgd (ATG4b et ATG4d) reste flou, leur mutation semble empécher la fusion
entre autophagosome et lysosome 4%°,

L'acidification des autophagosome précoces est réalisée par leur fusion avec les endosomes
formant des autophagosomes tardifs aussi appelés amphisomes #°1. Cette fusion permet le

recrutement de pompes a protons v-ATPase 4°2

qui acidifient l'intérieur des autophagosomes
493 (Tanaka et al., 2000) (Figure 37). Cette acidification permet le bon fonctionnement des
hydrolases lysosomales qui dégradent les contenus des autophagosomes apres leur fusion

avec les lysosomes.

Fusion des autophagosomes et lysosomes

Les autophagosomes tardifs fusionnent ensuite avec les lysosomes pour former les
autolysosomes. La fusion des membranes biologiques est controlée par différentes protéines
dont des membres de la famille des petites GTPases Rab (Ras-Associated Binding) %°* et Arf
(ADP-Ribosylation Factor) 4% ainsi que les protéines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor Attachment protein REceptor) 4%,

Parmi les protéines Rab, Rab7 jouent un role majeur dans la fusion des lysosomes et des
autophagosomes %°7 4% En condition basale, Rab7 est liée a un GDP et cytoplasmique. Lors de
la carence, le complexe Mon1-Ccz1 ((Monensin sensitivity protein 1—Caffeine, calcium, and
zinc 1) possédant une activité GEF, favorise I'échange du GDP contre du GTP ce qui induit
I’ancrage de Rab7 a la membrane de 'autophagosome 4. ’ancrage de Rab7 permet alors le
recrutement d’autre protéines dont des protéines motrices qui induisent le déplacement des
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autophagosomes sur les microtubules jusqu’aux lysosomes périnucléaires
leurs fusions grace au complexe HOPS par interaction avec Rab7 °%2. La fusion forme alors les
autolysosomes dont les hydrolases lysosomales peuvent finalement digérer les éléments

séquestrés par les autophagosomes et la membrane interne de I'autophagosome.

Mesure du flux autophagique

Il est possible de suivre I'induction de la macro-autophagie grace aux niveaux protéiques de
LC3-I et LC3-II. En effet, lors de I'élongation du phagophore, la lipidation de LC3-I en LC3-Il va
augmenter les niveaux protéiques de cette derniére. Ainsi, plus les niveaux protéiques de LC3-
Il sont élevés, plus I'activité autophagique est importante. Toutefois, comme nous I’avons vu
précédemment, lors du processus autophagique, une partie des protéines LC3-Il est recyclée
en LC3-| et I'autre dégradée par les hydrolases lysosomales suite a la fusion entre lysosomes
et autophagosomes. Afin de suivre I'accumulation de LC3-Il due a I'induction de I'autophagie,
il est donc nécessaire d’inhiber la dégradation de LC3-Il. Cette dégradation peut étre inhibée
en utilisant des composés qui inhibent la fusion entre autophagosomes et lysosomes telle que
la chloroquine (CQ) >°. Ensuite la différence de niveaux protéiques de LC3-Il entre des cellules
traitées avec la CQ et non traitées obtenue par western blot permet de quantifier le flux
autophagique reflétant I'induction de I’autophagie dans les cellules >%4,

b. Roéles physiologiques de I'autophagie

Survie des cellules en condition de carence

L'autophagie est induite lors de la carence et est utilisée par les cellules afin de maintenir un
pool minimal d’acides aminés pour la survie. Il a été montré que I'autophagie est induite lors
de la carence dans la plupart des tissus chez la souris >%. Lors de la naissance de souriceaux,
I'autophagie est induite pour adapter les nouveau-nés a l'arrét de l'alimentation par le
placenta °%, Les souris ayant subi une délétion d’Atg5, qui est impliqué dans la formation de
I'autophagosome, naissent « normalement » mais meurent aprées 12 h de carence contre 21
h pour les souris de types sauvages, démontrant ainsi le réle indispensable de I'autophagie
dans la survie des nouveaux nés lors de la carence °%.

L'induction de I'autophagie pendant la carence permet le recyclage des protéines pour obtenir
les acides aminés nécessaires a la synthése des protéines impliqués dans la réponse au stress
tels que ceux surexprimés par la voie GCN2. Ces acides aminés peuvent également étre utilisés
pour la production d’énergie en entrant dans le cycle de Krebs afin de maintenir un niveau
énergétique minimale dans les cellules comme observé dans le muscle >%7.

c. Régulations de I'autophagie par les acides aminés

Il est aujourd’hui établi que la carence en acides aminés induit I'activation de I'autophagie
chez les mammiféres 08 300 509 510 | 5 régulation de I'autophagie par les acides aminés est en
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partie réalisée au niveau transcriptionnel, notamment par la voie GCN2, mais aussi de facon
post-traductionnelle, notamment par la voie mTOR.

Régulations par GCN2

La carence en acides aminés ainsi que le stress du RE induisent I’activation de I'autophagie 3%

11 B’Chir et ses collaborateurs ont identifiés de nombreux génes autophagiques dont la
transcription est régulée par les voies GCN2 et PERK. Dans les cellules MEF, une carence en
lysine, méthionine et leucine induit la surexpression de SQSTM1 °1°, [ls ont également
démontré que la transcription de SQSTM1 observée lors de la carence en leucine est
dépendante de la voie GCN2. En effet, la délétion de GCN2 ou ATF4 dans les cellules MEF
empéche la transcription de SQSTM1 lors d’une carence en leucine. En plus de SQSTM1, la
transcription de Atgl6l1, Atgl2, LC3, Atg7 et Atg5 sont également dépendante de GCN2 et
ATF4. De plus, le facteur de transcription CHOP a des effets différents sur la transcription de
ces génes. Bien que tous régulés par la voie GCN2/ATF4, ces génes montrent des mécanismes
de régulations transcriptionnelles différents notamment vis-a-vis de CHOP (Figure 38). En
effet, la délétion de CHOP supprime la surexpression d’Atg5 et Atg7 mais pas des autres genes
précités. De plus, I'’étude de la liaison de CHOP aux promoteurs de ces génes a permis d’établir
3 groupes de génes ayant des mécanismes de régulation différents. Ainsi 'augmentation de
la transcription d’Atg16l1, LC3 et Atgl2 est régulée par ATF4 seule et non par CHOP. La
transcription de SQSTM1 et Atg7 est régulée par ATF4 et CHOP qui doivent probablement
effectuer cette régulation en formant un hétérodimere alors que celle d’Atg5 dépend
seulement de CHOP >0 (Figure 38). Bien que CHOP doit participer a la survie cellulaire sur le
court terme en induisant la transcription de genes autophagiques, sa surexpression sur le long

terme réduit la viabilité des cellules >12.
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Figure 38. Régulation de I'autophagie par GCN2 et PERK

Inhibition par la voie mTOR

En conditions nutritives riches, I'activation de mTORC1 conduit également a phosphorylation
de la protéine ULK1 au niveau de ses résidus Ser758 et Ser638 ainsi qu’Atgl3 sur le résidu
Ser258 >13514515 Ces phosphorylations empéchent par la suite I'activité kinase d’ULK1 requise
pour l'initiation de I'autophagie > et le recrutement du complexe PI3KC3 pour I'étape de
nucléation (Figure 39).
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Figure 39. Inhibition des différentes étapes de I'autophagie par mTORC1

MTORC1 peut aussi réguler négativement I'étape de nucléation en phosphorylant directement
certains composants du complexe PI3KC3 dont ATG14. Ainsi, mTORC1 phosphoryle ATG14 sur
de multiples sites. Il a été montré par mutations de ces résidus que la phosphorylation
d’ATG14 par mTORC1 est nécessaire a 'inhibition de I’activité kinase du complexe PI3KC3 5%/
(Figure 39).

MTORC1 inhibe également I'élongation des autophagosomes en phosphorylant WIPI2 et
p300. WIPI2 facilite la lipidation de LC3-I pour former LC3-Il qui est nécessaire a la formation
de la double membrane des autophagosomes. mTORC1 contréle les niveaux protéiques de
WIPI2, en la phosphorylant sur son résidu Ser395 (Figure 39). En effet, cette phosphorylation
par mTORC1 augmente l'interaction entre WIPI2 et HUWE1 qui promeut sa dégradation par
le protéasome >!8, mTORC1 phosphoryle p300 au niveaux de nombreux sites. La
phosphorylation de p300 leve son auto-inhibition. Une fois activée, p300 acétyle LC3
empéchant sa lipidation (Figure 39).

De plus, mTORC1 inhibe également, par phosphorylation, la relocalisation des facteurs de
transcription TFEB (Transcription factor EB) et TFE3 (Transcription Factor E3) dans le noyau.
Ces deux facteurs de transcriptions induisent la transcription de génes impliqués dans la
biogénese lysosomale, tels que LAMP1 (Lysosome-associated membrane glycoprotein 1),
CTSD (cathepsine d) et ATP6V1A (V-type proton ATPase catalytic subunit A) et I'autophagie
dont SQSTM1 >*° (Figure 39).
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d. La macro-autophagie chez la truite

L'autophagie chez la truite a été observée pour la premiére fois au début des années 90 dans
des cultures primaires d’hépatocytes lors d’une étude de la sénescence des hépatocytes isolés
de truite. Les auteurs ont ainsi observé, par microscopie électronique a transmission, une

220 pPar la suite, les

augmentation des autophagosomes au cours du temps de culture
mécanismes de régulation de l'autophagie ont été étudiés chez la truite par des
expérimentations in vivo mais également in vitro avec des cultures primaires de cellules

musculaires et hépatiques.

L'autophagie étant régulée par la carence en acides aminés et permettant aux organismes de
s’adapter a cette carence en réduisant leur croissance, il est intéressant d’étudier les
régulations de I'autophagie chez la truite qui présentent de hauts besoins alimentaires en AA
afin de comprendre son possible réle dans la diminution de la croissance observée chez les
truites nourries avec des aliments végétaux qui contiennent peu d’AA.

Il a été démontré par une premiéere étude menée en 2010 chez des truites non nourries
pendant 14 jours, des niveaux d’ARNm des génes autophagiques LC3, atg12/ et atg4b
supérieurs dans le muscle comparé a ceux de truites nourries. La culture primaire de cellules
de muscles, quant a elle, a montré que ces génes étaient surexprimés par I'absence de sérum
et du facteur de croissance IGF-1 dans le milieu culture, correspondant a ce qui est connu chez
les mammiféres >?1. Les myoblastes de truites isolés surexpriment également LC3 et atg4b
dans un milieu de culture dépourvu de sérum et d’acides aminés #°°. De plus, I'addition
d’acides aminés au milieu de carence réduit la surexpression de ces genes démontrant que la
disponibilité en acides aminés régule I'expression de ces génes #°® 522, |’utilisation de la
rapamycine dans cette méme étude a également permis de déterminer que la transcription
d’atg4b est régulée par la voie mTOR contrairement a LC3. Cette étude montre également
gue la carence en acides aminés et facteurs de croissance induit une augmentation du flux
autophagique comme ce qui a été observé chez le poisson zébre >23 L’alimentation de truites
avec un aliment déficient en méthionine induit également une accumulation de LC3-Il dans le
foie bien que I'activation de la voie mTOR ne semble pas réduite 3. Toutefois, ces résultats
ont été obtenus sans utiliser de chloroquine qui inhibe la dégradation de LC3-II par la fusion
entre lysosomes et autophagosomes nécessaire pour observer I'induction du flux
autophagique comme nous l'avons vu précédemment. L'augmentation de LC3-Il dans cette
étude ne refléte donc potentiellement pas une induction de I'autophagie chez ces poissons.
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Hypotheses et objectifs de la these

Mon travail de these s’inscrit dans |'effort de recherche conduit pour permettre le
remplacement des farines de poisson dans les aliments aquacoles par des matieres premieres
végétales. Comme nous l'avons vu précédemment, les matiéres premiéres végétales sont
souvent déficientes en certains acides aminés essentiels dont principalement la méthionine
et les deux acides aminés cationiques : lysine et arginine. Bien que les acides aminés soient a
la base de I'alimentation des poissons, et d’autant plus des especes carnivores telles que la
truite arc-en-ciel, les mécanismes de leur absorption intestinale et d’échange entre les
différents tissus sont aujourd’hui peu connus. Comprendre les mécanismes d’absorption des
acides aminés chez la truite est aujourd’hui primordial afin éventuellement d’adapter les
formulations des aliments aquacoles pour assurer une meilleure absorption des acides aminés
selon la nature des ingrédients considérés.

Hypotheses de travail
Supplémentation en acides aminés libres

Comme nous l'avons vu dans la partie 1 de l'introduction de ce manuscrit, les aliments
végétaux a destination de la truite sont souvent supplémentés en lysine, méthionine et
arginine libres afin de rééquilibrer leurs niveaux par rapport aux aliments contenant des
farines de poissons. La supplémentation en acides aminés libres est toutefois insuffisante pour
rétablir une croissance similaire a celle observée chez les truites nourries avec des aliments
contenant des farines de poisson. Cette différence de croissance pourrait étre due a une ou
plusieurs caractéristiques des aliments végétaux perturbant la physiologie de la truite que
nous avons évoquée dans la partie 1 de cette introduction.

La carence en acides aminés régule-t-elle I'expression des transporteurs d’acides aminés ?

Nous nous sommes alors intéressés a des données de transcriptomiques issues de 2 études
conduites au laboratoire sur I’expression de genes chez des truites nourries avec des aliments
végétaux supplémentés en AAC libres.

La premiere étude, menée par Balasubramanian et ses collaborateurs %, a été menée sur des
alevins entiers et dans le foie et le cerveau de juvéniles nourris durant 3 semaines avec un
aliment contenant de la farine et de I'huile de poisson ou un aliment végétal supplémenté en
arginine et lysine libres. Les analyses transcriptomiques d’alevins entiers et également de foie
et de cerveau de truites juvéniles ont permis d’observer une surexpression de CHOP (Figure
40), un des génes cibles de |la voie GCN2 chez les mammiferes, chez les poissons nourris avec
des régimes a base de plantes. Cette surexpression pourrait alors témoigner qu’une carence
en AA est ressentie par les truites bien que les aliments végétaux aient été supplémentés en
AA libres.
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La seconde étude qui a retenu notre attention est celle de Callet et ses collaborateurs qui se
sont intéressés a l'expression de génes chez des alevins entiers de différentes lignées
isogéniques de truite présentant des tolérances différentes aux aliments végétaux °2°. Les
alevins ont été nourris avec un aliment contenant des farines et huiles de poisson ou un
aliment végétal supplémentés en lysine et méthionine libres. Les données transcriptomiques
montrent que les alevins de la lignée isogénique AB1h, qui est moins tolérante aux aliments
végétaux que la lignée R23h, présentent également une surexpression de CHOP (Figure 40).

De plus les données transcriptomiques de ces 2 études montrent également la surexpression
de différents transporteurs d’acides aminés dont SNAT10, GlyT1, VIAAT (Vesicular inhibitory
amino acid transporter), BOAT1, EAAT2, SNATS8 ainsi que les transporteurs d’acides aminés
cationiques SNAT4, CAT4 et y*LAT1 (Figure 40). De maniére intéressante, trois autres
transporteurs seraient surexprimés de facon commune a ces deux études: LAT4, un
transporteur d’acides aminés neutres, ainsi que les transporteurs d’acides aminés cationiques
CAT2 et y*LAT2 (Figure 40).

Balasubramanian Callet
et al., 2016 etal, 2016

SNAT4 y'LATT
SNAT10 el

EAATZ2

GlyT1
SNATS
VIAAT CAT4

Figure 40. Surexpression de CHOP et de transporteurs d'acides aminés chez des truites
nourries avec des aliments végétaux supplémentés en acides aminés cationiques

CAT2 et y*LAT2 étant tous deux, chez les mammiféeres, des transporteurs de la lysine et de
I'arginine, nous supposons que leur surexpression pourrait étre due a une carence en lysine
et arginine. De plus, ces acides aminés étant ceux qui sont ajoutés sous forme libre aux
aliments végétaux, nous émettons I'hypothése que les acides aminés libres ajoutés aux
aliments végétaux seraient inefficacement assimilés par les truites (Figure 41).
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Figure 41. Hypothese d'un défaut d'absorption des AA libres impactant le métabolisme et la
croissance des truites

Suivant cette hypotheése, une réduction de la quantité d'AAC absorbés pourrait activer la voie
GCN2 qui induirait alors la surexpression d’y*LAT2 et CAT2 (Figure 41).

En outre, cet effet pourrait s"accompagner d’'une diminution de I’activation de la voie mTOR
chez la truite et donc étre responsable, au moins en partie, du défaut de croissance observé
chez des poissons nourris avec des aliments constitués de protéines végétales. En effet,
I'arginine, qui est un activateur connu de mTOR chez les mammiferes, serait alors en quantité
insuffisante pour stimuler les processus anaboliques contrélés par mTOR (Figure 41).

Approche du projet

Afin de répondre a ces questions, il s’avérait dans un premier temps indispensable
d’approfondir nos connaissances sur la régulation de I'expression des transporteurs d’acides
aminés cationiques par la carence en acides aminés et plus spécifiguement en lysine et
arginine. Cependant les transporteurs d’acides aminés ayant été peu étudiés chez la truite a
ce jour, il était nécessaire, d’identifier les geénes orthologues des TAACs humains exprimés
chez la truite.

De plus, I'étude des effets spécifiques de la carence en acides aminés sur |'expression des
TAACs étant difficilement réalisable a I'aide d’expérimentations in vivo, nous avons décidé
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d’utiliser une approche in vitro en utilisant des lignées cellulaires de truite. Les cultures
primaires de cellules sont déja utilisées dans les études de nutrition des poissons et ont
permis, comme nous I'avons vu dans la partie précédente, d’étudier des fonctions cellulaires
chez la truite telles que I'autophagie et la voie mTOR en permettant de se prémunir des
régulations systémiques opérées dans les expérimentations in vivo. Toutefois, cette approche
présente certains inconvénients dont une durée de vie limitée des cellules qui restreint les
expérimentations possibles dans ces cellules. De plus, la culture primaire nécessite le sacrifice
de poissons afin d’isoler les cellules d’intérét. A l'inverse, les lignées cellulaires, qui par
définition sont des cellules immortalisées, peuvent étre stockées et cultivées indéfiniment.
Leur utilisation ne nécessite donc pas de mise a mort d’un poisson pour chaque
expérimentation diminuant I'utilisation d’animaux pour les expérimentations en accord avec
la regle des 3R (Remplacer, Réduire et Raffiner). Cependant, les processus d’immortalisations
des lignées cellulaires impactant notamment le métabolisme de ces cellules ainsi que leurs
voies de signalisation, il était important d’évaluer au préalable la pertinence de I'utilisation de
lignées cellulaires comme modeéle pour I'étude du métabolisme des AA chez la truite arc-en-
ciel.

Pour répondre aux questions posées dans cette these, nous avons alors d{ choisir parmi les
lignées cellulaires de poissons établies précédemment. En effet, il existe, a ce jour, plus de 720
lignées cellulaires issues de 167 espéces de poissons différentes. Parmi ces lignées, 209 (soit
29 %) ont été générées a partir de cellules provenant des 15 especes de poissons les plus
produites en aquaculture dans le monde, dont la truite arc-en-ciel qui est I'espece comptant
le nombre de lignées cellulaires le plus important (données non publiées). Ainsi, nous avons
sélectionné 3 lignées cellulaires différentes, deux provenant d’hépatocytes (les lignées RTH-
149 >26 et RTL-W1 °%7) et une issue de 'immortalisation d’entérocytes (la lignée RTgutGC >28)
nous permettant, a partir des résultats obtenus, d’extrapoler ceux-ci aux fonctions cellulaires
de lintestin et du foie, deux organes jouant un rble majeur dans I'absorption et la
métabolisation des AA respectivement.

Malgré I'existence de toutes ces lignées cellulaires de poissons d’intérét agronomique dont
certaines ont été générés dés les années 1960 °%°, elles n’ont a notre connaissance pas été
utilisées pour étudier des questions relatives a la nutrition des poissons. C'est pourquoi nous
avons débuté notre étude par la caractérisation des voies de signalisation dépendantes des
AA de ces différentes lignées, a commencer par la lignée RTH-149.

Principaux objectifs

Les quatre objectifs principaux de cette thése étaient premiérement de valider 'utilisation de
lignées cellulaires de truites dans le cadre d’'une problématique liée a la nutrition,
deuxiemement d’identifier les différents TAACs exprimés chez la truite arc-en-ciel et d’étudier
les régulations de leur expression par la carence en acides aminés et finalement observer les
effets des carences en lysine et/ou arginine sur la physiologie cellulaire des lignées
précédemment citées.
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Enjeux de I'étude

Le premier enjeu de cette étude est de proposer un nouvel outil pour I'étude de la nutrition
des poissons : les lignées cellulaires de truite. L'utilisation de lignées cellulaires permettra
d’identifier les effets de différents nutriments et molécules sur la physiologie des cellules de
truites et de comprendre plus finement les dérégulations moléculaires induites par les
aliments végétaux. En outre, la combinaison de I'utilisation de lignées cellulaires avec des
techniques d’édition du génome permettra d’approfondir encore nos connaissances sur la
biologie cellulaire de la truite.

Le second enjeu de cette étude est d’offrir une premiére vue d’ensemble des transporteurs
d’acides aminés cationiques présents chez la truite arc-en-ciel et de déterminer si la régulation
de leur expression est induite par des carences en acides aminés. Cette premiére
caractérisation de I’expression des transporteurs d’acides aminés cationiques permettra dans
le futur d’identifier les transporteurs les plus sujets aux dérégulations induites par des
carences en acides aminés et donc d’en étudier les mécanismes d’absorption et activations
ainsi que leur réle cellulaire afin d’étendre nos connaissances sur leur fonctionnement. Une
compréhension plus fine de I'absorption des acides aminés pourrait aider a adapter les
formulations des aliments piscicoles a I'instar de la proposition de formulation d’aliment qui
découle des résultats obtenus lors de cette these et qui est discutée dans la derniére partie
de ce manuscrit.
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Résultats

Les résultats obtenus lors de cette thése ont été le sujet de deux articles. Le premier article a
été publié dans la revue Cells en 2020. Le second, quant a lui, sera soumis prochainement.

Premier article

Guillaume Morin, Karine Pinel, Karine Dias, Iban Seiliez, and Florian Beaumatin. 2020. "RTH-
149 Cell Line, a Useful Tool to Decipher Molecular Mechanisms Related to Fish
Nutrition" cells 9, no. 8: 1754. https://doi.org/10.3390/cells9081754

Second article

Guillaume Morin, Karine Pinel, Karine Dias, Chloé Wayman, l|ban Seiliez, and Florian
Beaumatin. «Rainbow trout cell lines, a pertinent model for the study of nutritional-induced
disorders: Focus on Cationic Amino Acid Transporters, GCN2 and mTOR pathways revealed
putative dysregulations caused by plant proteins”.

Communication orale

Guillaume Morin, Karine Pinel, Karine Dias, Iban Seiliez and Florian Beaumatin. “Vegetal-
based diets induced molecular dysregulation in carnivorous fish : focus on amino acid
transporters in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) cell lines”. Aquaculture Europe 2020.
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Premier article : La lignée cellulaire RTH-149, un outil pertinent pour
décrypter les mécanismes moléculaires relatifs a la nutrition des
POISsSONS.

Objectif

L’objectif de cette étude était d’étudier, dans la lignée cellulaire RTH-149, les réponses des
voies de signalisation mTOR et GCN2 ainsi que de la macroautophagie a la disponibilité en
acides aminés, afin de déterminer leur degré de conservation dans cette lignée cellulaire. Il
s’agissait ainsi d’évaluer la pertinence de I'utilisation de lignées cellulaires de poissons en tant
gue nouvel outil pour répondre a des questions portant sur la nutrition et le métabolisme.

RTH-149

Acides aminés

Préchargement
/ \/—\ en glutamine

Principaux résultats

ceneY mTOR
Autophagie
\ E J
Vv
Conservation de la signalisation
des AA

Utilisation de la lignée ceIIuIaireV

RTH-149 pour I'étude de la
nutrition

- Les réponses a la carence en acides aminés des voies mTOR, GCN2 et la macro-
autophagie sont globalement conservées.

- L'activation maximale de mTOR par les acides aminés est cependant beaucoup plus
longue (2 h) comparé aux modeles mammiféres (20 min).

- L'activation de mTOR par les acides aminés essentiels seuls est trés faible mais
augmentée par le pré-chargement en glutamine.

Conclusion

Nous avons démontré dans cet article que la signalisation cellulaire relative aux acides aminés
est conservée dans la lignée cellulaire RTH-149, justifiant son utilisation pour I'étude de la
nutrition des poissons. Toutefois, bien que ces voies soient conservées, nous avons mis en
évidence des différences concernant I’activation de mTOR qui pourraient étre caractéristiques
de la truite arc-en-ciel.
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Abstract: Nowadays, aquaculture provides more than 50% of fish consumed worldwide but faces
new issues that challenge its sustainability. One of them relies on the replacement of fish meal (FM) in
aquaculture feeds by other protein sources without deeply affecting the whole organism’s homeostasis.
Multiple strategies have already been tested using in vivo approaches, but they hardly managed to
cope with the multifactorial problems related to the complexities of fish biology together with new
feed formulations. In this context, rainbow trout (RT) is particularly concerned by these problems,
since, as a carnivorous fish, dietary proteins provide the amino acids required to supply most of its
energetic metabolism. Surprisingly, we noticed that in vitro approaches considering RT cell lines as
models to study RT amino acid metabolism were never previously used. Therefore, we decided to
investigate if, and how, three major pathways described, in other species, to be regulated by amino
acid and to control cellular homeostasis were functional in a RT cell line called RTH-149—namely,
the mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR), autophagy and the general control nonderepressible 2
(GCN2) pathways. Our results not only demonstrated that these three pathways were functional
in RTH-149 cells, but they also highlighted some RT specificities with respect to the time response,
amino acid dependencies and the activation levels of their downstream targets. Altogether, this article
demonstrated, for the first time, that RT cell lines could represent an interesting alternative of in vivo
experimentations for the study of fish nutrition-related questions.

Keywords: aquaculture; rainbow trout; RTH-149 cell line; nutrition; amino acids; autophagy; mTOR;
GCN2 pathway; cell homeostasis

1. Introduction

By 2050, the global population is expected to reach an unprecedented and alarming density.
Among concerns raised by this increase, solutions need to be found to feed more than nine billion
humans with affordable and nutritious foods produced with respect to the environment [1]. In this
context, many expectations are placed in the aquaculture field. Indeed, aquaculture provides already
more than half of the fish for human consumption every year, contributing to feeding a global
population with a food widely recognized for its benefits in health. Nonetheless, new economic and
ecological constraints jeopardize the sustainability of aquaculture fish production. In fact, the scarcity
and the expensiveness of raw ingredients used to feed farmed fish—namely, fish meal (FM) and fish
oil (FO), no longer allow affordable livestock farm fish activity [2]. Thus, one of the most important
objectives of this field is to replace FM and FO from fish feed by other protein and lipid sources.
So far, multiple alternatives are evaluated (e.g., plant, yeast or insect-based diet formulations) for
their properties to preserve fish growth performances together with the quality of fish products [3-5].
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To date, none of these strategies have fulfilled all the criteria required when a total replacement of FM
and FO is considered. To better understand the outcomes of these replacements, numerous studies
were performed over the last decades showing the decreases of feed efficiencies and/or feed intakes
together with their related physiological dysregulations according to the diet formulations and fish
species considered [6]. From now on, a comprehensive understanding of the molecular mechanisms
dysregulated by these new diets is deeply required (1) to identify molecular and cellular markers that
reflect the nutritive state of the fish when fed with specific ingredients and (2) to understand which
metabolic pathway is essential for the cell growth and proliferation in fish of agronomic interests.
This statement is particularly true when considering rainbow trout (RT) aquaculture. Indeed, RT,
a carnivorous strict fish from the Salmonidae family, is described to have a metabolism that essentially
relies on amino acids, brought until now by proteins contained in FM. Thus, due to FM replacement,
farmed RT now see their growth performances considerably affected if no FM is supplied in their diets,
as exemplified by studies using meals formulated with 100% of plant protein sources [7]. If some
hypotheses are proposed to explain the growth retardation observed—among which, an unbalanced
amino acid composition of new protein sources—evidences, notably at molecular levels, a lack to turn
these hypotheses into principles.

Cell culture, an approach raised more than 70 years ago, is widely used in laboratories and certainly
covers most topics in biology. If a primary cell culture was initially developed, rapidly, cell lines
were established from different species [8-10]. The relative handling ease of cell lines combined with
the reduction of animal experimentations, in accordance with the three R rules (for replacement,
reduction and refinement) proposed by Russell and Burch in 1959 [11], prompted scientists to use
these living biological materials as new models to study the interactions between their processes of
interest and the cellular environmental conditions. Since these pioneering works, the collection of cell
lines has constantly grown, in quantity and variety, to reach more than 100,000 cell lines established
to date [12]. Surprisingly, and knowing that ray-finned fish represent almost 50% of the vertebrate
species, only 700 fish cell lines have been established so far, with RTG-2 cells, a gonadal-derived RT
cell line, as the first fish cell line [13]. Currently, the RT cell line collection, also recently called “RT
Invitromatic” [14], represents almost 8% of fish cell lines generated so far and is daily used to address
questions in various research fields, with the exception of nutrition. Indeed, to our knowledge, none of
the studies performed so far with RT cell lines aim to decipher the molecular mechanisms related to
nutrition, and the very existence, as well as the function, in these cells of the main nutrient-sensing
signaling routes is still unknown. Of these, three pathways, described to be regulated by amino acids
to maintain the cellular homeostasis in various species, deserve particular attention in the context of RT
nutrition, which strongly relies on amino acid supplies: the general control nonderepressible 2 (GCN2),
macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) and the mechanistic Target Of Rapamycin
(mTOR) pathways.

mTOR is a serine/threonine kinase described to form a multimeric protein complex called mTORC1
that is specifically activated by nutrients such as amino acids (for review, [15]). Indeed, at least four
amino acids have been shown to specifically induce mTOR activation: two essential amino acids
(EAA)—namely, leucine and methionine—and two conditionally essential amino acids (glutamine and
arginine). Once activated, mTORC1 transduces an anabolic signal by phosphorylating its downstream
targets, among which are found the Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4EBP1)
and the ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6K) [16], which stimulates cell growth and proliferation.
Moreover, through its activity, mTORC1 does not solely regulate anabolism, but it also represses
catabolism, since it inhibits one of the most important intracellular degradation pathways, called
autophagy. Indeed, upon starvation conditions, mTORC1 gets inactive and can no longer inhibit the
initiation step of autophagy [17]. Thus, cytoplasmic materials are engulfed in double-membrane vesicles
called autophagosomes. Then, autophagosomes fuse with lysosomes to degrade and recycle their
contents, providing new intracellular substrates essential to cope longer with starvation. This whole
process, genetically controlled by AuTophaGy-related (ATG) genes, has been shown to play a crucial



Cells 2020, 9, 1754 30f17

role in keeping cellular and organism homeostasis, while its dysregulation, notably by unbalanced
dietaries, leads to pathological disorders [18]. Finally, amino acid starvation is also known to promote
the activation of the integrated stress response (ISR) pathway [19], mainly through the activation of
the GCN2 kinase and, to a lesser extent, via the activation of the unfolded protein response (UPR)
pathway. In both cases, the depletion of amino acids leads to the eukaryotic initiation factor 2 «
(elF2x)-dependent activating transcription factor 4 (ATF4) activation. This process represses the general
protein synthesis and promotes the transcription of genes related to amino acid biosynthesis and
catabolic pathways, including ddit3 for DNA damage inducible transcript 3 (also commonly called, and
hereafter referred to as, chop for the C/EBP homology protein), asns (Asparagine synthetase), map1lc3b
(microtubule associated protein 1 light chain 3(3 (hereafter referred to as Ic3) and sgstm1 (sequestosome
1, also known as p62) autophagy genes.

Thus, and prior to assessing the outcomes of the use of specific nutrients on the metabolism of the
RT cell lines, it appeared essential to characterize, as described in other species, these three pathways
for (1) their capacity to be induced or repressed by starvation, (2) their related kinetics and (3) their
specific regulation by amino acid availabilities. To do so, a series of experimentations were conducted
on the RTH-149 cell line, a RT hepatoma-derived cell line studied for decades [20] in various topics.
Moreover, the RTH-149 cell line seems particularly adapted to studies related to nutrition, since liver is
described as a highly metabolic organ with the highest amino acid consumption rate.

In this work, we demonstrate that RTH-149 cells display functional GCN2, autophagy and mTOR
pathways. Moreover, we assessed the time course of the activation of each pathway to identify the
key time points at which the molecular markers implicated in these pathways reflected the most their
activation states. Finally, this study opens up exciting new perspectives for the use of this cellular
model by describing, for the first time, the usefulness of the RTH-149 cell line as a relevant model
to address nutrition-related questions and to study the nutrient sensing signaling pathways from a
comparative and evolutionary aspect.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Culture and Treatments

RTH-149 rainbow trout hepatoma cells (ATCC® CRL-1710, LGC standards, Molsheim, France)
were grown at 18 °C and pH 7.4 in minimum essential medium (MEM) containing r-glutamine
(#61100-053) supplemented with the MEM nonessential amino acid (NEAA) solution (#11140-50),
10% fetal bovine serum (#10270-106), 10-mM sodium pyruvate (#11360-070), 100-units/mL penicillin and
100-pg/mL streptomycin (#14065-056), all provided by Gibco (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA,
USA), and 25-mM hepes (#BP299-1, Fisher Bioreagents, Fisher scientific SAS, Illkirch Graffenstaden,
France). This complete medium (CM), hereafter also referred to the control condition (CTRL),
was replaced twice a week, and cells were passaged at 80-90% of confluence. Prior to experiments,
cells were counted with a Cellometer K2 (Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, MA, USA) and plated
in 6-cm-diameter dishes at a density of 400,000 cells per dish for Western blot analysis and 500,000
for real-time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis before incubation at 18 °C. After 2 days, cells were
washed twice with PBS prior treatments, according to experiments. For RT-qPCR analysis, Hank’s
balanced salt solution (HBSS) (#14025-092, Gibco) supplemented with 25-mM hepes was used as the
starvation medium. Amino acid treatment was composed of starvation medium supplemented (AA+)
or not (AA—) with the MEM amino acid solution (#11130-036, Gibco) containing all essential amino
acids (EAA), the MEM NEAA solution (#11140-050, Gibco) and r-glutamine (#250030-081, Gibco).
For Western blot analysis, the starvation medium defined above was supplemented with EAA or
NEAA and r-glutamine or all three (AA). Halofuginone hydrobromide (HF) (#32481, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) [21], an inhibitor of prolyl tRNA synthetase, was added to the CM to induce the
GCN2 pathway at 10, 100 or 1000 nM where indicated. Treatment times were chosen in accordance
with the different kinetic experiments presented hereafter. Hence, for Western blot analysis of the
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mTOR pathway, cells were starved for 3 h and treated by amino acids for 1.5 or 2 h. Besides the time
course experiments, all RI-qPCR analyses were performed using cells treated for 24 h.

2.2. Protein Extraction and Western Blot Analysis

Cells were washed twice in ice-cold PBS and lysed using RIPA buffer (#89901, Thermo Scientific)
supplemented with Halt protease and a phosphatase inhibitor cocktail (#78442, Thermo Scientific).
Protein samples were conserved on ice for 30 min before centrifugation at 12,000x g at 4 °C.
The concentration of protein samples was determined using the Bicinchoninic Acid Kit (#BCA1-1KT,
Sigma-Aldrich). Protein samples were mixed with Laemmli buffer and subjected to sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred on polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes (#IPFL00010, Merk Millipore, Burlington, MA, USA) and, finally, immunoblotted using
the following antibodies: anti-ribosomal protein S6 (#2217; Cell Signaling Technologies, Danvers, MA,
USA), anti-phospho-56 (Ser235/Ser236, #4856; Cell Signaling Technologies), anti-4EBP1 (#9452; Cell
Signaling Technologies), anti-phospho-4EBP1 (Thr37/Thr46, #9459; Cell Signaling Technologies), anti-
microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B (LC3B) (#2775; Cell Signaling Technologies) and
anti-B-tubulin (#2146; Cell Signaling Technologies). Membranes were incubated with IRDye secondary
antibody (#926-68071, LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA) after washes. (3-tubulin was used as the loading
control and was, as for total proteins, immunoblotted after membrane stripping. Signal acquisition was
performed by infrared fluorescence with the Odyssey® Imaging System (LI-COR, Inc.) and quantified
using Image] software (NIH, Bethesda, MD, USA).

2.3. Autophagy Flux Assay

Autophagy flux assay is one of the gold standard technics developed to assess autophagy [22].
Briefly, this technic relies on LC3, a cytosolic protein (LC3-I) that, upon autophagy induction,
is conjugated to phosphatidylethanolamine (LC3-II). This conversion, described to be necessary
for autophagosome formation, is used to measure the induction of autophagy in the presence of
lysosomal inhibitors to prevent LC3-II degradation by hydrolases. The autophagy flux assay was
therefore estimated by measuring the amount of LC3-II detected by Western blot in the presence or
absence of a lysosomal inhibitor. The more the LC3-II level increases in the presence of the inhibitor,
the higher the autophagy flux is supposed to be. Therefore, when indicated, cells were treated
for the indicated times and media in the presence or absence of 10 uM chloroquine (CQ) (#C6628,
Sigma-Aldrich) prior to proceeding to the protein extraction and Western blots analysis directed
against the LC3B protein and tubulin as a loading control. Quantifications of LC3-1I/tubulin ratios
were then normalized to the ratio corresponding to the time point showing the highest autophagy flux
(to arbitrarily define a 100% autophagy flux induction) according to the treatment considered.

2.4. RNA Extraction and RT-qPCR Analyses

Cells were washed twice with PBS prior to RNA extraction and purification using a RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s protocol and stored at —80 °C.
RNA concentration and integrity were determined using a Nanodrop® ND1000 spectrophotometer.
cDNAs were synthesized from 1 ug of RNA samples using Superscript Il RNAseH -reversetranscriptase
kit (#18080-093, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with random hexamers (#C1101, Promega, Madison,
WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. After a first step of denaturation (5 min at
65 °C), the retro-transcriptions of RNAs were performed (5 min at 25 °C, 1 h at 55 °C and inactivation
during 15 min at 70 °C) using a thermocycler. The real-time quantitative PCR reactions were performed
in triplicate, comprising 3-uL Light Cycler 480 SYBR® Green 1 Master, 0.76 pL of nuclease-free water
(P1195, Promega), 2 uL of diluted cDNA at 1/40 or 1/80 and 0.12 puL of gene-specific primer (10 uM)
(listed in Table 1) on the Roche Light Cycler 480 system (Roche, Bale, Switzerland). Primers used for
RT-qPCR analyses, validated in previous studies, are listed in Table 1 [23-27]. The RT-qPCR protocol
was initiated at 95 °C for 10 min, followed by 45 cycles of a three-step amplification program (15 s at
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95 °C, 10 s at 60 °C and 15 s at 72 °C). Melting curves were systematically monitored at the end of
the last amplification cycle to confirm the specificity of the amplification reaction. Each PCR assay
included negative controls (RT- and cDNA-free samples). Elongation factor 1« (ef1) was used for the
normalization, as it was found to be the most constant and accurate across the different housekeeping
genes tested (actin, gapdh and 18S) and not significantly different among all the conditions tested (data
not shown). The gene expression levels were presented as the relative quotient (RQ) calculated using
the AACT method.

Table 1. List of real-time quantitative PCR (RT-qPCR) primers used in this study.

Genes Forward Primer Reverse Primer
asns 5-CTGCACACGGTCTGGAGCTG-3 5-GGATCTCGTCTGGGATCAGGTT-3’
chop 5-CGACAATGTCCAACAACCTG-3’ 5-ACGAGGAGAACGAGGTGCTA-3’
xbp1 5- TGCAACCAAGCCAATTCTTC -3’ 5-GCGAGAACTTCGTCTTCCAG-3’
edeml 5-GAACATCCAAACGGGACAGT-3’ 5-TGAGAAGAGGGAGGGAGTCA-3
Ic3b 5-GAAACAGTTTGACCTGCGTGAA-3’ 5-TCTCTCAATGATGACCGGAATCT-3’
sqstm1 5-AGCCCACTGGGTATCGATGT-3’ 5-GGTCACGTGAGTCCATTCCT-3’
atg4b 5-TATGCGCTTCCGAAAGTTGTC-3’ 5-CAGGATCGTTGGGGTTCTGC-3’
atgl12 5 -GATGGAGGCCAATGAACAGC-3’ 5-GCGTTTGAACTGAAAAGGGCTAA-3
atp6vla 5 -CTGTTTAATTTCTGAAGATCTAGCC-3’ 5-GATCTCTCCCACCAGCTCAC-3’
ctsd 5-CAGACATCGCCTGCTTGCTT-3’ 5-CAGGATGCCGTCAAACTTCG-3’
efl 5-TCCTCTTGGTCGTTTCGCTG-3’ 5-ACCCGAGGGACATCCTGTG-3’

2.5. Statistical Analysis

All presented values are means + S.E.M. In each figure legend is indicated as the number
of biological replicates (N). Normality was tested with the Shapiro-Wilk test for each condition
independently (p > 0.05). Then, they were analyzed using a Student’s {-test or one-way ANOVA,
with multiple comparisons performed with Tukey’s post-hoc test or with Dunnett’s post-hoc test when
comparing conditions to the control. The test applied is mentioned in each figure legend.

3. Results

3.1. The GCN 2 Pathway

As mentioned previously, the GCN2 pathway is part of the integrated stress response (ISR)
pathway induced following endoplasmic reticulum (ER) stress. Numerous stresses can activate
ISR—among which, amino acid deficiency is certainly one of the most characterized. Therefore,
we sought to evaluate if RTH-149 cells are prone to activate this pathway upon amino acid and serum
deprivation, hereafter referred to as starvation, by assessing the time course of the gene expression
described to be transcriptionally regulated by the ISR (Figure 1A).
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Figure 1. Expression of the integrated stress response (ISR) pathway target genes induced by starvation
and halofuginone hydrobromide (HF) in RTH-149 cells. (A) Cells were starved for the indicated times
prior to proceed to RNA extraction and real-time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis of the ISR target
genes. (B) Cells were grown in the control condition (CTRL) supplemented or not with the indicated
concentration of HF. RNA was extracted 24 h following the treatments, and a RT-qPCR analysis of the
ISR target genes was performed. Results are presented as the relative quotient (RQ) normalized to
the T = 0 h time point (A) or control condition (B). (A,B) Data are presented as means + SEM, N = 4.
Conditions showing results statistically different from each other are presented using a different letter
(p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).

Interestingly, we noticed that the expression of the chop (ddit3), asns and xbp1 genes reached a
maximum following 8 h of starvation and remained upregulated until 24 h, while edem]1, a target of
the IRE1-activated form of Xbp1l (Xbp1 spliced variant) remained constant all along the starvation.
To further characterize this pathway, HE, a pharmacological activator of the GCN2 pathway, was used
to mimic amino acid starvation. The use of HF, at different concentrations in RTH-149 cells grown in the
CTRL condition, confirmed the involvement of Gen2 in the specific regulation of the genes previously
observed upon starvation (Figure 1B). We observed that 100 nM of HF were sufficient to upregulate the
chop, asns and xbp1 genes. Interestingly, and later discussed, when the HF concentration was increased
(1000 nM), asns and xbp1 upregulations were no longer observed, while chop was further upregulated.
Finally, we confirmed the amino acid-specific regulation of the chop, asns and xbp1 genes observed upon
starvation by assessing the mRNA levels of these genes in cells grown in CM or starvation conditions
supplemented or not with amino acids (Figure 2).

The gene expression analysis clearly revealed that starvation-induced chop, asns and xbpl
upregulations were directly linked to amino acid availability, since no upregulation was observed for
those genes when the amino acids were supplemented in the starvation condition. Beside that these
results show the conservation of the GCN2 pathway in RTH-149 cells, they also demonstrate that the
GCN2 pathway is canonically activated by amino acid withdrawal.
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Figure 2. Amino acid-dependent regulation of the starvation-induced ISR gene overexpressions in
RTH-149 cells. Cells were grown for 24 h in either complete medium (CM) or starvation medium
supplemented (+AA) or not (—AA) with amino acids prior to proceed to RNA extraction and a RT-qPCR
analysis of the ISR target genes. Results are presented as the relative quotient (RQ) normalized to the
CM. Data are presented as mean values + SEM, N = 3. Conditions showing results statistically different
from the control condition (CM) are presented as *: p < 0.05, ***: p < 0.001 and ****: p < 0.0001, one-way
ANOVA Dunnett’s post-hoc test.

3.2. Autophagy

As mentioned previously, autophagy is an intracellular degradation process that is stimulated
upon starvation conditions. This stimulation is controlled at different transcriptional, translational and
post-translational levels. We first sought to determine the transcriptional time course of specific atg
genes—namely, Ic3b, atg4, sqstm1 and atg12 (Figure 3A).
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Figure 3. Expression of the atg genes induced by starvation and HF in RTH-149 cells. (A) Cells were
starved during the indicated times prior to proceeding to the RNA extraction and RT-qPCR analysis of
the autophagy genes. (B) Cells were grown for 24 h in the control medium (CTRL) supplemented or
not with the indicated concentration of HF. Then, RNA extraction and RT-qPCR analysis of the atg
genes were performed. Results are presented as the relative quotient (RQ) normalized to the T =0 h
time point (A) or the control condition (B). Data are presented as means + SEM, N = 4. Conditions
showing results statistically different from each other are presented using a different letter (p < 0.05,
one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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If all genes tested showed a significant increase following 24 h of starvation, the time courses
were slightly different between each other. Indeed, sgstm1 expression is the first to be significantly
upregulated (8 h), while it takes 16 h of starvation to detect Ic3b upregulation and 24 h for the atg4 and
atg12 genes. Moreover, the treatments of the RTH-149 cells with HF (Figure 3B) showed that Ic3b, atg4
and sgstm1, but not atg12, were upregulated following the GCN2 pathway activation. Then, knowing
that autophagy requires functional lysosomes to be completed, we also analyzed the expression
of lysosomal markers upon starvation and the specific requirements of an active GCN2 pathway
(Figure 4).
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Figure 4. Expression of lysosomal markers induced by starvation and HF in RTH-149 cells. (A) Cells
were starved during the indicated times prior to proceeding to the RNA extraction and RT-qPCR analysis
of the lysosomal genes. (B) Cells were grown for 24 h in the control medium (CTRL) supplemented
or not with the indicated concentration of HF. Then, RNA extraction and RT-qPCR analysis of the
lysosomal genes were performed. Results are presented as the relative quotient (RQ) normalized to
the T = 0 h time point (A) or the control condition (B). Data are presented as means + SEM, N = 4.
Conditions showing results statistically different from each other are presented using a different letter
(p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).

Whatever their final localization, such as the lysosomal membrane for the V-type proton ATPase
catalytic subunit A (Atp6vla) and the lysosome-associated membrane glycoprotein 1 (Lamp1) or the
lysosomal lumen for cathepsin D (Ctsd), all the lysosomal markers tested showed a strong increase,
with a maximum between 16 and 24 h of starvation, according to the gene considered (Figure 4A).
However, we observed that the atp6vla, lampl and ctsd gene expressions were not, or very slightly,
affected by HF-induced GCN2 activation. (Figure 4B). So, to better understand if amino acids control
autophagy in RTH-149 cells, we therefore analyzed how autophagy and lysosomal genes were regulated
in cells grown in the control or starvation conditions supplemented or not with amino acids (Figure 5A).
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Figure 5. Amino acid-dependent regulation of starvation-induced autophagy in RTH-149 cells. (A) Cells
were grown for 24 h in either complete medium (CM) or starvation medium supplemented (+AA) or
not (—AA) with amino acids prior to proceeding to the RNA extraction and RT-qPCR analysis of the
autophagy and lysosomal genes. Results are presented as the relative quotient (RQ) normalized to the
CM. Data are presented as means + SEM, N = 3. Conditions showing results statistically different from
the control condition (CM) are presented as *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 and ****: p < 0.0001,
one-way ANOVA Dunnett’s post-hoc test. (B) Cells were starved for the indicated time prior to
proceeding to the protein extraction and Western blot analysis using antibodies directed against LC3B
and B-tubulin as a loading control. (C) Quantifications of the LC3-II and 3-tubulin levels from the
Western blots were performed using Image]. Results are presented as ratios of LC3-II on 3-tubulin levels
normalized to the 8 h of starvation with the CQ condition. Data are presented as mean values + SEM,
N = 3. For each time point, results were compared between +CQ vs. —CQ. Statistical differences are
shown as ***: p < 0.001, Student’s t-test. (D) Cells were grown for 5 h in either complete medium (CM)
or starvation medium supplemented (+AA) or not (~AA) with amino acids and 10 uM of CQ (—/+ CQ)
prior to proceeding to the protein extraction and Western blot analysis using antibodies directed against
LC3B and B-tubulin as a loading control. (E) Quantifications of the LC3-II and B-tubulin levels were
made using Image] software. Results are presented as ratios of LC3-II on 3-tubulin levels normalized
to starvation without amino acids and with the CQ (—AA +CQ) condition. Data are presented as means
+ SEM, N = 5. Conditions showing results statistically different from each other are presented using a
different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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Interestingly, we noticed that, if starvation induced an upregulation of all the markers tested,
the supplementation of the starvation medium with amino acids showed minor effects on the autophagy
genes, while the lysosomal markers were no longer upregulated (Figure 5A). In light of these results,
it appeared essential to assess, at the protein level, how the autophagy flux is induced in RTH-149 cells
and how it is regulated by amino acids. Therefore, we first initiated a set of experiments to define
the time point at which autophagy induction can be detected (Figure 5B). A Western blot analysis
performed against the Lc3b protein revealed an accumulation of LC3-II in the presence of CQ from 4 h
until 8 h of starvation (Figure 5C), suggesting that the autophagy flux is efficiently induced following
at least 4 h of starvation. Based on these results, we then conducted experiments in which RTH-149
cells were grown for 5 h in control or starvation conditions supplemented or not with amino acids and
CQ (Figure 5D,E). The LC3b protein detected by Western blot clearly showed that the accumulation of
LC3-II observed upon starvation in the presence of CQ was considerably decreased when amino acids
were added to the starvation medium. Quantifications of the LC3-II levels confirmed that the presence
of amino acids in the starvation medium significantly restored an autophagy flux similar to a control
condition. Altogether, these results demonstrate that the autophagy pathway is conserved and tightly
regulated by amino acids in RTH-149 cells.

3.3. mTOR

The mTOR pathway is another major cellular pathway that is described to respond to amino
acid availability. In contrast with the GCN2 and autophagy pathways, this pathway is inactivated
upon starvation and activated in the presence of intracellular amino acids to keep cellular homeostasis.
Thus, we sought to analyze the rate at which mTOR is inactivated upon starvation, as well as its
specific kinetic of activation by amino acids by conducting a Western blot analysis directed against
the phospho-4EBP1 and phospho-56 proteins. For this, we used protein extracts from RTH-149 cells
starved for different time points or starved prior to being stimulated back with amino acids for the
indicated time (Figure 6).

If the dephosphorylation of S6 appeared to start following only 15 min of starvation to finally
become undetectable after 60 min, surprisingly, the level of phospho-4EBP1 increased in the first
instance before finally decreasing (Figure 6A, left panel). Quantifications of the dephosphorylation
rates observed upon starvation for the S6 and 4EBP1 proteins revealed that, if the S6 phosphorylation
levels continuously decreased to a minimum state observed following 90 min of starvation (Figure 6B),
for unknown reasons, the 4EBP1 phosphorylation level significantly increased after 30 min of starvation
prior to becoming significantly dephosphorylated after 2 h (Figure 6C). In light of these results, and to
observe the activation of the mTOR by amino acids, the cells were first starved for 3 h, the starvation
time required for S6 and 4EBP1 to display the lowest phosphorylation, prior to being stimulated
with amino acids for the indicated time. This set of experiments allowed a fine detection of the
phosphorylation induced by amino acid treatments of these targets (Figure 6A, right panel). Thus,
signals of the phospho-56 and phospho-4EBP1 proteins were detected early following amino acid
stimulation (30 min), but quantifications revealed different kinetics between each target (Figure 6D,E).
Indeed, S6 phosphorylation is significant and maximal only after 2 h of stimulation, while 4EBP1
becomes significantly faster and longer phosphorylated (from one hour and a half to 8 h of amino acid
stimulation). According to these results, the following experimentations were conducted with the
optimized protocol, meaning a starvation of cells for 3 h prior a stimulation with amino acids for 1.5 or
2h.
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Figure 6. Regulation of the mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR) pathway activity following

starvation or stimulation with amino acids in RTH-149 cells. (A) Left panel: Cells were starved for

the indicated time. Right panel: Cells were starved for 3 h prior to being treated using the starvation

medium supplemented with amino acids for the indicated time. Following the protein extractions,

Western blots were performed using antibodies directed against phospho-S6, total S6, phospho-4EBP1

and total 4EBP1 proteins and p-tubulin as a loading control. (B-E) Quantifications were performed

using Image] software, and ratios between the indicated phosphorylated protein levels and -tubulin

were calculated prior to being normalized to T = 0 h (B,C) or T = 2 h (D,E). Data are presented as means

+ SEM, N = 3. Conditions showing results statistically different from the 0 h time point are presented
as *: p < 0.05, **: p < 0.01 and ***: p < 0.001, one-way ANOVA Dunnett’s post-hoc test.

Thereafter, we sought to evaluate how the mTOR could be specifically activated by two independent
groups of amino acids: EAA (containing arginine) or nonessential amino acids (NEAA) supplemented
with glutamine (Q) (Figure 7A). Astonishingly, when treated independently with these two pools of
amino acids, no or low phosphorylation of S6 and 4EBP1 were detected compared to the phosphorylation
levels observed and quantified with the total amino acid treatments (Figure 7B,C). Nonetheless, when the
RTH-149 cells were preloaded with glutamine prior to repeating the stimulation with EAA or NEAA,
the mTOR was only activated by EAA, as observed by a Western blot analysis (Figure 7D) and their
respective quantifications (Figure 7E,F). Altogether, these results demonstrate that RTH-149 cells
display a functional mTOR pathway that can sense the availability of amino acids.
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Figure 7. Regulation of essential and nonessential amino acids on mTOR activation in RTH-149 cells.
(A) Cells were starved during 3 h prior to being treated with the starvation medium supplemented
either with total (AA), essential (EAA) or nonessential amino acids (NEAA) during the indicated
time. Following protein extractions, Western blots were performed using antibodies directed against
phospho-56, total S6, phospho-4EBP1 and total 4EBP1 proteins and -tubulin as a loading control.
(B,C) Quantifications were performed using Image] software, and ratios between the indicated
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phosphorylated protein levels and p-tubulin were calculated prior to being normalized to the CTRL
condition at 2 h. Data are presented as means + SEM, N = 3. Conditions showing results statistically
different from each other are presented using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s
post-hoc test). (D) Experiments were performed as in (A), except that cells were starved in the presence
or not of glutamine (—/+Q) prior 1.5 or 2 h-treatments with EAA or NEAA. (E F) Quantifications and
analyses of 2 h-treatments were made as described in (B,C). Data are presented as means + SEM, N = 3.
Conditions showing results statistically different from each other are presented using a different letter
(p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).

4. Discussion

In recent years, the use of the primary cultures of myoblasts, adipocytes or hepatocytes increased
significantly to study molecular mechanisms related to the nutrition of fish of agronomic interests [28-35].
Although this approach led to significant progress in the field, it also revealed its weaknesses. Indeed,
beside that the society is more than ever pushing to restrict animal experimentations, primary cell
cultures do not allow yet (or only to a very limited extent) a functional genomic analysis and, thus,
limits our understandings of specific gene functions.

In the present study, we sought to investigate the usefulness of a RT cell line to address
nutrition-related questions by focusing our work on three major pathways shown to regulate cell
homeostasis through their regulation by amino acids. Our work clearly demonstrates that RTH-149
cells display functional GCN2, autophagy and mTOR pathways. Indeed, the results obtained clearly
demonstrate that starvation can be sensed by RTH-149 cells, which then induce the activation of
GCN2 and drive the expression of ISR-related genes in an amino acid-dependent manner. In detail,
the results showed that a high concentration of HF (1000 nM) strongly upregulates chop but represses
the induction of other ISR-related genes. This result corroborates previous findings from different
species demonstrating that Chop overexpression contributes to a negative feedback loop responsible
for attenuating the starvation-induced GCN2 response [36]. Furthermore, similarities in the regulation
of the autophagy pathways were observed in RTH-149 cells compared to other species. For example,
the regulations of sqstm1, atg4 and Ic3b observed in RTH-149 cells were already described in a mouse cell
line to be induced following starvation in a GCN2/ATF4-dependent manner [37]. To the same extent,
the kinetic of the starvation-induced autophagy measured in RTH-149 cells almost perfectly matches
with the one measured in starved mouse embryonic fibroblast (MEF) cells [38]. Finally, the results
obtained in RTH-149 cells related to the amino acid-induced mTOR activation are also consistent with
those obtained in other species. Indeed, in RTH-149 cells, the mTOR appeared to be strongly activated
by EAA when the cells were preloaded with glutamine. This observation would indicate that RTH-149
cells sense amino acids and activate the mTOR following mechanisms shared between trout, mice and
human cell lines [39,40] Altogether, experiments conducted so far in RTH-149 cells tend to demonstrate
that molecular mechanisms leading to GCN2, autophagy and mTOR activation have been conserved
throughout evolution.

Nonetheless, if the results obtained in the RTH-149 cell line backup the main results observed in
other species and, also, in previous studies performed in primary RT cell cultures [41-43], our data
also highlights some particularities that RTH-149 cells display for these three pathways. For instance,
we observed that atg12 was not upregulated following the HF treatment, indicating that atg12 is
likely not a target of the GCN2 pathway in RTH-149 cells, while it is in MEF cells [37]. Furthermore,
we observed that the overexpression of afg genes upon starvation was not repressed in the presence of
amino acids in RTH-149 cells, in contrast to observations previously made in primary RT myoblasts [41].
To better understand these differences in the regulation of atg genes, future studies will have to be
conducted to determine, for instance, if this could be related to the tissue from which the cell line
derived or related to the transformation/immortalization process. Finally, despite the increase of
phosphorylation of 4EBP1 observed in the earlier time points of starvation, which has not been reported
so far in other species, we observed that the mTOR pathway reacts more slowly to starvation, or to a
stimulation with amino acids, than the responses observed in other species. Indeed, when it takes
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less than 20 min for the mammalian mTOR pathway to be activated by amino acids [44], in RTH-149
cells, we observed a significant increase in the phosphorylation levels of S6 and 4EBP1 following 2 h of
stimulation. On one hand, an explanation for this delayed response could be that, since rainbow trout
have evolved to grow in cold water (24 °C or higher temperatures being lethal for trout), the whole
process could be slowed down by the growing temperature routinely used for cell cultures (18 °C).
On the other hand, we observed that the kinetics of the activation of the autophagy process in RTH-149
cells is comparable with those observed in mammalian cells. Altogether, these observations likely point
to intrinsic specificities of the RTH-149 cells and, finally, draw the attention of future studies to the
need to characterize the time responses of these pathways in other cell lines, or primary cell cultures,
to avoid jumping to conclusions on the effects of a specific nutrient or stress. Moreover, the results
obtained on the autophagy flux in starved RTH-149 cells demonstrated, one more time, the complexity
of autophagy, which is regulated at multiple levels and by different stresses, and strengthened the need
to follow guidelines to assess autophagy [22]. Indeed, if we observed that atg gene expressions were not
regulated by the amino acid availability, the autophagic flux assay clearly showed a repression of the
starvation-induced autophagy in the presence of amino acids. Independently, each result could lead to
opposite conclusions, but, according to the literature, from different species previously mentioned and
to the different time courses measured for the mTOR and autophagy in our study, this characterization
of the autophagy response in RTH-149 cells likely supports the canonical model for which the mTOR
regulates autophagy via the amino acid-sensing pathway.

Altogether, our study supports, for the first time, the use of RTH-149 cells in nutrition-related
topics. Indeed, it presents a full set of protocols, and it identifies numbers of key molecular markers
together with their specific time-dependent activations that could be of great interest for future
experimentations aiming to better understand molecular mechanisms involved in, and controlling,
fish nutrition. The use of RT cell lines, through nutritional approaches, will certainly help to develop
new feed formulations using alternative protein sources rather than FM. For instance, vegetal proteins
are well-described to lack some EAA (e.g., methionine, lysine and threonine) [45] that are required
to be supplemented to the diet as free amino acids to cover, theoretically, the metabolic needs of fish.
For instance, numerous studies previously performed in vivo evaluated if a supplementation of the
missing amino acids could be effective on trout growth and, if so, at which level of supplementation [46].
Therefore, it is now well-described that EAA supplementation in plant-based diets prevent, but only
partially, the growth retardation observed in fish fed with regular plant-based diets. From now on,
new feedstuffs are being studied to replace FM, such as yeast- and insect-based diets, but, even if they
theoretically display proteins well-balanced for EAA, the demonstration that their general amino acid
profiles meet the metabolic fish needs is not yet confirmed. In this context, in vitro approaches using
RT cell lines will address these questions, for instance, by mimicking the amino acid composition of
the alternative protein source to grow cells and look at the cellular outcomes prior to proceeding to
in vivo validations usually considered as being heavier and time-consuming.

Finally, considering the abundance of cell lines in the RT invitromatic, we believe that the use of cell
lines to study fish nutrition and metabolism will be of great interest in the close future, especially with
the recent advances in gene invalidation technics, such as CRISPR/cas9. Definitively, the combination
of such approaches will therefore allow to understand deeper the relationships between nutrients and
fish homeostasis and will certainly help to design new feed formulations for the development of an
aquaculture that is sustainable and eco-responsible.
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Second article : Les lignées cellulaires de truite, un modele pertinent
pour |"étude des régulations nutritionnelles: Focus sur les
transporteurs d’acides aminés cationiques, les voies mTOR et GCN2

Objectifs

Ce second article avait différents objectifs. Le premier était d’identifier, chez la truite arc-en-
ciel, les genes orthologues des différents transporteurs d’acides aminés cationiques connus
chez les mammiféres. Le second objectif était de déterminer si la carence en acides aminés
induit la surexpression de certains des transporteurs d’acides aminés cationiques identifiés et
si cette régulation était dépendante de la voie GCN2. Le dernier objectif, quant a lui, était
d’évaluer les effets des carences en AAC seuls sur la signalisation cellulaire relative aux acides
aminés, I'expression des transporteurs d’acides aminés cationiques et la prolifération des 3
lignées cellulaires étudiées.

Principaux résultats

Carence en K CarenceenR

Transporteurs d'acides
aminés cationiques

i mTOR

Prolifération cellulaire

- Nous avons identifié chez la truite les génes homologues de tous les transporteurs
d’acides aminés cationiques connus chez les mammiféres.

- Lacarence en acides aminés induit la surexpression de certains transporteurs d’acides
aminés cationiques potentiellement via la voie GCN2.
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- La carence spécifique en lysine et/ou arginine induit également la surexpression des
transporteurs d’acides aminés cationiques parmi lesquels figurent principalement
y*LAT2 et certains transporteurs de la sous famille des CATSs.

- Nous avons démontré, pour la premiere fois dans un modele poisson, que I'arginine
est un activateur de la voie mTOR mais aussi que la lysine contribuerait également,
faiblement mais significativement, a I'activation de cette voie.

- Enfin, et de fagon surprenante, nous avons pu observer que la carence en arginine
n’impacte pas la prolifération des cellules, contrairement a la carence en lysine.

Conclusion

Suite a I'analyse des données transcriptomiques de 2 études indépendantes, nous avions
observé une surexpression de CHOP, un marqueur de I'ISR, et de 2 TAACs, y*LAT2 et CAT2,
chez des truites nourries avec des aliments végétaux malgré la supplémentation de ceux-ci
avec des AAC libres. Nous émettions alors I’hypothése que la surexpression de ces TAACs était
induite via la voie GCN2 par une carence en AAC ressentie par les truites malgré leur ajout
sous forme libre et que cela pourrait se traduire par un retard de croissance.

Apres avoir identifié les différents orthologues des transporteurs d’acides aminés cationiques
chez la truite, nous avons premierement démontré que I'expression de certains d’entre eux
dont y*LAT2 et des TAACs homologues de CAT2, est bien induite lors d’'une carence en acides
aminés. De plus la surexpression de ces TAACs induite par un activateur pharmacologique de
GCN2 suggeére fortement que la carence en AA induit la surexpression de ces TAACs via la voie
GCN2. Finalement, nos résultats démontrent également que la carence en AAC est suffisante
pour induire I'activation de la voie GCN2 ainsi que la surexpression des TAACS mais également
pour réduire I'activation de la voie mTOR et la prolifération cellulaire. Ainsi, I’ensemble de nos
résultats supportent notre hypothése selon laquelle la supplémentation en AAC libres des
aliments végétaux ne serait pas suffisante pour répondre aux besoins de la truite et induirait
une carence qui provoquerait la surexpression des TAACs et réduirait la croissance des truites.
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Rainbow trout cell lines, a pertinent model for the study of nutritional-induced dysregulations:
Focus on Cationic Amino Acid Transporters, GCN2 and mTOR pathways
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Abstract

Amino acid transporters (AAT) control the cellular entry, or exit, of amino acids (AA), according to their
nature and concentration, prior to ensure their multiple functions as building blocks for protein
synthesis but also as precursors for most metabolic pathways and as signaling molecules. Thus, AAT
significantly contribute to maintain cellular homeostasis which can therefore be lost following
dysregulations of their expressions. Such dysregulations can be caused by several factors, notably by
diets unbalanced in AA. In this study, we took advantage of the metabolic feature of rainbow trout
cells, described to mainly rely on AA to sustain their needs, to study the AA-dependent dysregulations
with a particular focus on cationic AAT (CAAT) as well as two major AA-sensing pathways called GCN2
for General Control Nonderepressible 2 and the mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR) pathways.
Results obtained clearly evidenced more than 40 putative CAAT genes in trout genome, among which
27 were found to be expressed in trout tissues while interestingly, the 3 cell lines tested expressed the
same set of CAAT genes. Moreover, results demonstrated that part of these genes can be subjected to
AA and CAA dependent regulations, certainly through GCN2-dependent mechanisms. Moreover, they
highlighted the differences in GCN2 and mTOR pathway activations together with strong outcomes on
cellular proliferation capacities with respect for the nature of the CAA considered. Altogether, through
the use of RT cell lines, these results clearly demonstrated the dysregulations induced by diets
unbalanced in their AA composition and brought insightful knowledge that could serve the aquaculture
field as well as medical science.

Key words
Amino acid transporters, Nutrition, Metabolism, mTOR, GCN2, fish cell lines
Introduction

In most organisms, if not all, AA constitute basic, but crucial, molecules for life. The past decades have
demonstrated that AA functions are not only supported by their roles as building blocks for protein
synthesis but also by their abilities fueling numerous metabolic pathways as well as their capacities to
control homeostasis as signaling molecules. Indeed, while most of the 20 natural proteinogenic AA
serves as precursors for energy, nucleotide, lipid and glucose metabolisms [1], a significant proportion
also bears signaling functions [2], directly [3,4] or indirectly through their related secondary
metabolites [5,6]. For instance, the production of nitric oxide from arginine, a cationic AA (CAA),
induces, among multiple signaling events, smooth muscle cells relaxation regulating vasodilatation
events to maintain body temperature. Therefore, and beside the conventional classification of AA into
essential (EAA), non-essential (NEAA) and conditionally essential (CEAA) AA, established on nutritional
requirements determined only with respect for growth performances and/or nitrogen balance of
species, the term “functional” AA has been recently introduced. It is defined as “those AA that
participate in and regulate key metabolic pathways to improve health, survival, growth, development,
lactation, and reproduction of the organisms” [7]. Thus, this new concept reshuffles the deck and shed
new light on the countless functions supported by AA, whatever their direct outcomes on growth
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performances, including, but not limiting to neurological, digestive, hormonal, anti-oxidant, immune
or metabolic functions.

Conscious of the massive input of AA on cellular homeostasis and organism physiology, much efforts
have been made by the scientific community to understand the molecular mechanisms controlling AA
functions in cells. Among these, the absorption of AA has received a particular attention since it
constitutes the first limiting step for an AA to get functional [8]. If amino acid transporters (AAT) were
initially described and classified into 16 different systems [9] according to the nature of the AA
transported (Neutral; Cationic or Anionic AA) together with their dependencies onto environmental
conditions (e.g. pH or sodium), with technical advances made in molecular and genomic analysis, the
landscape of AAT appeared to be even more complex since a greater number of AAT were identified
in genome species [2]. For instance, more than 60 AAT genes, nowadays grouped in the super gene
family of SolLute Carriers (SLC) based on sequence homologies, were identified in humans
(www.bioparadigms.org). When compared to the number of natural AA to uptake, this impressive
number of different AAT witnesses the challenges required to maintain AA homeostasis in an organism
especially when considering that all the organ or cell types do not display the same needs. Indeed,
beside the need to fine tune, qualitatively and quantitatively, the AA fluxes across biological
membranes, the large number of AAT also allows tissue specific expression as well as different
intracellular location of AAT (such as mitochondria, plasma membrane or lysosomes) to finally support
specific or ubiquitous cellular functions mentioned above. Accordingly, it is therefore no surprising that
even a unique dysregulation of a said AAT expression can induce cellular disorders. Whether these
dysregulations lead to a defect, or conversely, to a stimulation of AA absorption/excretion, most of
them are associated with pathologies such as aminoaciduria, obesity, diabetes, tumorigenesis or
cardiovascular diseases to name but a few. This exemplifies even more the complexities of the
underlying mechanisms required to tightly control AAT expressions and functions in an organism to
finally preserve homeostasis and keep cellular disorders at bay.

Among the concerns linked to the drifts of modern society leading to the above-mentioned
pathologies, nutrition has received particular attention in recent years. Indeed, several studies have
highlighted the need to reduce meat consumption [10] in order, for instance, to prevent the onset of
cancers and cardiovascular diseases. As a consequence, veganism is a growing practice for which plant-
based diets fully replace the consumption of any animal-derived products. If such practice has already
shown to bring multiple benefits for human health [11], it should be followed according to specific
“rules” established to notably attempt to overcome the so called “low quality protein” of plant based
diets together with low plant protein digestibility. Indeed, it is known that, compared to animal
proteins, plant proteins display an unbalanced AA composition for which methionine, lysine, arginine
and threonine are frequently underrepresented, which could be amplified by the decrease of protein
digestion caused by antinutritional factors brought in plant-based diets [12]. Therefore, if such
negative criteria are no longer a matter of debate for human health, their contribution to metabolic
dysregulations remains to clarify [13]. Interestingly, the replacement of animal proteins by plant
proteins is not a topic restricted to human nutrition since it is, for ecological and economic reasons,
also the main goal of the aquaculture of carnivorous fish. Indeed, the replacement of fishmeal (FM) by
other protein sources in aquafeeds, among which plant proteins appear as the most convenient
alternative, to preserve natural resources currently threatened by overfishing activities. Nonetheless,
such replacement is not without consequences in fish biology since disorders are observed in
carnivorous fish, such as Rainbow trout (RT - Oncorhynchus mykiss), fed 100% plant-based diets among
which growth retardation and diabetes-like phenotypes. Since the metabolism of carnivorous fish
mainly relies on dietary protein (45% of dietary protein required compared to the 15% in human food),
and so on AA, part of the disorders observed are suspected to be caused by the “low quality” of plant
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proteins. Therefore the use of RT could represent a new model to shed more light on the molecular
mechanisms related to AA-induced dysregulations which could be tricky to consider at first sight in
mammal models. For instance, following a careful analysis of transcriptomic sets of results performed
in RT fed regular or plant-based diets published in two independent studies [14,15] , we noticed that
chop, a target of the General Control Nonderepressible 2 (GCN2) pathway, previously described to get
activated upon AA restriction conditions, was dysregulated in the latter group, together with 2 cationic
AAT (CAAT) namely cat2 (encoded by SLC7A2 gene) and y+lat2 (a heterodimeric CAA exchanger
encoded by SLC3A2 and SLC7A1 genes). Thus, we wondered if these dysregulations could reflect that
plant-based diets do not cover well the metabolic requirements of fish with respect for CAA, despite
being supplemented in their purified forms (according to the nutrients requirement established in fish
[16]), or if they are due to other mechanisms of dysregulations. The former hypothesis was however
supported by the fact i) the AA restriction-induced GCN2 activation is conserved and active in rainbow
trout cells [17], ii) the activation of this pathway is described to derepress AAT expression, notably
CAT1 (encoded by SLC7A1 gene) a homologue of CAT2, to favor AA absorption upon AA limiting
conditions [18].

Therefore, investigations were performed in order to determine whether specific CAA restriction could
affect transcriptional regulations of CAAT as well as two key AA-sensing pathways such as GCN2 and
the mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR) pathways known to control cellular homeostasis and
proliferation. For such purpose, and in order to not bias the study, 2 important points had to be
considered. First, it was essential to identify and characterize the whole sub-family of CAAT gene in
trout, since, to the best of our knowledge, only a few CAAT were previously studied in RT. The aim was
therefore to get a comprehensive understanding of the specific AA/CAA-dependent regulations of the
CAAT in RT, to deepen our knowledge on the biology of RT, and by extension to other species, together
with better characterizing underlying mechanisms responsible for plant-based diet induced disorders.
Then, it seems particularly crucial to avoid post-prandial crosstalk in the AA-dependent AAT regulations
since hormones and cytokines are known regulators of AAT expression. So, the use of RT cell lines
appeared much convenient, besides important ethical considerations, because the use of in vitro
approaches allow to perfectly control cellular environment by specifically depleting growing media
with AA or CAA on-demand. Therefore, a full set of experimentations (including in silico, RTqPCR and
western blot analysis as well as cell proliferation assays) has been conducted in 3 different cell lines
available from the very rich RT invitrome [19]. One of these, RTgutGC cells, originate from the intestine,
the main organ responsible for nutrient absorption (RTgutGC cells), while the 2 others are hepatic
derived cell lines (RTH-149 and RTL-W1 cells), the liver being described as the most metabolically active
organ. Results obtained clearly identified the family of CAAT expressed in adult trout tissues as well as
demonstrated that part of these CAAT can be subjected to AA and CAA dependent regulations,
certainly through GCN2-dependent mechanisms. Moreover, results obtained showed differences in
GCN2 and mTOR pathway activations together with strong outcomes on cellular proliferation
capacities with respect for the nature of the CAA considered. Last, but certainly not least, the use of
the in vitro approach, through the characterization of 3 independent RT cell lines, revealed features
that, beyond insightful knowledge gathered for agronomy, could also serve medical science, as later
discussed.

Materials and methods

Cell culture and treatments
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Experiments were performed in hepatic cell lines RTH-149 (ATCC® CRL-1710, LGC standards, Molsheim,
France) and RTL-W1 as well as in the intestinal cell line RTgutGC. RTH-149 cells were grown at 18 °C
and pH 7.4 in complete medium (CM) as described in our previous paper (Morin et al., 2020). RTgutGC
and RTL-W1 cells were grown in Leibovitz's L-15 Medium containing essential (EAA), non-essential
amino acids (NEAA) and sodium pyruvate from (11415-049) from Gibco (Thermo Fisher scientific,
Waltham, MA, USA). This L-15 medium was supplemented with 100-units/mL penicillin and 100-pg/mL
streptomycin (Gibco, #140656-056), 25 mM hepes (#BP299-1, Fisher Bioreagents, Fisher scientific SAS,
llikirch Graffenstaden, France) and 10 % fetal bovine serum (Gibco, #10270-106). This medium is
hereafter referred as CM for experiments in RTgutGC and RTL-W1 cells.

Medium was replaced twice a week and cells were passaged at 80-90 % of confluence. Biological
replicates for each experiments were performed with different passages. Prior to experiments, cells
counted with Cellometer K2 (Nexcellom Bioscience LLC, MA, USA) and plated in 6 cm diameter dishes
for western blot (WB) and real time quantitative PCR (RT-gPCR) analysis and in 12 well plates
(#83.3921) from Sarstedt (Sarstedt, Marnay, France) for cell proliferation assays. RTH-149 and RTgutGC
were plated at a density of 400,000 cells for WB and 500,000 cells for RTg-PCR whereas RTL-W1 were
seeded at 700,000 cells for RT-gPCR. For cell proliferation assays, cells were plated at a density of
70,000 for RTH-149, 40 000 for RTgutGC and 100 000 for RTL-W1 per wells in 3 technical replicates per
condition and time point. Two days after seeding, cells were washed twice with PBS prior treatment
according to experiments. In RT-qPCR experiments assessing effect of amino acids on gene
transcription, cells were treated with CM or Hank’s balanced salt solution (HBSS) (#14025-092, Gibco)
supplemented with 25 mM hepes, supplemented (+AA) or not (-AA) with MEM amino acid solution
containing all EAA (#11130-036), NEAA solution (#11140-050) and L-glutamine (#250030-081, Gibco).
Halofuginone hydrobromide (HF) (#32481, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), a pharmacological
inhibitor of prolyl-tRNA synthetase was added to CM at indicated concentrations to activate the GCN2
pathway or not (CTRL). To assess the effects of arginine (R) and lysine (K) starvations on gene
expression, we used R and K deprived MEM (#C4230.0500, Genaxxon Biosciences, Ulm, Germany) and
L-15 (#C4061.0500, Genaxxon Biosciences). Both were supplemented with dialyzed FBS (#26400-044,
Gibco), sodium pyruvate, penicillin and streptomycin as for CM. C4230 medium was also supplemented
with 1 g/L D-glucose (#G8270, Sigma-Aldrich) and 25 mM hepes which are not included is this medium.
100mg/L L-Lysine (#L5501, Sigma-Aldrich) was added to both media, L-arginine (#A5006, Sigma-
Aldrich) was added at 84 mg/L in C4230 medium and 420 mg/L in C4061, or not to obtain our
experimental conditions. For WB analysis, RTH-149 and RTgutGC cells were starved for 3 hand 5 h
respectively with starvation medium to inactivate mTOR pathway prior treatments. Cells were treated
with the same media described before for R and K starvation effect on gene expression but without
addition of serum. For cell proliferation assays, C4061 medium supplemented with non-dialyzed serum
(#10270-106, Gibco) was used for the 3 cell lines.

RNA extraction and RT-qPCR analyses

For gene expression analysis experiments, RTH-149 and RTgutGC were treated for 24h and RTL-W1 for
8 h. RNA was extracted and purified, after two wash with PBS, using a RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to manufacturer’s protocol. RNA concentration and integrity were assessed with
a Nanodrop® ND1000 spectrophotometer. 1 pug of RNA was retrotranscribed using Superscript 1lI
RNAseH-reverse transcriptase kit (#18080-093, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with random primers
(#C1101, Promega, Madison, WI, USA). Using a thermocycler, a first step of denaturation was
performed (5 min at 65 °C) followed by RNA retro-transcription (5 min at 25 °C, 1 h at 55 °C) and
inactivation at 70 °C during 15 min. RT-gPCR reactions were performed on the Roche Light Cycler 480
system (Roche, Bale, Switzerland) initiated at 95 °C for 10 min followed by 45 cycles of an amplification
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program constituted of three phases (15 s at 95 °C, 10 s at 60°C, 15 s at 72 °C). RT-gPCR reactions were
performed in triplicates comprising 2 pL of diluted cDNA at 1/40 for CAAT genes and 1/80 for others,
3 L of Light Cycler 480 SYBR® Green 1 Master (#, Roche), 0.76 uL of Water, Molecular Biology Grade
(#BP2819-1, Fisher Bioreagents) and 0.12 pL (10 uM) of specific primers to studied genes. Primers for
ddit3, asns, xbp1, edem1 and sic7a7 were validated in previous studies (Lansard et al., 2010) (Seiliez et
al., 2016) (Séité et al., 2019) (To et al., 2019) and listed in Table 1. Primers for CAAT genes were newly
designed and listed in Table 1. We searched for the different homolog genes for each known human
CAAT using p-BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) in rainbow
trout (RT) genome (Omyk_1.0, National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA).
Primers were designed using Primer3 software for each RT paralogue when possible. Validation of
primers was performed by assessing primer efficiencies by RT-gPCR in a pool of mRNA samples from
liver, gut, muscle, kidney and ovary as well as a pool of mRNA from brain and hypophysis for SLC7A4
and SLC7A14 homolog genes. Primers were validated when efficiency was comprised between 1,85
and 2,15 and when RT-PCR product sequence obtained by DNA sequencing (Genewiz, Leipzig,
Germany) corresponded to theorical sequence of the mRNA targeted. The gene expression levels were
presented as the relative quotient (RQ) calculated using the AACT method.

Protein extraction and western blot analysis

Cells were washed twice with ice-cold PBS prior to protein extraction using RIPA buffer (#89901,
Thermo Scientific) supplemented with Halt protease and a phosphatase inhibitor cocktail (#78442,
Thermo Scientific). Prior to centrifugation at 12,000x g at 4 °C, proteins samples were conserved on
ice during 30 min. Following protein extraction, determination of protein concentration in samples
were performed using the Bicinchoninic Acid Kit (#BCA1-1KT, Sigma-Aldrich). Protein samples were
mixed with Laemmli buffer and subjected to electrophoresis with sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel (SDS-PAGE) prior to transfer onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane
(#IFPLO0010, Merck Millipore, Burlington, MA, USA). Membranes were finally immunoblotted using
the following primary antibodies directed against B-tubulin as a loading control and mTOR pathway
targets : anti-ribosomal protein S6 (#2217), anti-phospho-S6 (Ser235/Ser236, #4856), anti-phospho-
4EBP1 (Thr37/Thra6, #9459), anti-4EBP1 (#9452) all provided by Cell Signaling Technologies (Danvers,
MA, USA). A part of the experiment analysis was performed using infrared fluorescence as described
in our previous paper (Morin et al., 2020). The other part was analyzed using chemi-luminescence.
Membranes were incubated with HRP-labeled goat anti-rabbit IgG secondary antibody (#31460,
Thermo Fisher Scientific) and washed with PBS prior incubation in Supersignal™ West Pico Plus
Chemiluminescent Substrate (#34580, Thermo Fisher Scientific) following manufacturer’s protocol.
Chemiluminescence signal was finally acquired using iBright 1500 imager (Thermo Fisher Scientific).
Immunoblot for total S6, 4EBP1 and B-tubulin were performed after membrane stripping with
Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer (#4630, Thermo Fisher Scientific). All WB data were
quantified using Image) software (NIH, Bethesda, MD, USA). Data are presented as ratio of
phosphorylated protein normalized on B-tubulin.

Cell proliferation assays

Two days after incubation of cells in CM (Day 0) and at different indicated time points cells were
washed with PBS and counted using Cellometer K2 (Nexcellom Bioscience LLC) and ViaStain™ AOPI
Staining Solution (Nexcellom Bioscience LLC) following manufacturer’s indications. Counting was
performed for 3 technical replicates with 3 individual wells for each condition and time point. For each
biological replicate data are presented as the mean of cell numbers counted in technical triplicates
normalized on the cell number counted at Day 0.
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Statistical analysis

Values presented are means * S.E.M. Number of biological replicates (N) is indicated for each
experiment in figure legends. Normality was assessed individually for each condition using Shapiro-
Wilk test (P > 0.05). Then differences between conditions were tested using one-way ANOVA-Tuckey’s
post-hoc test when data sets passed normality test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test. For cell
proliferation assays, one-way ANOVA Dunnett’s post-hoc test was used to see differences between R
and K starvation conditions and complete medium condition.

Results

In silico identification of the whole sub-family of CAAT genes and validation of their expressions in RT
tissues and cell lines.

As previously mentioned, when compared to mammals, RT undergone 2 supplementary WGD events,
namely the teleost specific- (TGD) and salmonid specific- genome duplication (SGD), during evolution
which were already proved to considerably increase the number of paralogs for a given mammal gene
[20]. Thus, we performed an in silico analysis to identify all the CAAT genes present in RT genome on
the basis of protein homology sequences to human CAAT. Interestingly, results presented in Figure 1A,
showed that for each of the 16 human CAAT genes, at least one paralog has been found in RT genome,
with y+LAT2 displaying up to 5 paralogs. Among the 42 CAAT paralogs identified in RT genome, analysis
also revealed strong disparities in homology sequences with respect for their human counterpart, with
some RT CAAT paralogs being well conserved (e.g. y+latl, slc7al4 and y+lat2 paralogs constitute the
Top3 of the most conserved CAAT in RT genome) while others show low sequence conservation, with
slc3a2 paralogs as the less conserved RT CAAT-related paralogs. Since, it was also shown that all
duplicated genes are not expressed or functional in RT [20], RTgPCR analysis of individual paralog
expression levels were performed in the main RT tissues (including gut, liver, kidney, muscle, brain and
ovary) to evaluate which paralog is found expressed in adult trout (Figure 1B). As a result, and with the
unique exception of ORNT2 transporter (encoded SLC25A2 gene in human), 27 RT CAAT genes were
found to be expressed with at least one paralog of each human CAAT ortholog. It is noteworthy
mention that, according to previous estimation that around 50% of duplicated genes are expressed in
RT trout, the number of paralog found to be expressed in RT tissue is consistent with this value. Finally,
the characterization of the 3 RT cell lines used for this study, namely RTH-149, RTL-W1 and RTgutGC
cells, for their expressions of RT CAAT paralogs were conducted. Since some CAAT are known to be
expressed in a tissue-specific manner, we consistently observed that only a set of CAAT was expressed
in the 3 RT cell lines. Nonetheless, 2 important information were gathered from these analysis. First of
all, none of the 3 cat2 paralogs expressed in RT tissues were detected in the RTH-149 (Figure 1C),
RTgutGC (Figure 1D) and RTL-W1 (data not shown) cell lines, even in the 2 hepatic derived cell lines
while, in mammals, CAT2 isoform A is supposed to be specifically expressed in the liver. Moreover, a
broader analysis revealed that the 3 cell lines expressed the same and exact CAAT paralogs while they
originate from different tissues (liver and intestine) as well as they were established following either
“natural” immortalization (RTH-149 cell line comes from a RT hepatoma) or independent ex vivo
immortalization protocols (RTL-W1 and RTgutGC cells were immortalized through serial passages of
primary cell cultures obtained from 2 independent fish at 2 different times and in 2 different
laboratories. Obviously, the hypothesis that the CAAT paralogs could be expressed following specific
stimulations, not yet tested, cannot be ruled out, but another hypothesis, later discussed, seem to be
also very likely. Altogether, this particular feature of these 3 cell lines offered an opportunity to study
the nutritional regulations subjected to the 16 RT CAAT genes, identified in RT genome for the most
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part in this present study, in 3 independent cell lines allowing therefore to decipher universal CAAT
regulatory mechanisms from cell line-dependent mechanisms.

Total amino acid starvation induced the de-repression of identical CAAT paralogs in the 3 cell lines
tested

As previously mentioned, we hypothesized that plant-based diets do not cover well the AA metabolic
needs of RT despite being supplemented with AA to re-balance the lack of certain AA in plant protein
amino acid compositions. This would therefore lead to the activation of the AA-sensing GCN2 pathway
known to promote the repression of general protein synthesis together with the upregulation of GCN2-
target genes involved notably in AA synthesis and transport. Based on knowledge gathered from the
previous characterization of RTH-149 cells for the AA-induced GCN2 activation, we conducted similar
experiments in RTH-149, RTL-W1 and RTgutGC cells with respect, this time, for the outcomes of total
AA starvation on the expression levels of CAAT paralogs in RT. Results shown in figure 2 (and
supplementary figure S1) confirmed in the 3 cell lines tested that, as previously described in other
organisms, part of RT CAAT paralogs are specifically regulated by AA. Indeed, 4f2hc d, catl a-b, cat3a
and cat3d paralogs showed similar expression profiles in RTH-149 (Figure 2A), RTgutGC (Figure 2B) and
RTL-W1 cells (Supplementary figure 1) for which significant up-regulations were measured upon
starvation condition (-AA) while these up-regulations were abolished (totally or partially) by the unique
supply of total AA. Interestingly, y+lat2 paralogs b or c showed similar profiles but only RTH-149 and
RTL-W1 cells, suggesting that these 2 paralogs are tightly regulated by AA availability in liver-derived
cell lines and by extent in RT liver. Finally, when other RT CAAT paralogs were assessed (supplementary
figure S2), only ornt1 ¢, a mitochondrial CAAT notably involved in urea cycle, showed a specific AA-
dependent response in the 3 cell lines tested while other paralogs displayed responses to AA
availability that appeared to be cell line specifics. Altogether, these results corroborated previous
observations made in other species and confirmed that, in RT cells, some specific CAAT paralogs are
up-regulated following AA starvation,

GCN2 activation leads to the up-regulation of some RT CAAT paralogs

Based on our working hypothesis for which plant-based diets would induce GCN2 activation through
an unbalanced AA composition, together with first results from this study, the involvement of the
GCN2 pathway in the up-regulation of RT CAAT paralogs was assessed in the 3 cell lines tested. To do
so, cell lines were grown in presence of halofuginone hydrobromide (HF), a GCN2 activator already
described to be effective in RTH-149 cells [17], and then RT CAAT paralogs expression levels were
measured by mean of RTqPCR analysis. Interestingly, all the RT CAAT paralogs previously identified to
be specifically regulated by AA availability were also observed to be significantly up-regulated upon HF
treatments in the 3 cell lines tested (Figure 3, Supplementary Figure S3 and S4). However, 2 different
expression profiles, exemplified by 4f2hc b and c paralogs, were observed, suggesting different
regulatory mechanisms according to the strength of GCN2 activation. Indeed, it was described that
strong GCN2 activation led to a massive up-regulation of chop gene therefore involved in a negative
feedback loop in charge to dampen cell survival GCN2 response and finally, according to previous
studies, to promote cell death. In this regard, 4f2hc d, cat3a and cat3d paralogs (and y+/at2 b when
considering RTH-149 cells response) displayed an up-regulation upon moderate GCN2 activation (100
nM HF) while an increase in HF concentration (1000 nM) led to a repression of this activation. On the
other hand, all other CAAT observed to be positively regulated by HF followed expression levels
gradually increasing with increase in HF concentrations. In the meantime, the HF-induced GCN2
activation pathway was confirmed in the 2 previously uncharacterized cell lines used in this study
(RTgutGC and RTL-W1 cells) by measuring previously established GCN2 target genes in RT, namely
chop, asns, xbpl and edem1 genes (supplementary Figure S5). Since the 3 cell lines displayed



317
318
319
320
321
322

323
324

325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361

conventional responses to HF treatments, altogether, results obtained clearly demonstrated that RT
CAAT paralogs up-regulated following AA starvation were also prone to be regulated by the AA
starvation-induced GCN2 activation. Moreover, the fact that RT CAAT paralogs displayed different
expression patterns according to the strength of the GCN2 pathway activation constitutes another
observation that could help to refine, in vivo, the evaluation of plant-based diets for their abilities to
meet the AA metabolic requirements of RT.

Arginine and/or Lysine starvation are enough stimuli to activate GCN2 and promote RT CAAT paralog
up-regulations

Based on 2 independent observations for which fish fed plant-based diets displayed GCN2 activation
(evidenced by the up-regulation of chop) as well as the induction of CAAT paralogs (genes
demonstrated from now on to be up-regulated upon AA starvation and/or GCN2 activation) and
knowing that both diets were supplemented with Arginine (R) and/or Lysine (K), two CAA, we
wondered if, actually, the CAA supplementations mentioned were not covering efficiently fish
metabolic needs, leading to the dysregulations observed for the GCN2 pathway and CAAT paralog
expressions. To address these two related questions, we therefore grown cells in media either
depleted for R or K alone or for both prior analyzing the outcomes of such starvations on the activation
of the GCN2 pathway (Figure 4). Results showed that, although RTH-149 cells activated the GCN2
response in similar ways whether R, K or both CAA were missing (demonstrated by chop, asns and xbp1
gene up-regulations (Figure 4A)), RTgutGC cells were shown to be insensitive to R starvation since only
conditions depleted for K induced GCN2 activation (Figure 4B). Finally, similar starvation conditions
only allowed to detect a very moderate activation of the GCN2 pathway (through chop up-regulation)
in RTL-W1 cells deprived of both CAA (Supplementary Figure S6). Altogether, and besides confirming
that RTL-W1 cells are less prone to activate GCN2 when compared to the 2 other cell lines , these
results corroborated initial thoughts for which R and/or K starvation are enough stimuli capable to
activate the GCN2 pathway.

Further investigations were therefore conducted to evaluate how RT CAAT paralogs were also
subjected to transcriptional regulations upon single or double CAA restriction conditions. Consistently
with the previous results obtained, we observed that all the RT CAAT paralogs, found to be regulated
upon AA starvation (Figure 2) and/or pharmacological activation of GCN2 (Figure 3), were qualitatively
and quantitatively up-regulated in the 3 cell lines tested with respect for the activation status of the
GCN2 pathway in R, K or both CAA starvation conditions considered (Figure 5 and Supplementary
Figure S7). For instance, in RTH-149 cells deprived from R, a condition observed to induce the activation
of the GCN2 in this cell line, 4f2hc b, 4f2hc d, y+lat2 b, catl a-b, cat3 a and cat3 d expression levels
were all significantly increased when compared to growing conditions containing R and K (Figure 5A).
On the other hand, in RTgutGC cells which showed no sensitivity of the GCN2 pathway for R starvation,
none of these transporters were up-regulated, conversely to up-regulations measured in K starvation
conditions (Figure 5B). Moreover, results obtained in RTL-W1 cells further confirmed these results
(Supplementary Figure S7). Indeed, this cell line showed to display mild GCN2 activation levels upon
AA starvation or HF conditions, weak, but significant, up-regulations of the aforementioned RT CAAT
paralogs were measured with the unique exception of catl a-b paralogs, eventually reflecting the
relationship between CAAT paralog up-regulations and the strength of GCN2 activation. Finally, when
considering RTH-149 and RTL-W1 cells and among the other CAAT paralogs, only orntl c paralog,
described to be regulated by AA starvation and HF treatments showed consistent up-regulations with
respect for the GCN2 activation status measured in both cell lines (Supplementary Figure S8).
Altogether, these results clearly established correlations between RT CAAT paralogs, CAA restriction
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conditions and GCN2 activation, strongly suggesting, if not demonstrating, that part of the RT CAAT
sub-family of genes is regulated by CAA availability in a GCN2 dependent manner.

CAA starvation impaired mTOR pathway activation but only K starvation led to defects in cell
proliferation

Since all the results obtained so far corroborated the hypothesis for which plant-based diets,
supplemented with CAA, do not meet CAA metabolic requirements of RT well and because plant-based
diets were also described to induce a growth retardation, outcomes of CAA restriction on RT cell lines
were assessed at molecular and cellular levels. To do so, the mTOR pathway, a key anabolic signaling
pathway controlling organism size and weight through cellular growth and proliferation, received a
particular attention. Indeed, the activation of this serine/threonine kinase, known to promote lipid,
carbohydrate, nucleotide and protein synthesis to sustain cell growth and proliferation, has been
shown to be regulated by AA availability. Conscious that RT relies mainly of AA to sustain its
metabolism, it was a surprise to notice that only leucine and methionine have been studied for their
capacities to activate mTOR in this species while R (as well as glutamine) was also described to regulate
this pathway. Moreover, since different mechanisms, involving notably a CAAT, encoded by SLC38A9
gene, have been proposed to contribute to the R-induced mTOR activation, we wondered how CAA
starvation conditions, and their associated dysregulations, would impact the activation of this
pathway. Considering the differences observed in between RTH-149 and RTgutGC cell lines for their
GCN2 responses following single R or K starvation, mTOR activation levels were assessed in these 2 cell
lines grown in absence of R or K and compared to the levels measured in presence of both CAA (Figure
6). Western blot analysis revealed that, in both cell lines tested, when cells were grown in media
containing all AA, including R and K (+R+K), phosphorylation levels of S6 and 4EBP1 proteins, 2 mTOR
targets, were significantly increased compared to levels measured upon starvation conditions (None)
used prior treatments to inactivate mTOR. Interestingly, RTH-149 cells only deprived of R showed a
marked decrease in Phospho-S6 level and moderate, but still significant, decrease of Phospho-4EBP1
levels indicating that R promotes mTOR activation in RT (Figure 2A). It is important to notice that if
phospho levels of these 2 mTOR activation markers do not drop to levels observed upon starvation
conditions, it could be explained by the presence of other AA known to regulate mTOR activation (such
as leu, met or gIn) into the media as well as by differences of the AA-induced phosphorylation and
dephosphorylation kinetics of S6 and 4EBP1 already described in RTH-149 cells. Nonetheless, despite
that unique K starvation of cells induced a very moderate effect on mTOR activation when compared
to R starvation, phosphorylation levels observed were still significantly different from full AA
conditions, suggesting that, in RT species, K could also be sensed by the mTOR regulators. Meanwhile,
experiments were also performed in RTgutGC cells, leading to similar general conclusions for which
the lack of R alone strongly impaired mTOR activation while K starvation had moderate effect on mTOR
activation levels (Figure 2B). Altogether, these results showed, for the first time in trout, that both
CAA are sensed by the mTOR pathway and positively contribute to its activation in different
proportions depending on the CAA and cell lines considered.

Finally, based on all the data accumulated so far, we wondered whether such a deprivation of CAA
would not profoundly influence the physiology of the cells, in particular with regard to their capacity
to proliferate, a characteristic displayed by a delay in the growth of fish fed with plant-based diets.
Accordingly, cell proliferation curves were established for 9 days while cells were grown in full AA
containing media depleted or not for R or K. As a result, RTH-149 (Figure 7A), RTgutGC (Figure 7B) and
RTL-W1 cells (Supplementary Figure S9) did not shown any proliferative delay when deprived from R,
compared to cell proliferation measured upon full AA containing media. On the other hand, K
starvation strongly and significantly impaired cell proliferations which were limited to slight increase
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in proliferation certainly caused by the minimal supply of AA contained in fetal bovine serum. These
observations, later discussed, were particularly stunning since both CAA were described as EAA in RT,
so, as observed upon K starvation, it was expected that R starvation would also induce a cell
proliferation arrest. These results demonstrated that RT cell lines are genetically equipped and
functional for the de novo synthesis of arginine, therefore questioning, when extrapolating these
results to RT physiology, about the existence of tissues with sparse de novo R synthesis capacities and
therefore responsible for trout growth limitation observed upon nutritional R restriction conditions.

Discussion

This study was initiated following the observations that plant-based diets induce dysregulations in RT,
notably of CAAT genes, while these dysregulations could be related to unbalanced plant protein AA
compositions. Therefore, the full set of CAAT genes was identified for the first time in the RT complex
genome, allowing subsequently, the comprehensive identification of expressed CAAT genes in trout
tissues. Consequently, the nutritional regulations of CAAT paralogs according to AA- and CAA specific
availability were determined by means of convenient in vitro approaches using 3 independent RT cell
lines. Results undeniably revealed that a sub-set of CAAT genes is subjected to GCN2 pathway
regulations when pharmacologically activated and by AA specific- or CAA specific-starvation
conditions. The study of single CAA starvation conditions, through the use of either R or K depleted
media, demonstrated that cells do not respond in similar ways to R or K starvation in terms of GCN2
activation and mTOR inhibition. Indeed, when K starvation induced GCN2 activation and moderate
mTOR inhibition in all cell lines tested, almost opposite conclusions could be drawn from R starvation
conditions which led to a strong inhibition of mTOR pathway while the GCN2 pathway was not
activated in 2 cell lines out of the 3 tested. Finally, outcomes of R or K single starvation on cellular
proliferation revealed that cells were not affected by R starvation while K starvation almost stopped
cell proliferation.As a whole, this study further deepen our understanding of dysregulations induced
by alternative diets used to feed farmed fish. Indeed, while most studies considered that
supplementing plant-based diets with purified AA is sufficient to cover AA theoretical needs of fish and
therefore explore other likely hypothesis responsible for the plant-based diet induced growth
retardation, the combination of data gathered from this study and others tend to demonstrate that
plant-based diets still need further improvements to definitively close the chapter of AA-induced
dysregulations.

For instance, according to results obtained within single CAA starvation conditions, future experiments
determining the best R:K ratio for fish requirement, instead of considering CAA individually, will be of
great interest. Indeed, results obtained tend to demonstrate that R controls more the activation of
anabolic process (notably through mTOR) than K does, while the lack of K would be more prone to
activate catabolic and survival processes (notably through GCN2 pathway). As a consequence, knowing
that R and K compete for their uptake with the same CAAT, not considering R:K ratios in plant-based
diets could result in the loss of homeostasis that is normally preserve following a tight balance between
anabolism and catabolism. This statement is further supported by other negative side effects observed
in fish fed vegetal meals. Indeed, hypercholesterolemia is one of the feature harbored by fish fed
vegetal meals [21] while variation of R:K ratios are described in rats to notably regulate
hypercholesterolemia [22]. Moreover, mTOR has been recently shown to be activated by lysosomal
cholesterol through a mechanism involving the AA transporter called SLC38A9 [23] described to be
activated by CAA [24-26]. As a consequence, an unbalanced R:K ratio could fairly contribute to the
dysregulation of lipid metabolism, especially cholesterol synthesis. Another example is related to the
diabetes-like phenotypes of trout fed with vegetal meals. For a long time, trout, like most carnivorous
fish, is described as a poor user of carbohydrate in which excess of dietary carbohydrates lead to a
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sustained hyperglycemia together with the onset of physiological disorders among which lipid
accumulation in flesh and liver. Many reasons could fairly explain part of this phenotypes, but those
implicating R:K ratios are not to be overlooked. Indeed, bundles of arguments support this hypothesis,
the main of which are listed hereafter. First, R is known to promote glucose-induced insulin secretion
in mammals [27]. Then, in trout, it has been shown that insulin secretion kinetic follows post-prandial
increase of aminoacidemia together with mTOR signaling activation [28], as it is expected to happen
in earlier developmental stages of mammals [29]. Moreover, the observation that the increase in
dietary carbohydrate to protein ratios prompt trout to dysregulations which are accompanied by
mTOR activation defects [30] combined to the fact that vegetal meals worsen the glucose intolerance
of trout, the hypothesis for which unbalanced R:K ratios in plant-based diets substantially contribute
to diabetes-like disorders observed in RT appears even more likely. Moreover, and finally, the
involvement of AAT in insulin secretion and signaling being clearly established in mammals [31],
together with their role in crosstalk between mTOR signaling and insulin sensitivity [32], further
support the hypothesis that plant-based diets induced dysregulations of CAAT might significantly
contribute to the onset of disorders related to glucose metabolism. Altogether, the use of RT cell lines
appears as a credible model to study the outcomes of unbalanced AA composition of low quality
protein, such as plant proteins, on nutritional-induced dysregulations in fish but also in humans since
both species display similar disorders when AA needs are not fully covered.

Finally, the use of RT cell lines to decipher molecular events related to fish nutrition, besides to prove
being a powerful tool to identify and study nutritional regulation of trout gene expression, also brought
insightful observations that could be of great interest as a new cellular model for cancer research.
Cancer, one of the most important hotspot in medical science, is the general term used to refer to
different pathologies which all begin with the transformation of “healthy cells” through a complex set
of dysregulations induced by genomic rearrangements and mutations to finally confer excessive
proliferation rates to these abnormal cells. To study such diseases, various organisms have been used
to develop useful models to understand mechanisms dysregulated in cancer cells such as mouse, rat,
dog and pig models. Nonetheless, cancer research is not restricted to mammal models since other
species bring significant knowledge in this active field such as Schizosaccharomyces pombe (yeast),
Drosophila melanogaster (Fruit fly), Caenorhabditis elegans (nematode) and Danio rerio (Zebrafish)
[33]. Because RT possesses specific characteristics [34], it is also considered as a potent model to study
cancer especially when taking into account the relative ease to assess, at very high order of magnitude
[35], dose-response of carcinogen agents. Another useful characteristic of RT cells is their relative ease
to spontaneously immortalized ex vivo [19] following processes not fully characterized yet. Thus, it is
basically believed that any cell type from trout can be immortalized, which is supported by the fact
that, among more than 700 fish cell lines established from more than 160 different species (Cellosaurus
resource of knowledge, Expasy), RT is by far the most represented species with more than 60 cell lines
(established from more than 16 different tissues) so far, while common carp and zebrafish complete
the podium with 32 and 29 cell lines respectively. Altogether, RT specifities could represent a great
opportunity to decipher the earlier steps leading to cell transformation by means of primary cell
culture immortalization. But, to prove being a good model for cancer research, RT cell line
transformation should share at least some of the main characteristics of human cancer cells. In line
with this, the present study might constitute a former observation demonstrating that, with respect
for CAAT, RT cell lines seem to express the same CAAT genes described to be overexpressed in more
than 900 human cancer cell lines [2,36]. For instance, while hepatocytes are supposed to mainly rely
on CAT2, but not y+LAT2, for CAA uptake upon physiological conditions, both RTH-149 and RTL-W1 cell
lines showed no expression of CAT2 but a significant expression of y+LAT2 gene, believed to constitute
the minimal set of AAT expressed in human cancer cells to sustain their proliferation. Moreover, when
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considering the 3 cell lines independently, it was a surprise to notice that all of them express the same
set of CAAT, even at the level of paralog identities for a given CAAT, while they originate from different
tissues (liver and intestine) from independent animals. Together, and knowing that RTH-149 cells
derived from an hepatoma while RTL-W1 and RTgutGC cells were established from spontaneous
immortalization of primary cells, this is another argument that tend to demonstrate that ex vivo
immortalization of RT primary cells follow similar rules of transformation-induced carcinogenesis in
trout, and by extension, when considering CAAT expression, of human cancer cells. Future experiments
to further characterize RT cell lines will certainly allow the identification of more common features
shared between RT cell lines and human cancer cells prior to use RT cell immortalization as a tool to
unravel early molecular events responsible for cell transformation.

Altogether, these results not only provide useful knowledge about the biology of trout or even for the
aquaculture field with the improvement of new diet formulations required to sustain carnivorous fish
production, but, more broadly, they also offer new models and topics related to various pathologies
such as hypercholesterolemia, diabetes and cancer.
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Figure 2. Amino acid dependent regulations of CAT and y*LAT transporter genes in RTH-149 and
RTgutGC cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were grown for 24 h in either complete medium (CM)
or in HBSS (starvation) supplemented (+AA) or not (-AA) with amino acids prior to proceed to RNA
extraction and RT-qPCR analysis of mRNA levels of CAT and y*LAT transporter genes. Results are
represented as relative quotient (RQ) normalized on efla mRNA levels compared to CM. Data are
presented as mean + SEM, N = 6 (A) and N = 4 (B). Conditions showing results statistically different
from each other are indicated using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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Figure 3: Expression of CAT and y*LAT transporter genes induced by halofuginone hydrobromide (HF)
in RTH-149 and RTgutGC cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were grown for 24 h in complete
medium supplemented with indicated concentrations of HF or without (CTRL) prior to proceed to RNA
extraction and RT-qPCR analysis of mRNA levels of CAT and y*LAT transporter genes. Results are
represented as relative quotient (RQ) normalized on efla mRNA levels compared to CTRL. Data are
presented as mean £ SEM, N = 4. Conditions showing results statistically different from each other are
indicated using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey'’s post-hoc test).
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Figure 4. Expression of the integrated stress response (ISR) pathway target genes by arginine (R) and
lysine (K) in RTH-149 (A) and RTgutGC cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were grown for 24 h in
arginine (R) and lysine (K) deprived medium supplemented (+) or not (-) with R and K prior to proceed
to RNA extraction and RT-qPCR analysis of mRNA levels of ISR target genes. Results are represented as
relative quotient (RQ) normalized on efla mRNA levels compared to condition with R and K. Data are
presented as mean £ SEM, N = 6. Conditions showing results statistically different from each other are
indicated using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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Figure 5: Arginine and lysine dependent regulations of CAT and y*LAT transporter genes in RTH-149
and RTgutGC cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were grown for 24 h in arginine (R) and lysine (K)
deprived medium supplemented (+) or not (-) with R and K prior to proceed to RNA extraction and RT-
gPCR analysis of mRNA levels of CAT and y*LAT transporter genes. Results are represented as relative
quotient (RQ) normalized on ef1la mRNA levels compared to condition with R and K. Data are presented
as mean + SEM, N = 6. Conditions showing results statistically different from each other are indicated
using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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Figure 6. Arginine and lysine dependent mTOR pathway activation in RTH-149 and RTgutGC cells. RTH-
149 (A) and RTgutGC (B) cells were starved prior to treatment with medium deprived of arginine (R)
and lysine (K) supplemented (+) or not (-) with R and K. Western blots were performed using antibodies
directed against phospho-S6, phospho-4EBP1, total 4EBP1 proteins and B-tubulin as loading control.
Quantifications of phospho-S6 and phospho-4EBP1 in RTH-149 (C) and RTgutGC (D) cells were
performed using Imagel software. Ratio between phosphorylated proteins and B-tubulin were
calculated before normalization to +R +K condition. Data are presented as mean + SEM, N =3 (C) and
N = 6 (D). Conditions showing results statistically different from each other are indicated using a
different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test).
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Figure 7: Effect of arginine or lysine starvation on RTH-149 and RTgutGC cell proliferation. 100 000
RTH-149 (A) and 40000 RTgutGC (B) cells were seeded per well, into 12 well plates in triplicate for each
condition and time point. After 2 days, cells were treated with culture medium deprived of arginine
(R) and lysine (K) supplemented with foetal bovine serum and with R (-K), K (-K) or both (+R +K). Cells
were counted using Nexcellom K2 cellometer and results are presented as percentage of cell number
counted for each condition normalized on cell number counted before treatment (Do). Results are
represented as mean (N = 3 + SEM). Conditions showing, at each time point, results statistically
different from complete medium condition are indicated as * : p < 0.05; ** : p < 0.01; one-way ANOVA
Dunnett’s post-hoc test)
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Figure S1. Amino acid dependent regulations of CAT and y*LAT transporter genes in RTL-W1 cells. RTL-
W1 cells were grown for 8 h in either complete medium (CM) or in HBSS (starvation) supplemented
(+AA) or not (-AA) with amino acids prior to proceed to RNA extraction and RT-qPCR analysis of mRNA
levels of CAT and y*LAT transporter genes. Results are represented as relative quotient (RQ) normalized
on efla mRNA levels compared to CM. Data are presented as mean £ SEM, N = 5. Conditions showing
results statistically different from each other are indicated using a different letter (p < 0.05, one-way
ANOVA Tukey'’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test).
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Figure S2. Amino acid dependent regulations of other cationic amino acid transporter genes in RTH-
149, RTgutGC and RTL-W1 cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) were grown for 24 h and RTL-W1 (C) for
8 h in either complete medium (CM) or in HBSS (starvation) supplemented (+AA) or not (-AA) with
amino acids prior to proceed to RNA extraction and RT-qPCR analysis of mRNA levels of cationic amino
acid transporter genes. Results are represented as relative quotient (RQ) normalized on efla mRNA
levels compared to CM. Data are presented as mean + SEM, N=6 (A), N=4 (B) and N =5 (C). Conditions
showing results statistically different from each other are indicated using a different letter (p < 0.05,

one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test).
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Figure S3: Expression of CAT and y*LAT transporter genes induced by halofuginone hydrobromide (HF)
in RTL-W1 cells. RTL-W1 cells were grown for 8 h in complete medium supplemented with indicated
concentrations of HF or without (CTRL) prior to proceed to RNA extraction and RT-qPCR analysis of
MRNA levels of CAT and y*LAT transporter genes. Results are represented as relative quotient (RQ)
normalized on efla mRNA levels compared to CTRL. Data are presented as mean = SEM, N = 6.
Conditions showing results statistically different from each other are indicated using a different letter
(p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test).
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Figure S4: Expression of other cationic amino acid transporter genes induced by halofuginone
hydrobromide (HF) in RTH-149, RTgutGC and RTL-W1 cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were
grown for 24 h and RTL-W1 (C) for 8 h in complete medium supplemented with indicated
concentrations of HF or without (CTRL) prior to proceed to RNA extraction and RT-qPCR analysis of
MRNA levels of cationic amino acid transporter genes. Results are represented as relative quotient
(RQ) normalized on efla mRNA levels compared to CTRL. Data are presented as mean = SEM, N=4 (A
and B) and N = 6 (C). Conditions showing results statistically different from each other are indicated
using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-

hoc test).
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Figure S5: Expression of ISR target genes induced by halofuginone hydrobromide (HF) in RTgutGC and
RTL-W1 cells. RTgutGC (A) cells were grown for 24 h and RTL-W1 cells (B) for 8 h in complete medium
supplemented with indicated concentrations of HF or without (CTRL) prior to proceed to RNA
extraction and RT-gPCR analysis of mMRNA levels of ISR target genes. Results are represented as relative
quotient (RQ) normalized on efla mRNA levels compared to CTRL. Data are presented as mean + SEM,
N =4 (A) and N =5 (B). Conditions showing results statistically different from each other are indicated
using a different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-

hoc test).
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Figure S6: Expression of the integrated stress response (ISR) pathway target genes by arginine (R) and
lysine (K) in RTL-W1 cells. RTL-W1 cells were grown for 8 h in arginine (R) and lysine (K) deprived
medium supplemented (+) or not (-) with R and K prior to proceed to RNA extraction and RT-qPCR
analysis of mRNA levels of ISR target genes. Results are represented as relative quotient (RQ)
normalized on efla mRNA levels compared to condition with R and K. Data are presented as mean +
SEM, N = 5. Conditions showing results statistically different from each other are indicated using a
different letter (p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc
test).
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Figure S7: Arginine and lysine dependent regulations of CAT and y*LAT transporter genes in RTL-W1
cells. RTL-W1 cells were grown for 8 h in arginine (R) and lysine (K) deprived medium supplemented
(+) or not (-) with R and K prior to proceed to RNA extraction and RT-gPCR analysis of mRNA levels of
CAT and y*LAT transporter genes. Results are represented as relative quotient (RQ) normalized on efla
mRNA levels compared to condition with R and K. Data are presented as mean + SEM, N = 6. Conditions
showing results statistically different from each other are indicated using a different letter (p < 0.05,
one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test).
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Figure S8: Arginine and lysine dependent regulations of other cationic amino acid transporter genes in
RTH-149, RTgutGC and RTL-W1 cells. RTH-149 (A) and RTgutGC (B) cells were grown for 24 h and RTL-
W1 (C) for 8h in arginine (R) and lysine (K) deprived medium supplemented (+) or not (-) with R and K
prior to proceed to RNA extraction and RT-gPCR analysis of mRNA levels of cationic amino acid
transporter genes. Results are represented as relative quotient (RQ) normalized on ef1a mRNA levels
compared to condition with R and K. Data are presented as mean + SEM, N =6 (A and B) and N =5 (C).
Conditions showing results statistically different from each other are indicated using a different letter
(p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s post-hoc test or Kruskall-Wallis Dunn’s post-hoc test).
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Figure S9: Effect of arginine or lysine staivation on RTL-W1 cell proliferation. 100 000 RTL-W1 cells
were seeded per well, into 12 well plates in triplicate for each condition and time point. After 2 days,
cells were treated with culture medium deprived of arginine (R) and lysine (K) supplemented with
foetal bovine serum and with R (-K), K (-K) or both (+R +K). Cells were counted using Nexcellom NK2
cellometer and results are presented as percentage of cell number counted for each condition
normalized on cell number counted before treatment (Do). Results are represented as mean (N =4+
SEM). Conditions showing, at each time point, results statistically different from complete medium
condition are indicateted as * : p < 0.05; ** : p < 0.01p; one-way ANOVA Dunnett’s post-hoc test).
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A- Les lignées cellulaires de truites un nouveau modele d’étude pour
la nutrition des poissons

a. Conservation de la signalisation des acides aminés dans les lignées

cellulaires de truite

Le premier objectif de cette these était de valider 'utilisation d’une lignée cellulaire, les
cellules RTH-149, afin d’étudier la signalisation cellulaire relative aux acides aminés et
déterminer si celle-ci est conservée au travers des voies GCN2, mTOR et I'autophagie. Le
premier article publié dans le cadre de cette thése montre que, malgré quelques différences
avec les modeéles mammiferes, ces voies sont globalement conservées (Morin et al., 2020).
Les réponses cellulaires a la carence sont similaires a ce qui est connu chez les mammiferes.
En effet, les résultats montrent que les genes cibles de I'ISR, a savoir CHOP, ASNS et XBP1,
sont surexprimés par la carence. Le flux autophagique est également induit lors de la carence
tout comme I'expression de certains génes autophagiques tels que LC3B, SQSTM1 et ATG4
comme ce qui est connu dans les cellules MEF 2. La carence induit également la
déphosphorylation de S6 et 4EBP1 témoignant de I'inactivation de la voie mTOR tout comme
dans les cultures primaires de truites 4°>4°7 et les mammiféres 421 330, Ainsi ces trois voies sont
bien régulées par la carence dans la lignée cellulaire RTH-149 comme ce qui a pu étre observé
dans les cultures primaires de truite et chez les mammiféres.

Les résultats montrent également que les génes cibles de I'ISR ne sont pas induits si le milieu
de carence contient des acides aminés, démontrant que la surexpression observée dépend
bien de la carence en acides aminés, comme ce qui est connu dans les cultures primaires de
truite 377 et les mammiféres 3!2°31, Nous avons également démontré que les carences
spécifiques en arginine et lysine semble induire I'activation de la voie GCN2 comme ce qui est
connu dans la lignée cellulaire hépatique humaine HepG2 3°%, De plus, I'ajout d’halofuginone
dans le milieu de culture induit la surexpression de ces mémes génes, suggérant fortement
gue ces genes sont surexprimés par la voie GCN2 et que les mécanismes d’activation de GCN2
sont conservés dans la lignée cellulaire RTH-149. Contrairement aux genes cibles de I'ISR,
I'ajout des acides aminés aux cellules carencées n’a que tres peu d’effet sur la surexpression
des génes autophagiques tout comme les carences spécifiques en arginine et/ou lysine
(données non présentées), suggérant que leur expression est peu régulée par la disponibilité
en acides aminés et semble plus régulée par la présence de facteurs contenus dans le sérum.
Etonnamment, bien que I'expression de ces génes ne semble pas étre régulée par les acides
aminés, ils sont surexprimés par la présence d’halofuginone dans le milieu de culture qui
active la voie GCN2 en mimant une carence en acides aminés. Ces résultats suggerent que les
geénes autophagiques ont la capacité a étre régulés par la voie GCN2 mais que cette régulation
ne serait que marginale lors d’une carence totale, notamment induite par I'absence de sérum.
De maniere intéressante, on remarque qu’ATG12 qui est surexprimé dans les cellules de type
MEF 3> et les cultures primaires de myoblastes de truite >2! par la carence en acides aminés
ne I'est pas dans les cellules RTH-149. Néanmoins cette absence de surexpression d’atg12
dans les cellules pourrait étre due a nos conditions expérimentales. En effet, une autre étude
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réalisée dans des cultures primaires de cellules musculaires de truite montre qu’en condition
de carence totale (carence en acides aminés et sérum) similaires a nos expérimentations dans
les cellules RTH-149, atgl2 n’est pas surexprimé 32, Les deux études montrant une
surexpression d’atg12 utilisaient des milieux carencés soit en un acide aminé 3°>, soit en sérum
221 De plus, des résultats obtenus dans les cellules RTH-149 (non publiés) montre qu’une
carence en lysine seule induit une surexpression d’atg12. Il semble donc que la carence totale
empéche la surexpression d’atgl2 soit par I'absence d’un élément du milieu de culture
nécessaire a sa surexpression soit en induisant un stress plus marqué aux cellules. Il serait
alors intéressant d’observer I'expression d’atg12 dans les lignées cellulaires de truite traitées
avec des milieux carencés spécifiquement en sérum ou en certains acides aminés.

Bien que, I'expression des genes autophagiques n’est pas régulée par la disponibilité en acides
aminés, les acides aminés régulent bien I'autophagie. En effet, I’addition des acides aminés
aux cellules carencées annulent compléetement I'accumulation de LC3-1l dans les cellules RTH-
149 et donc l'induction du flux autophagique comme ce qui est connu chez les mammiferes
>33 et les cellules primaires de truite >2! >34 La voie mTOR jouant un rdle important dans
I'inhibition de I'autophagie et étant active dans les mémes conditions, il est possible que
I'inhibition de I'autophagie par I'ajout des AA au milieu de carence soit due a I'activation de
MTOR par les AA comme ce qui a été démontré dans des cultures primaires de myoblastes de
truite >34, En effet, cette étude du laboratoire a montré que I'ajout de rapamycine, I'inhibiteur
de mTOR, annule I'inhibition du flux autophagique par les AA. Cette inhibition de I'autophagie
par mTOR semblerait donc étre conservée dans la lignée RTH-149.

Nos résultats démontrent également, pour la premiéere fois a notre connaissance, I'effet de
I'arginine sur I’activation de mTOR dans un modeéle poisson. En effet, nos résultats démontrent
qgue dans les lignées RTH-149 et RTgutGC, la carence en arginine réduit drastiquement la
phosphorylation de S6 et plus modérément la phosphorylation de 4EBP1 démontrant que
I’arginine contribue, tout comme chez les mammiferes a I’activation de mTOR dans les cellules
de truites. La lysine, quant a elle, n’est pas décrite comme un activateur de la voie mTOR. Nous
pouvons cependant observer une légere diminution de I'activation de la voie mTOR lors d’une
carence en lysine. Il est possible que le manque de lysine, en réduisant le niveau énergétique
de la cellule, induise l'activation de I'AMPK, un répresseur connu de mTOR chez les
mammiféres >3, Ainsi, la carence en lysine conduirait indirectement a une inhibition de la voie
MTOR. Il se peut également que la carence en lysine réduise I’activation de mTOR en réduisant
I'activité de SLC38A9 dont I'activité de transport est diminuée par la carence en lysine, bien
que son effet soit moindre comparé a celui de I'arginine 2%7.

Au-dela de l'effet de la carence en acides aminés sur 'activation de la voie GCN2 et de
I'autophagie, les cinétiques d’activation de ces voies sont également conservées. Des études
précédentes chez des modeles mammiferes ont montré que I'expression de CHOP et ASNS est
maximale aprés 8 heures de carence >3 3%0 correspondant aux cinétiques d’expression de ces
génes dans la lignée RTH-149 en carence. Ces résultats démontrent que la cinétique
d’activation de la voie GCN2 est conservée dans la lignée RTH-149. La cinétique d’induction
du flux autophagique est elle aussi conservée. En effet, I'analyse du flux autophagique dans
les cellules RTH-149 montre une activation maximale entre 5 et 6 heures de carence. Ces
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résultats sont superposables a ceux observées chez les mammiféres qui montrent une
activation maximale du flux autophagique dés 6 h de carence chez la souris >33, De plus,
I'induction de I'autophagie suit I'inactivation de la voie mTOR a partir de 2 h de carence
suggérant encore que mTOR inhibe I'autophagie dans les cellules RTH-149 comme ce qui est
connu chez les mammiféres notamment via ULK1 >4 et les cultures primaires de truite >34,

Toutes ces observations montrent que la signalisation cellulaire relative a la carence en acides
aminés, 'activation de GCN2 et de I'autophagie ainsi que l'inactivation de mTOR, dans la
lignée RTH-149 sont conservées, jusqu’a leur cinétiques d’activation, comparé aux mammifere
et aux cultures primaires de truite.

b. Activation de mTOR par les acides aminés différente des modeles

mammiferes

Bien que la réponse a la carence semble grandement conservée dans la lignée RTH-149,
I'activation de la voie mTOR par les acides aminés, bien que présentant des similitudes avec
ce qui a été observé dans la lignée cellulaire humaine rénale, HEK-293, differe sur certains
points. En effet, le temps requis pour |'activation de la voie mTOR par les acides aminés est
beaucoup plus long que chez les mammiferes. En effet, alors que la voie mTOR atteint son
activité maximale aprés 20 minutes de traitement avec les acides aminés chez les mammiferes
36 2 heures sont requises pour une phosphorylation maximale des cibles de mTOR, S6 et
4EBP1, dans la lignée RTH-149. Il est peu probable que cette différence de réponse aux acides
aminés soit due a la faible température d’incubation des cellules de truite (17°C) par rapport
a celle des cellules de mammiferes (37°C) les cinétiques d’activation de GCN2 et de
I'autophagie ainsi que l'inactivation de mTOR par la carence étant conservées. Comme nous
I'avons vu dans la partie |, la truite a un régime alimentaire riche en acides aminés dont une
partie est catabolisée pour produire de I'énergie. Il est donc possible que la truite ait évolué
de sorte a activer les voies anaboliques telles que mTOR, seulement lorsqu’une grande
guantité d’acides aminés est disponible dans le but de pouvoir assurer la synthese protéique
guand les besoins énergétiques sont assurés par une quantité d’acides aminés suffisante. Nos
résultats montrent que les acides aminés essentiels seuls ne permettent pas une activation de
la voie mTOR contrairement a la combinaison de ces derniers avec les acides aminés non
essentiels et a ce qui est connu chez les mammiféres >37 538, |’apport d’acides aminés non
essentiels dans le milieu de culture, permettrait ainsi d’approvisionner les cellules en énergie,
réduisant ainsi le catabolisme des acides aminés activateurs de mTOR tel que la leucine, la
méthionine et I'arginine, préservant ainsi leurs concentrations intracellulaires et facilitant
alors la levée de I'inhibition de mTORC1 par ces derniers (Figure 42).
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Figure 42. Perspectives concernant I'étude de I'activation de la voie mTOR

Nos résultats montrent que les AAE seuls ne permettent pas d’activer la voie mTOR contrairement a la
combinaison d’AAE et AANE. La production d’énergie reposant plus sur les AA chez la truite que chez
les mammiferes, il est possible que I'addition des AANE permettent de réduire le catabolisme des AAE
qui pourrait alors activer mTOR plus facilement. Le pré-chargement en glutamine (Q) permet d’activer
significativement [l'activation de mTOR par les AAE, il est possible que le pré-chargement en Q
augmente l'influx d’AAE dans les cellules permettant d’augmenter les concentrations intracellulaires
en AAE alors suffisantes pour assurer a la fois la production d’énergie et I'activation de mTOR. Il est
également possible que I'inhibition de mTOR par les régulateurs de mTOR sensibles aux AA soit plus
importante chez la truite et que la levée de cette inhibition requiert des concentrations en AA plus
importante. Afin d’explorer ces hypotheéses, il serait intéressant d’alimenter le cycle de Krebs avec des
AANE ou du pyruvate et observer si I'activation de mTOR par les EAA augmente. Il serait également
intéressant de réguler I'expression des régulateurs négatifs de mTOR sensibles aux acides aminés, et
voir si leur sous-expression permettrait de lever I'inhibition de la voie mTOR plus facilement par les AAE.
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Il est également possible que I'activation plus longue de mTOR par les acides aminés soit due
a un renforcement de l'inhibition du recrutement de mTORC1 a la membrane lysosomale
(Figure 42) par les régulateurs des complexes Rags sensibles aux acides aminés tels que
GATOR]1, Sesn2, CASTOR1 et SAMTOR. L'expression de ces derniers pourrait étre différente
dans les cellules de truites comparé aux cellules de mammiféres rendant I'activation de mTOR
par les acides aminés essentiels plus difficiles.

Nous avons également observé que I'activation de la voie mTOR est grandement augmentée
lorsque les cellules sont pré-chargées en glutamine comme cela a pu étre démontré par Nicklin
et ses collaborateurs chez les mammiféres 44’. Chez les mammiféres, le pré-chargement en
glutamine facilite I'absorption de la leucine par échange avec la glutamine via le transporteur
LAT1, qui permet I'activation de mTORC1. Le TAAC y*LAT2 étant également un échangeur
utilisant la glutamine 4%, le pré-chargement en glutamine pourrait faciliter I'activation de
MTOR en accélérant I'absorption d’AAC dont I'effet sur I'activation de mTOR est confirmé par
nos résultats dans les cellules RTH-149 et RTgutGC.. Cet influx soutenu d’acides aminés
pourrait alors faciliter I'activation de mTOR en augmentant les concentrations intracellulaires
en acides aminés levant ainsi I'inhibition de I'activation de mTOR par les régulateurs des
complexes Rags ou permettant de dépasser les quantités utilisées par les cellules pour
alimenter le cycle de Krebs.

Conclusion :

La caractérisation de la signalisation des acides aminés dans la lignée cellulaire RTH-149
montre qu’elle partage de nombreuses caractéristiques avec les modeles mammiferes et les
cultures primaires de truite qu’il s’agisse de I'activation de GCN2, de I'autophagie ainsi que de
I'inactivation de mTOR par la carence. Cela démontre que la signalisation des acides aminés
est conservée dans les cellules RTH-149, offrant alors un nouveau modele pour I'étude de ces
voies dans la nutrition des poissons.

Bien que ces voies de signalisation cellulaires soient conservées, notre premier article a
également mis en évidence des différences entre la lignée RTH-149 et les modeles
mammiferes. Ces différences sont plus importantes pour la voie mTOR qui présente une
activation par les acides aminés 6 fois plus longue que ce qui est connu chez les mammiferes
ainsi gu’une activation par les acides aminés essentiels seuls plus difficile. Cette activation de
la voie mTOR moins sensible aux AA dans les lignées cellulaires de truite, pourrait étre une
caractéristique de la truite acquise lors de I’évolution pour adapter I'activation de mTOR a son
alimentation riche en protéines.

Les résultats obtenus dans les lignées RTL-W1 et RTgutGC concernant les régulations des voies
MTOR, GCN2 et I'autophagie par la carence en acides aminés étant similaires a ceux obtenus
dans la lignée RTH-149, cela suggére que les résultats obtenus dans la lignée RTH-149 ne lui
sont pas spécifiques et semblent étre des caractéristiques propres a la biologie cellulaire de la
truite arc-en-ciel. Ainsi, les lignées cellulaires de truite se présenteraient comme des modeles
d’études intéressants dans le cadre de la nutrition des poissons.
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Perspectives :

O

Il serait intéressant de comparer les résultats obtenus dans la lignée RTgutGC avec
d’autres lignées cellulaires intestinales telles que les lignées cellulaires RTdi-MI et RTpi-
MI, récemment établies >*° afin d’identifier les régulations communes a ces lignées et
déterminer quelles sont les caractéristiques qui seraient propres aux entérocytes de
truite comme nous l'avons fait pour les hépatocytes avec les lignées hépatiques RTH-
149 et RTL-W1.

Bien que le foie et I'intestin jouent un réle primordial dans ’homéostasie des acides
aminés au niveau de I'organisme, le muscle représente la majorité du poids de la truite
(environ 70% du poids total) et constitue le produit final a la plus haute valeur ajoutée
de la filiere aquacole. Malheureusement, il n’existe, a notre connaissance, aucune lignée
cellulaire dérivée de myocyte de truite actuellement. L’établissement d’une telle lignée
serait d’'un grand intérét pour la compréhension de la régulation de I'anabolisme et du
catabolisme des acides aminés au niveau des muscles.

Il serait également intéressant de réitérer les expérimentations sur I'activation de la voie
mMTOR par les acides aminés dans d’autres lignées cellulaires dont |’activation de la voie
MTOR est accélérée afin de déterminer, par comparaison avec les lignées cellulaires
utilisées lors de cette étude, quelles sont les raisons de la lente activation de mTOR
observée.

Afin d’étudier I'hypothése d’une inhibition de mTORC1 plus importante par les
inhibiteurs de mTOR sensibles aux AA, il serait intéressant d’étudier leur expression dans
les cellules (en cours d’étude au laboratoire). Il est possible que certaines protéines
activant la voie mTOR soient exprimés différemment ou que les inhibiteurs soient plus
exprimés dans les cellules de truite augmentant leur effet inhibiteur sur mTOR comparé
aux mammiféres. Apres avoir identifié ces régulateurs de mTOR, il serait intéressant
d’inhiber ou méme de réduire ou supprimer leur expression par manipulation génétique
et observer si la diminution de leur expression permet d’augmenter |’activation de la voie
mTOR (Figure 42).

Nos résultats démontrant un effet significatif des AAC sur 'activation de mTOR, il serait
intéressant de caractériser plus finement le transporteur SLC38A9, notamment
concernant ses activités et spécificités de transport. Finalement, il serait également
intéressant de supprimer son expression dans les lignées cellulaires de truite afin
d’évaluer son degré d’implication dans I'activation de la voie mTOR par les AAC et
comparer les effets de cette délétion sur la physiologie des cellules comme nous I'avons
fait par des carences en arginine et lysine.

Il serait également intéressant d’étudier I'effet du catabolisme des acides aminés sur
I'activation de mTOR. Il serait possible d’alimenter le cycle de Krebs en augmentant les
concentrations d’autres acides aminés tels que les acides aminés non essentiels ou
d’autres composés comme le pyruvate afin de réduire le catabolisme des acides aminés
activateurs de mTOR (Figure 42). L'approche inverse serait également possible en
réduisant la concentration en pyruvate classiquement supplémenté dans les milieux de
cultures et observer l'effet sur le catabolisme des acides aminés en mesurant les
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concentrations des produits du catabolisme des AA comme I'ammonium ainsi que sur
I'activation de la voie mTOR.

B- Expression des TAACs chez la truite
a. De nombreux paralogues des TAACS exprimés chez la truite

Jusqu’a aujourd’hui peu d’études se sont intéressées aux transporteurs d’acides aminés chez
la truite arc-en-ciel et chez les poissons en général. Leur expression a pu, pour certains, étre
mesurée dans des études transcriptomiques telles que celles s’intéressant a I'impact des
aliments végétaux sur I'expression des génes chez la truite mais sans intérét direct pour les
transporteurs et ne s’intéressant pas aux différents genes paralogues existant chez la truite.
Bien que, trés récemment, lors de ces 3 années de thése, des études se sont intéressées aux
transporteurs d’acides aminés chez la truite >%° 2%, celles-ci se sont concentrées sur quelques
transporteurs choisis. Ainsi, une étude récente s’est intéressée a I'absorption intestinale de
méthionine et a tenté de déterminer par quels transporteurs d’AA était absorbée la
méthionine >%°. Les transporteurs responsables de I'absorption intestinale de méthionine
n‘ont pas été formellement identifiés dans les modéles mammiféeres et aviaires bien que la
communauté scientifique soupconne que des TAACs y jouent un réle %!, To est ses
collaborateurs se sont alors intéressés a certains TAACs sans étudier I'ensemble des TAACs
connus chez les mammiféres. De plus pour les TAACS étudiés, I'étude est parfois méme passée
a coté de certains génes présents dans le génome de la truite tel que rBAT (SLC3A1) que nous
avons retrouvé dans le génome de la truite, en identifiant pour autant I'autre sous-unité du
transporteur rBAT/b%*AT, SLC7A9 et sans identifier les paralogues des différents TAACs >%. Ils
ont ensuite mesuré les flux de méthionine a travers les entérocytes et en ont déduit par quels
transporteurs était absorbée la méthionine par corrélation avec I'expression des quelques
transporteurs d’AA analysés. Une vision d’ensemble des TAACs exprimés dans leur modele
d’étude aurait certainement permis d’affiner/confirmer leur modeéle dans lequel ils ont
« identifiés » les transporteurs impliqués dans I'absorption de la méthionine. Ainsi, suite aux
travaux conduits au cours de cette thése, I'utilisation future d’approches in vitro permettra de
préciser ce modéle, en mesurant notamment les flux d’AA dans des conditions expérimentales
mieux controOlées tout en considérant la sous-famille des TAACs dans sa globalité.

Lors de cette thése, nous avons commencé par identifier les orthologues aux transporteurs
d’acides aminés cationiques humains présents dans le génome de la truite. Nous avons ainsi
identifié 42 génes orthologues a 16 des 17 genes codant pour des transporteurs d’acides
aminés cationiques chez ’homme, aucun gene orthologue pour ORNT2 n’ayant été identifié
dans le génome de la truite. Le nombre de génes identifiés dans le génome est environ 2,5
fois plus important que chez 'homme, probablement d{i aux duplications compléetes du
génome spécifiques aux téléostéens et aux salmonidés, et au fractionnement du génome
suivant la derniére duplication compléte du génome. Alors que pour certains transporteurs
d’acides aminés cationiques, un seul géne homologue existe chez la truite, pour d’autres, tel
gue SLC7A6, le nombre de paralogues peut atteindre 5 copies.
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Nous avons ensuite testé leur expression dans un pool de tissus constitué d’intestin, foie,
muscle, rein et ovaire dans le but d’identifier les genes exprimés chez la truite adulte. Nous
avons également tester I'expression des homologues de SLC7A4 et SLC7A14 dans un mélanges
d’ARN provenant du cerveau et de I’hypophyse, les 2 tissus pour lesquels I'expression des
paralogues de ces TAACs est spécifique au cerveau et ’hypophyse dans la base de donnée
Phylofish %2, Sur les 42 génes identifiés dans le génome de la truite, 28 génes sont exprimés
dans les tissus, soit un tiers d’entre eux, ce qui correspond aux estimations relatives aux genes
ayant connu une perte de leur expression suivant la duplication du génome des salmonidés
chez la truite . Cependant I’étude de I'expression des TAACs identifiés, est en cours dans le
foie, le muscle, les caeca pyloriques, I'intestin proximal et distal chez des truites. En effet, alors
qgue I'expression de certains TAACs chez les mammiferes est tres spécifique a certains tissus a
I'image de CAT3 qui est exprimé seulement durant le développement ou dans le cerveau >2
151153 '3 paralogues de celui-ci sont exprimés chez la truite juvénile et dans des tissus autres
qgue le cerveau démontrant des divergences d’expression tissulaire de ces transporteurs chez
la truite comparé aux mammiféres et donc une possible néo-fonctionalisation. En outre, le
nombre plus élevé de transporteurs pose la question de leur redondance dans les cellules de
truite et de la régulation de I'expression de ces transporteurs. Il est cependant possible que
les différents paralogues aient des affinités et des capacités de transport différentes
permettant d’affiner I'absorption des acides aminés cationiques en fonction des conditions
environnementales et d’adapter I'absorption des AA aux besoins élevés en AA de la truite.

b. Expressions dans les lignées cellulaires de truite

Nous avons identifié les différents transporteurs exprimés dans les lignées cellulaires de
truite : RTH-149, RTL-W1 et RTgutGC. Plusieurs paralogues d’'un méme transporteur sont
surexprimés a I'image de CAT3 dont 3 paralogues sont exprimés dans les lignées cellulaires de
truite ainsi que 2 paralogues de CAT1 qui chez les mammiféres présentent des mécanismes
de transport similaires et redondantes, posant la question de I'utilité d’exprimer tous ces
transporteurs dans les cellules et comment ils interagissent entre eux.

En outre, de facon surprenante, ces 3 lignées expriment exactement les 16 méme TAACs bien
gu’elles proviennent de tissus différents (foie ou intestin) ainsi qu’ayant été immortalisées
selon des processus différents (cellules cancéreuses pour les cellules RTH-149 ou cellules
immortalisées ex vivo spontanément pour les lignées RTL-W1 et RTgutGC). Ainsi, ces 3 lignées
cellulaires de truite n’expriment pas de genes homologues de SLC3A1, SLC7A9, SLC6A14,
SLC7A7 et CAT2. Compte tenu de I'expression de ces transporteurs chez les mammiferes, il est
étonnant que les RTgutGC n’expriment pas de paralogues des TAACs de la face apicale SLC3A1,
SLC7A9 et SLC6A14 et I’échangeur d’AAC de la face basolatérale SLC7A7 mais également que
les lignées hépatiques n’expriment pas CAT2 qui est pourtant spécifique du foie chez les
mammiféres. |l est possible que I'expression tissulaire de ces TAACs soit différente chez la
truite, comme pour CAT3 qui est exprimé dans d’autres tissus que le cerveau dont il est
spécifique chez la souris et le rat 12,

Le fait que les 3 lignées cellulaires expriment exactement le méme jeu de TAAC pourrait étre
également d{i au processus de transformation de ces cellules. Il est possible que I'expression
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de ces TAACs soit favorable a la prolifération plus importante des lignées cellulaire en
permettant un apport optimisé en AAC aux cellules. En effet, y+LAT2, qui n’est pas censé étre
exprimé dans les hépatocytes d’aprés les données obtenues chez les mammiféres, est exprimé
dans lignées hépatiques de truite RTH-149 et RTL-W1. Il est possible que son expression dans
les lignées cellulaires hépatiques RTH-149 et RTL-W1 soit due a I'immortalisation des cellules,
y+LAT2 étant un des TAACs les plus fréquemment surexprimés dans les lignées cellulaires
cancéreuses humaines >*3. Il est également possible que la perte d’expression de certains
transporteurs dans ces lignées cellulaires réduise I'induction de processus de mort cellulaire,
contribuant a leur immortalisation. En effet, nos résultats montrent qu’une activation
soutenue de la voie GCN2 avec I’halofuginone qui réprime les surexpressions d’asns et xbp1
observées a des doses plus faibles, induit la surexpression de CHOP et également de certains
TAACs. Le maintien de I'expression de CHOP par I'ISR, induisant I'apoptose chez les
mammiféres 335337 il est donc possible que I’expression de certain TAACs dont les régulations
de I'expression suivent celle de CHOP lors de [lactivation soutenue de GCN2 par
I’halofuginone, soient impliqués dans I'apoptose ou accompagnent la mort cellulaire.

Nos conditions expérimentales lors de cette étude pourraient également étre a I'origine de la
non expression de certains TAACs. En effet, une des contraintes du modéle in vitro, qui est
aussi une de ses forces, est que les cellules ne sont pas exposées aux différentes régulations
systémiques qui sont présentes dans I'organisme. L’expression de certains transporteurs étant
soumise aux facteurs de croissances et aux hormones, I'absence de certains d’entre eux dans
le milieu de culture pourrait alors empécher I'expression de certains TAACs. En effet, il a été
montré que l'expression de slc7a9 chez le tilapia (Oreochromis mossambicus) est réduite
drastiquement dans 'intestin suite a I’ablation de I’"hypophyse >*4, suggérant que la régulation
de I'expression de slc7a9 est hormonale dans I'intestin des poissons. Il se peut également que
certains de ces TAACs soient régulés par les cytokines pro-inflammatoires comme CAT2-B et
SLC7A7 dans les macrophages des mammiféres 14° 221,

Conclusions :

Notre étude a permis d’identifier les différents TAACs présents chez la truite et d’établir la
liste des différents génes paralogues exprimés dans les tissus d’intérét pour notre étude, le
foie et I'intestin. Etonnamment, les 3 lignées cellulaires utilisées lors de cette these exprimant
les mémes transporteurs d’acides aminés, il est possible que ces transporteurs permettent
une absorption plus importante d’acides aminés et soient sélectionnés lors de
I'immortalisation des cellules afin de répondre aux besoins en acides aminés plus importants
des cellules immortalisées.

Perspectives :

o Certains TAACs n’étant pas exprimés dans nos conditions expérimentales, il serait
intéressant d’étudier I'effet des facteurs de croissance, hormones et notamment des
cytokines pro-inflammatoires sur I'expression des TAACs dans les lignées cellulaires,
sachant que les aliments végétaux induisent une inflammation de I'intestin chez les
truites.
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o Les différentes parties de lI'intestin ayant des capacités d’absorption des AA différentes
et exprimant des transporteurs d’acides aminés différents, il serait intéressant d’analyser
I’expression des TAACs dans les lignées RTdi-MI et RTpi-MI qui sont respectivement
dérivées des parties distale et proximale de I'intestin >3° et de comparer ces résultats
avec ceux obtenus dans la lignée RTgutGC afin de mettre en évidence de possibles
différences entre ces deux parties de l'intestin.

o Lorsde cette étude, nous nous sommes concentrés sur I'expression des TAACs. Les TAAcs
présentant peu d’homologie avec leurs homologues humains, il faut maintenant
caractériser leurs réles et activités de transport (affinité, capacité, dépendance aux ions)
afin de déterminer si ceux-ci sont similaires a ceux observées chez les mammiferes. La
délétion de TAACs d’intérét tel qu’y*lat2, combinée a I'utilisation d’inhibiteurs, pourra
nous permettre d’étudier leurs impacts sur les voies régulées par les AA, mTOR, GCN2 et
I’autophagie ainsi que leurs activités de transport. L'étude des activités de transport des
TAACs non exprimés dans les lignées cellulaires tels que CAT2 sera potentiellement
possible en induisant leur expression, de facon ectopique, dans les lignées cellulaires.

o Dans le but de caractériser finement les activités de transport des TAACs de truite, Il
pourrait alors étre intéressant d’exprimer ceux-ci dans des oocytes de xénope, a I'image
de ce qui a été réalisé pour les transporteurs d’acides aminés d’autres espéces.

o Finalement, dans cette étude nous avons concentré nos efforts sur les TAACs. Ceux-ci ne
représentent qu’a peine un quart de la totalité des transporteurs d’acides aminés chez
les mammiferes. Il sera donc intéressant de continuer la caractérisation de I'expression
de I'ensemble des transporteurs chez la truite, notamment de transporteurs d’AA
neutres qui pourrait contribuer indirectement a I'absorption des AAC en permettant leur
échange via les transporteurs y*lat. La caractérisation de I'expression de I'ensemble des
transporteurs d’AA représente également un des sujets qui est développé actuellement
au laboratoire.

C- La carence en AA induit la surexpression de TAACs
a. Expression des TAACs par la carence en acides aminés

L'utilisation des lignées cellulaires de truite nous a permis d’étudier les régulations de
I’expression des TAACs exprimés lors de carences en acides aminés. Ainsi, nous avons observé
gu’en situation de carence, les cellules RTH-149, RTL-W1 et RTgutGC surexpriment des TAACs
également décrits chez les mammiferes pour suivre des régulations similaires tels que CAT1,
4F2hc et PQLC2 27! 3% ainsi que des génes homologues de TAACs pour lesquels aucune
surexpression n’a été observé en carence a notre connaissance tels que CAT3, ORNT1 et
SLC7A6. De plus, I'ajout d’acides aminés au milieu de carence supprime la surexpression de
ces transporteurs démontrant que la carence en acides aminés est responsable de leur
surexpression. Ces méme TAACs, sont également surexprimés par les carences spécifiques en
arginine et/ou lysine. Les 3 lignées surexpriment globalement les mémes TAACs lors d’une
carence en acides aminés, avec seulement quelques différences comme la surexpression de
paralogues différents d’'un méme TAAC entre les différentes lignées. Les résultats similaires
entre les 3 lignées renforcent la possibilité que la surexpression de ces TAACs par la carence

179



en acides aminés s’opere également in vivo. La surexpression des CATs et des génes codant
pour y*LAT2 lors des carences en lysine et arginine supporte notre hypothese selon laquelle
la surexpression de CAT2 et SLC7A6 chez les truites nourries avec des aliments végétaux
supplémentés en R et K libres 524°2> serait due a une carence en arginine et/ou lysine.

b. Surexpression par la voie GCN2

Apreés avoir identifié les TAACs surexprimés par la carence en acides aminés, nous voulions
savoir si, tout comme notre hypotheése de travail le propose, leur surexpression est induite par
la voie GCN2. Nous avons alors induit pharmacologiquement I'activation de la voie GCN2 et
ce, dans un milieu complet afin de se prémunir des réponses a la carence en AA indépendantes
de la voies GCN2. L'activation de la voie GCN2 dans les 3 lignées cellulaires induit la
surexpression des TAACs surexprimés par la carence en acides aminés. En outre, nous avons
observé une suppression de la surexpression des TAACs induits par I’halofuginone en
augmentant la concentration de cette derniere tout comme les génes cibles de la voie GCN2,
supportant ’hypothése que I'expression de ces TAACs est bien sous la dépendance de la voie
GCN2. De plus, une autre observation concernant I'expression des TAACs supporte cette
hypothése. En effet, les TAACs surexprimés par la carence en AA et I'halofuginone sont
également surexprimés par la carence spécifique en lysine tout comme les genes cibles de
GCN2 dans les lignées cellulaires RTH-149 et RTgutGC. De maniére intéressante, la carence
spécifique en arginine induit la surexpression des genes cibles de GCN2 dans les cellules RTH-
149 mais pas dans les cellules RTgutGC, suggérant que la voie GCN2 n’est pas activée par une
carence en arginine dans les cellules RTgutGC. Parallélement, la carence en arginine n’induit
la surexpression des TAACs, identifiés comme étant des cibles potentielles de GCN2,
uniguement dans les cellules RTH-149, constituant un argument supplémentaire supportant
fortement I'hypothese de I'implication de la voie GCN2 dans la surexpression des TAACs par
GCN2 lors de la carence en acides aminés.

Conclusions :

Les résultats démontrent que des paralogues de CAT1, CAT3, 4F2hc, SLC7A6, ORNT1 et PQLC2
sont surexprimés par la carence en acides aminés dans les lignées cellulaires de truite et
suggerent fortement que ces TAACS sont surexprimés par la voie GCN2. Ces TAACs pourront
potentiellement étre utilisés en tant que marqueurs d’'une carence en acides aminés a I'avenir
chez la truite comme peut I’étre CAT1 chez les mammiféres.

De plus, les résultats obtenus dans ces lignées cellulaires démontrent que la surexpression
d’y*LAT2, mais également des CATs (des proches homologues de CAT2), est induite par la
carence en arginine et lysine et ce, probablement via la voie GCN2. Ainsi, ces observations in
vitro supporte notre hypothése selon laquelle CHOP, y*LAT2 et CAT2 seraient surexprimés via
la voie GCN2 par la carence en arginine et lysine chez les truites nourries avec des aliments
végétaux bien que ces AAC soient supplémentés sous forme libre.
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Perspectives :

o Premierement, I'expression des CAATs n’étant pas exclusivement régulée par une
carence en leur substrat, il serait intéressant d’étudier les effets de la carence en d’autres
acides aminés telle que la méthionine, qui est également souvent ajoutée sous forme
libre aux aliments végétaux, sur I’expression des TAACs et dont I'absorption pourrait étre
en partie effectuée par des TAACs >*.,

o Nos résultats suggérant fortement que la surexpression des TAACs est induite via
I'activation de GCN2, nous ne pouvons cependant pas confirmer I'implication de la voie
GCN2. Nous pourrions étudier I'expression des TAACS en utilisant d’autres activateurs et
inhibiteurs pharmacologiques de GCN2 et de I'ISR afin de supporter d’avantage cette
hypothese. Ainsi, nous pourrons utiliser I'histidinol, un autre activateur de GCN2, et
comparer ces résultats avec ceux obtenus avec l'utilisation de I’halofuginone (Figure 43).
De méme, I'inhibition de I'ISR par I'ISRIB (ISR InhiBitor), qui réduit la phosphorylation de
elF2a par GCN2 et les autres kinases, nous permettra de déterminer si cet inhibiteur
réduirait 'expression des TAACs lors de la carence (Figure 43). Finalement, afin de
confirmer que la surexpression des TAACs est induite par 'activation de la voie GCN2, il
faudrait supprimer I'expression de GCN2 dans les lignées cellulaires de truite par
manipulation génétique et voir si la carence en AA induit toujours la surexpression des
TAACs (Figure 43).

o Sachant que le stress du RE induit la surexpression de CAT1 chez les mammiféres et que
les marqueurs de I'ISR que nous avons utilisé dans cette étude peuvent étre induit a la
fois par GCN2 et PERK >, il serait également intéressant de savoir si 'UPR joue un rdle
dans la surexpression des TAACs chez la truite en activant cette voie
pharmacologiquement avec de la tunicamycine et/ou de la thapsigargine. De méme,
comme nous l'avons vu dans lintroduction, chez les mammiféres, I'expression de
certains TAACs tels que y*LAT1 et CAT2-B peut étre également induite par I'inflammation.
Les aliments végétaux pouvant provoquer une inflammation de I'intestin notamment, il
serait intéressant de voir si les cytokines pro-inflammatoires induisent I'expression de
certains TAACs dans les lignées cellulaires de truite. L'analyse de I'effet du stress du RE
et de l'inflammation permettrait de voir si la surexpression des TAACs observés chez des
truites nourries avec des aliments végétaux pourraient constituer de nouveaux
marqueurs permettant d’identifier différents stress induit par ces aliments a base de
végétaux.
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Figure 43. Perspectives d'étude du réle de la voie GCN2 dans I'expression des TAACs

D- L’arginine, un acide aminé essentiel ?
a. Effets étonnants sur la prolifération cellulaire

Dans le but de savoir si la carence en arginine et lysine pourrait étre a |'origine du
ralentissement de la croissance des truites nourries avec des aliments végétaux, comme nous
le proposons dans notre hypothese de travail, nous avons étudié les effets d’'une carence en
ces AAC sur la prolifération cellulaire. Premierement, nos résultats montrent que les cellules
RTH-149, RTL-W1 et RTgutGC ne proliférent pas ou trés peu en absence de lysine. Cela n’a rien
d’étonnant, la lysine étant un acide aminé essentiel chez la truite comme chez les
mammiferes. Des résultats plus surprenants ont cependant été obtenus pour la carence en
arginine. En effet, bien que la carence en arginine réduise |’activation de mTOR qui promeut
la prolifération cellulaire, la carence en arginine n’a aucun effet sur la prolifération des 3
lignées cellulaires étudiées. Alors que I'arginine est considérée comme semi-essentielle chez
les mammiféeres, c’est-a-dire essentielle seulement dans certaines conditions qui augmentent
les besoins en arginine, telles que le développement ou une infection, chez la truite, elle est
considérée comme essentielle >4, Cela s’explique par une synthése de novo d’arginine trés
limitée chez la truite, ne permettant pas de couvrir ses besoins. Ce défaut de synthése
s’expliqgue notamment par un cycle de I'urée incomplet. En effet, la truite adulte ne peut
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synthétiser de carbamoyl-phosphate qui est une molécule intermédiaire du cycle de l'urée
permettant la synthése de citrulline a partir de I'ornithine. L'enzyme permettant sa synthése,
la carbamoylphosphate synthetase (CPS), n’est pas exprimée chez la truite adulte mais
seulement chez les alevins >*8, Alors que les alevins se servent du cycle de I'urée pour éviter
I'accumulation d’ammonium due aux catabolisme des acides aminés d’une fagon similaire a
ce qui est connu chez les animaux urotéliques tels que les mammiféres °*°, les stades de
développement ultérieurs excrétent directement 'ammonium par les branchies >0 34, || est
donc possible que le processus d’'immortalisation des lignées cellulaires ait permis I'expression
de CPS, permettant ainsi un cycle de I'urée complet permettant la synthése de novo d’arginine.

Conclusions :

Lors de ce projet de thése nous avons démontré que l'arginine joue bien un effet dans
I’activation de mTOR chez la truite, comme cela est connu chez les mammiféres. La carence
en lysine quant a elle pourrait |égerement inhiber la voie mTOR.

Comme attendu, la carence en lysine, qui est un acide aminé essentiel, empéche la
prolifération des lignées cellulaires. Etonnamment, la carence en arginine, bien qu’elle réduise
I'activation de mTOR, n’a aucun effet sur la prolifération de ces lignées cellulaires. Il est
possible que ces lignées cellulaires expriment CPS et possede alors un cycle de l'urée
complétement fonctionnel permettant la synthése de novo d’arginine contrairement aux
truites adultes.

Perspectives :

o Lecycle de l'urée pouvant étre fonctionnel dans les lignées cellulaires de truite, il serait
intéressant de premiérement déterminer si I'enzyme CPS, qui catalyse une étape
limitante de la production d’arginine dans le cycle de I'urée chez la truite, est exprimée
dans les lignées cellulaires de truite.

o SiCPS est exprimée dans ces lignées cellulaires, sa délétion génétique dans des cellules
exposées a une carence en arginine permettrait de déterminer si la prolifération
cellulaire est due a une synthése de novo d’arginine via le cycle de l'urée.
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Conclusion générale

La supplémentation d’acides aminés cationiques libres

Au cours de cette thése nous avons identifié les différents génes paralogues des TAACs,
présents dans le génome de la truite et exprimés dans différents tissus tels que l'intestin, le
foie, le muscle et les reins. Grace a l'utilisation des lignées cellulaires de truite, nous avons
également démontré que certains TAACs sont surexprimés par la carence en AA ainsi que par
la carence spécifique en arginine et lysine (Figure 44). Leur surexpression suit celle des génes
cibles de ISR, dont chop, et est induite par I’halofuginone, un activateur de la voie GCN2,
suggérant que la surexpression des TAACs est contrdlée par la voie GCN2. Ces résultats
valident notre hypothése de travail qui propose que la surexpression de chop et des
transporteurs cat2 et y*lat2 chez les truites nourries avec des aliments végétaux serait induite
par une carence en acides aminés cationiques bien qu’ils soient supplémentés sous forme
libre a ces aliments (Figure 44). Il est donc possible que les acides aminés ajoutés sous forme
libre aux aliments végétaux soient inefficacement absorbés par les truites.
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Figure 44. Comparaison des résultats obtenus avec notre hypothése de travail
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Certains indices suggeérent que |'absorption des acides aminés libres est différente de celle des
acides aminés inclus dans les protéines, ce qui pourrait affecter leur métabolisation par les
poissons. En effet, différentes études ont montré que les acides aminés libres étaient plus
rapidement absorbés et transportés vers le plasma, atteignant un pic de concentration entre
9 et 18 h apres le dernier repas, que les acides aminés inclus aux protéines dont le pic de
concentration est atteint aprés 18 h > 352553 De plus, ces mémes études montrent également
gue la concentration des acides aminés supplémentés sous forme libre revient au niveau basal
plus rapidement que les acides aminés inclus aux protéines dont les pics de concentrations
sont plus faibles mais plus soutenus dans le temps. |l semble que I'apport d’acides aminés par
la digestion de protéines permettrait une absorption des acides aminés plus lente qui
favoriserait I'anabolisme alors que I'absorption rapide d’acides aminés libres induirait de
fortes concentrations plasmatiques (Figure 45). Cela induirait une différence de
biodisponibilité favorisant le catabolisme ou I'élimination des AA libres.

Différence de
biodisponibilité

acides aminés

AA inclus
aux protéines

Concentration plasmatique en

A J

Temps

Figure 45. Différence de cinétique d'absorption entre acides aminés libres et inclus aux
protéines

On peut alors supposer que cette différence de biodisponibilité entre les acides aminés libres
ajoutés aux aliments a base de plantes et les acides aminés inclus dans les protéines pourrait
perturber les processus anaboliques régulés par les acides aminés et induire le catabolisme
des AA libres ajoutés aux aliments piscicoles et donc finalement un déséquilibre en ces
derniers. De fagon similaire, Brezas et Hardy ont récemment montré qu’une supplémentation
en certains AAE libres (lysine et méthionine) affecte les cinétiques d’absorption de tous les
AAE >4, ce qui dans nos protocoles d’élevages actuels, conduirait a induire un déséquilibre en
acides aminés chez les poissons nourries avec des aliments constitués de protéines et d’acides
aminés libres.
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Figure 46. Hypothese sur le défaut d'absorption des AAC libres
(A) Les protéines de plantes doivent étre digérées préalablement a I'absorption des AA qui les
constituent alors que les AAC libres (AA*) sont absorbés plus rapidement. Les AA neutres (AAo)
inclus aux protéines ne sont absorbés que plus tard et les concentrations plasmatiques en AAO
sont insuffisantes pour permettre I'échange contre les AA* via y'LAT2. Ne pouvant étre
transportés vers le plasma, les AA* seraient catabolisés par les entérocytes ou excrétés dans la
lumiere intestinale.
(B) Une fois les protéines des aliments végétaux digérées, les AAy et la quantité limitée d’AA*

gu’elles contiennent sont absorbés par les entérocytes. Le transport des AAq vers le plasma
augmente leur concentration plasmatique permettant I'efflux des AA* des entérocytes vers le
plasma par échange avec les AAo via y*LAT2. La quantité réduite d’AA* absorbés diminuerait
alors I'activité de mTOR et la croissance et activerait la voie GCN2 induisant la surexpression
d’y*LAT2 et CAT2.

De facon intéressante, I'un des 2 TAACs surexprimés, y*LAT2, est un échangeur d’AAC contre
des acides aminés neutres®> connu pour étre exprimé a la membrane basolatérale des
entérocytes chez les mammiféres. Les transporteurs y*LATs étant les seuls TAACs connus
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permettant I'efflux d’AAC des entérocytes vers le plasma, il est tentant de supposer que les
différences d’absorption entre les AA neutres inclus aux protéines des aliments végétaux et
les AAC qui y sont ajoutés sous forme libre pourraient affecter I'échange par les transporteurs
y*LATs dans les entérocytes et diminuer I'efficacité de leur absorption intestinale (Figure 46
A).

Les AAC libres seraient alors absorbés plus rapidement par les entérocytes que les acides
aminés neutres inclus aux protéines de plantes. La concentration plasmatique en acides
aminés neutres étant insuffisante, leur échange avec les AAC via y*LAT2 serait limité et le
transport des AAC vers le plasma moins efficace. Ne pouvant étre transportés vers le plasma
les AAC seraient alors catabolisés par les entérocytes (Figure 46). Les acides aminés provenant
des protéines de I'aliment végétal contenant des AA cationiques et des AA neutres seraient
absorbés plus tard par les entérocytes. La concentration en acides aminés neutres étant
suffisante dans le plasma apres leur absorption, ils pourraient alors étre échangés contre les
AAC par y*LAT2. Cependant la quantité limitée d’AAC des aliments végétaux réduirait
I'activation de voies anaboliques telle que mTOR et la croissance des truites (Figure 46 B).
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Figure 47. Hypothése de Il'ajout d'acides aminés neutres aux aliments végétaux pour
améliorer I'absorption des acides aminés cationiques libres

La supplémentation en acides aminés neutres (AAo) en plus de la supplémentation des acides aminés
cationiques (AA*) aux aliments végétaux pourrait permettre I'absorption d’AA+ avec les AA, par les
entérocytes avant la digestion des protéines de plantes. Cela pourrait permettre d’augmenter la
concentration plasmatique en AAo permettant I’échange des AA+ contre les AAo par y*LAT2 alors que
les protéines des matiéres végétales ne sont pas encore digérées. Ceci pourrait alors permettre une
meilleure assimilation des AA+ libres par les truites et améliorer leur croissance.
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Cette hypothese est appuyée par des résultats récemment obtenus dans deux études de
Brezas et ses collaborateurs démontrant qu’une lignée de truite arc-en-ciel résistante aux
aliments végétaux présente des variations de concentrations plasmatiques synchrones pour
les différents acides aminés >>* ainsi qu’une régulation transcriptionnelle de transporteurs
d’acides aminés différente de truites non sélectionnées 2>, D’aprés nos résultats et ces
observations, nous pensons que |'ajout d’acides aminés neutres libres pourrait améliorer
I’'absorption des AAC libres (Figure 47).

En effet, si le défaut d’absorption des AAC libres s’explique par la différence de leur
biodisponibilité avec les AAg inclus aux protéines, I'ajout d’AAg libres aux aliments végétaux
pourrait améliorer I'absorption des AAC (Figure 47). Cette hypothése est actuellement en
cours d’évaluation a travers une expérimentation in vivo dans laquelle I'ajout de glutamine,
alanine, glycine ou de leucine libres dans des aliments a base de végétaux déja supplémentés
en arginine et lysine sont étudiés pour leurs effets sur la croissance des truites. Pour confirmer
I’hypothése de I'échange, il sera cependant nécessaire d’étudier les activités de transport des
paralogues d’y*lat2, s’il échange les AAC contre des AA neutres et préférentiellement lesquels.
L’étude des activités de transport d’y*lat2 pourrait étre effectuée en I'exprimant dans des
oocytes de xénope ou en supprimant son expression par manipulation génétique dans les
lignées cellulaires de truite et observer les conséquences de sa délétion sur I'absorption des
AAC, les voies de signalisation GCN2 et mTOR ainsi que sur la prolifération cellulaire

Utilisation du modele lignées cellulaires

Lors de ce travail de these, nous avons également démontré que les voies de signalisation
cellulaire mTOR et GCN2 ainsi que I'autophagie qu’elles régulent sont globalement conservées
dans les lignées cellulaires étudiées, validant |'utilisation de cet outil pour I'étude de la
nutrition des poissons. Les lignées cellulaires nous ont permis de mettre en évidence les effets
propres aux acides aminés et plus spécifiquement des AAC sur I'expression des TAACs et la
régulation des voies GCN2 et mTOR, chose qu’il aurait été impossible d’observer avec des
expérimentations in vivo. En effet dans les études in vivo, les effets moléculaires observés par
I'utilisation d’aliments végétaux peuvent étre induits par différents facteurs dont il est
impossible de discriminer les causes des conséquences. L’utilisation des lignées cellulaires de
truite permettra une compréhension plus fine de l'effet des nutriments sur la biologie
cellulaire et d’approfondir notre compréhension des dérégulations de la physiologie de la
truite induites par les aliments végétaux. En plus de réduire I'utilisation d’animaux pour les
expérimentations, I'autre intérét majeur de I'utilisation de lignées cellulaire est la possibilité
d’effectuer des manipulations génétiques plus facilement que dans des cultures primaires ou
évidemment dans des organismes entiers.

Récemment, en 2016, Collet et ses collaborateurs ont développé I'utilisation de d’une
méthode d’édition du génome a l'aide du systéme CRIPR/Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Palindromic Repeats/CRISPR-associated 9) dans une lignée cellulaire de poisson,
la lignée cellulaire de saumon royal (Oncorhynchus tshawytscha) CHSE > IIs ont ainsi, a partir
de cellules CHSE exprimant la protéine fluorescente EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein), établis une lignée exprimant la protéine Cas9. lls ont ensuite démontré que
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I'introduction d’un ARN guide (ARNg) dirigé contre le gene EGFP dans ces cellules induisait sa
délétion et une perte de fluorescence. L’introduction d’ARNg ciblés contre 'EGFP et un gene
cible endogene permettrait alors de sélectionner les clones dans lesquels la délétion d’un géne
endogene a fonctionné en sélectionnant les cellules n’exprimant plus EGFP. L’adaptation de
cette méthode aux lignées cellulaires de truites utilisées lors de cette thése est en cours au
laboratoire afin de supprimer I'expression de genes d’intérét dans I'étude du métabolisme des
AA chez la truite. Une fois fonctionnel, ce nouvel outil nous permettra de répondre aux
nombreuses questions émises dans la discussion de ce manuscrit et notamment de confirmer
le role de GCN2 dans la surexpression des TAACs en supprimant son expression. Cette
nouvelle technique nous permettra également de générer des cellules n’exprimant plus des
TAACs afin de déterminer leur réle cellulaire et possiblement leurs activités de transport.
Finalement 'utilisation des lignées cellulaires de truite combinée a Iutilisation de la technique
CRISPR/Cas9 nous permettra également de déterminer les roles de différentes protéines de
la truite ce qui permettra de considérablement approfondir nos connaissances de la biologie
des truites, lesquelles s’appuient encore pour beaucoup sur les observations faites chez les
mammiferes.
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Abstract : Study of the metabolism of cationic amino acids in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss): focus on cationic amino acid transporters

The imperative of sustainable aquaculture leads to orient the feeding of farmed fish towards the
substitution of fishmeal by renewable plant products. However, this replacement is often limited by
low levels of certain cationic amino acids (CAAs), such as lysine (K) and arginine (R), in plant raw
materials. Thus, supplementation with these CAAs in these new plant-based diets improves the growth
of various fish species, without however reaching the results obtained with conventional feeds based
on fish meal. In this context, and in order to improve our understanding of the mechanisms of the use
of CAAs by fish, the work carried out during this thesis focused on the study of the regulation of CAA
transporter (CAAT) expression. CAAT represent a gateway for CAA at cellular level, and we suspect that
dysregulations of their expression, in trout fed on plant-based diets and supplemented with free CAA,
can be, at least, in part, responsible of poorer growth performance observed under these nutritional
conditions. To carry out this study, we chose an original approach in the field of fish nutrition, based
on the use of rainbow trout cell lines. These have the advantage to test quickly, directly and with high
reproducibility the effect of various biotic (nutrients, xenobiotics, etc.) or abiotic factors (temperature,
oxidative stress, etc.) on a given cell function, by deleting the systemic effects of the factors studied
and without the use and sacrifice of fish. The results obtained show firstly that the amino acid response
pathways (the GCN2 pathway, the mTOR pathway and macroautophagy) are well conserved in the 3
cell lines studied, validating their use for the study undertaken and, more generally, for their use in
fish nutrition studies. Regarding CAAT, the data obtained show the presence of 42 orthologous genes
to human CAATSs in the rainbow trout genome and the expression of 16 of them in the 3 cell lines
studied. Some of these genes (including y*LAT2 and 4 homologous CAT2 transporters), are
overexpressed during AA or CAA (K and/or R) deficiencies, suggesting that, as we suspect, a dietary
imbalance in these AAs may disrupt the expression of CAAT in trout fed novel plant-based feeds.
Although the accurate mechanisms underlying the effect of AA or CAA deficiency on the expression of
the studied genes are not clearly elucidated in our cell models, our data point to an involvement of the
GCN2 pathway. Finally, we show for the first time in a species of fish that a deficiency in R, and to a
lesser extent in K, disrupts the activation of mTOR, establishing a close link between the dysregulations
of the expression of some CAAT and that of a major pathway controlling cell growth. Surprisingly, the
decrease in mTOR activation during R deficiency is not accompanied by a decrease in cell proliferation,
suggesting the development of adaptation mechanisms to R deficiency that remain to be discovered.
Overall, our data provide a base of knowledge essential to a better understanding of the mechanisms
governing the use of CAAs by fish and validate the use of trout cell lines in the field of fish nutrition in
order to define more finely the molecular mechanisms linked to physiological deregulation induced by
plant foods.

Key words : Amino acid transporters, Nutrition, Metabolism, mTOR, GCN2, Fish cell lines,
Rainbow trout
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Résumé: Etude du métabolisme des acides aminés cationiques chez la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) : focus sur les transporteurs d’acides aminés cationiques

L'impératif d’une aquaculture durable conduit a orienter I'alimentation des poissons d’élevage vers la
substitution de la farine de poisson par des produits végétaux renouvelables. Toutefois, ce
remplacement est souvent limité par des niveaux trop faibles en certains acides aminés cationiques
(AAC), comme la lysine (K) et I'arginine (R), dans les matieres premiéres végétales. Ainsi la
supplémentation en ces AAC de ces nouveaux régimes a base végétale améliore la croissance de
différentes especes de poissons, sans pour autant atteindre les résultats obtenus avec les aliments
classiques a base de farine de poissons. Dans ce contexte, et afin d’améliorer notre compréhension
des mécanismes régissant 'utilisation des AAC par les poissons, les travaux réalisés au cours de cette
thése ont porté sur I'étude de la régulation de I'expression des transporteurs aux AAC (TAAC). Ceux-ci
constituent de véritables « portes d’entrée » des AAC au niveau cellulaire, et nous suspectons que des
dérégulations de leur expression, chez des truites nourries avec des régimes a base de végétaux et
supplémentés en AAC libres, puisse étre impliquées, du moins en partie, dans les moins bonnes
performances de croissance observées dans ces conditions nutritionnelles. Pour mener a bien cette
étude, nous avons choisi une approche originale dans le domaine de la nutrition des poissons, basée
sur 'utilisation de lignées cellulaires de truite arc-en-ciel. Celles-ci, présentent I'avantage ne pouvoir
tester rapidement, directement et de fagon tres reproductible I'effet de divers facteurs biotiques
(nutriments, xénobiotiques, ...) ou abiotiques (température, stress oxydant, ...) sur une fonction
cellulaire donnée, en s’affranchissant des effets systémiques des facteurs étudiés et sans avoir recours
a l'utilisation et le sacrifice de poissons. Les résultats obtenus montrent premierement que les
principales voies de réponses aux acides aminés (la voie GCN2, la voie mTOR et la macroautophagie)
sont bien conservées dans les 3 lignées cellulaires étudiées, validant ainsi leur utilisation pour I'étude
entreprise et, plus généralement, pour les études en nutrition des poissons. Concernant les TAAC, les
données obtenues montrent la présence de 42 genes orthologues des TAAC humains dans le génome
de la truite arc-en-ciel et I'expression de 16 d’entre eux dans les 3 lignées cellulaires étudiées. Certains
de ces génes (dont y+LAT2 et 4 transporteurs homologues de CAT2), sont surexprimés lors de carences
en AA ou en AAC (K et/ou R), suggérant que, comme nous le suspectons, un déséquilibre alimentaire
en ces AA puisse perturber I'expression des TAAC chez des truites nourries avec de nouveaux aliments
a base de végétaux. Bien que les mécanismes précis sous-jacent I'effet de la carence en AA ou en AAC
sur I'expression des genes étudiés ne soient pas clairement élucidés dans nos modéles cellulaires, nos
données tendent vers une implication de la voie GCN2. Enfin, nous montrons pour la premiére fois
chez une espéce de poisson qu’une carence en R, et dans une moindre mesure en K, perturbe
I'activation de mTOR, établissant un lien étroit entre la dérégulation de I'expression de certains TAAC
et celle d’'une voie majeure de contréle de la croissance cellulaire. Etrangement, la baisse d’activation
de mTOR lors d’une carence en R ne s’accompagne pas d’'une baisse de la prolifération cellulaire,
suggérant la mise en place de mécanismes d’adaptation a la carence en R qui restent a découvrir. Dans
I’ensemble, nos données apportent un socle de connaissances indispensables a une meilleure
compréhension des mécanismes régissant I'utilisation des AAC par les poissons et valident I'utilisation
des lignées cellulaires de truite dans le domaine de la nutrition des poissons afin de définir plus
finement les mécanismes moléculaires liés aux dérégulation physiologiques induites par les aliments
végétaux.

Mots-clés : Transporteurs d’acides aminés, Nutrition, Métabolisme, mTOR, GCN2, Lignées
cellulaires de poissons, Truite arc-en-ciel

225



	4c530c8c-eb09-40e9-828d-6255a54c58b4.pdf
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Cell Culture and Treatments 
	Protein Extraction and Western Blot Analysis 
	Autophagy Flux Assay 
	RNA Extraction and RT-qPCR Analyses 
	Statistical Analysis 

	Results 
	The GCN 2 Pathway 
	Autophagy 
	mTOR 

	Discussion 
	References


