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Résumé

Porteur redox intervenant dans nombre de processus métaboliques, le NAD (nicotinamide
adénine dinucléotide) est central pour les cellules vivantes. Outre son importance dans le
métabolisme oxydoréductif, des données récentes suggérent fortement d’autres roles
importants pour le NAD dans la signalisation cellulaire. Un systeme inductible
d’enrichissement en NAD en surproduisant la quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT)
d’Escherichia coli chez Arabidopsis thaliana a permis de mettre en évidence I'implication du
NAD dans les mécanismes spécifiques de défenses qui régissent les interactions plante-agent
pathogéne. Par ailleurs, une dérégulation de la synthese de NAD sur 'étape enzymatique
catalysée par la QPT endogene d’Arabidopsis thaliana souligne le role critique du NAD dans
la balance C/N des plantes, en particulier en bouleversant I'assimilation de I'azote en
conditions photorespiratoires. Ces travaux nous ouvrent a une nouvelle compréhension des
mécanismes de signalisation impliquant le NAD dans les grandes fonctions métaboliques des
plantes.

Mots clé : NAD, Arabidopsis thaliana, quinolinate phosphoribosyltransférase, signalisation,
métabolisme azoté, interactions plante-pathogéne

Summary

Plant development and functions are underpinned by redox reactions which depend on
cofactors such as pyridine nucleotides as nicotinamide adenine dinucleotide (NAD). Beside
its redox properties, NAD has recently been implicated in cellular signalling. An inducible
system based on Escherichia coli quinolinate phosphoribosyltransferase (QPT)
overproduction in transgenic Arabidopsis thaliana was set up as a convenient experimental
technique to raise NAD content. This build-up highlights the involvement of NAD in plant-
pathogen specific defense mechanisms. Furthermore, manipulating endogenous Arabidopsis
thaliana QPT levels was used to deregulate NAD production. Such an approach points out
the critical role of NAD in C/N interactions by shaking up nitrogen assimilation upon
photorespiratory conditions. These results pave the way for a new understanding of
signalling mechanisms involving NAD in plants major metabolic functions.

Key words : NAD, Arabidopsis thaliana, quinolinate phosphoribosyltransferase, signalling,
nitrogen metabolism, plant-pathogen interactions






* We are all in the gutter, but some of us are looking at the stars.”
“Nothing that is worth knowing can be taught.”

Oscar Wilde

* Il faut encore avoir du chaos en soi pour pouvoir enfanter une étoile qui danse.”

Friedrich Nietzsche, Ainsi patlait Zarathoustra

“ Dans I3 vie, tien n'est 3 craindre, tout est § comprendre.”
"On ne faft jamais attention 3 ce qur 3 été 13it; on ne voit que ce qul reste 3 fGire. "

Marie Curie
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Abréviations

Composés

2-0G 2-oxoglutarate

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

ADP Adénosine 5’-diphosphate

ADPR Adénosine diphosphate ribose

AMP Adénosine 5-monophosphate

ARN Acide ribonucléique

ATP Adénosine 5’-triphosphate

BET Bromure d’éthidium

BSA Albumine sérique bovine

Ca** lon calcium

cADPR Adénosine diphosphate ribose cyclique
DCPIP 2,6-dichlorophénol-indophénol

DHAP Dihydroxyacétone phosphate

DTT Dithiothréitol

EDTA Acide éthylene diamine tétra-acétique
ET Ethyléne

FAD Flavine adénine dinucléotide

Fd Ferrédoxine

G-SA Acide salicylique glycosylé

GSH Glutathion réduit

GSSG Glutathion oxydé

H,0, Péroxyde d’hydrogene

HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine
éthane sulfonique

HCI Acide chloridrique

IA Iminoaspartate

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
JA Acide jasmonique

MgCl, Chlorure de magnésium

MelA Méthyle jasmonate

MeSA Méthyle salicylate

MOPS Acide 4(N-morpholino) propane sulfonique
NA Nicotinate

NaAD Acide nicotinique adénine dinucléotide
NaCl Chlorure de sodium

NAD Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD" et
NADH)

NAD" NAD, forme oxydée

NADH NAD, forme réduite

NADP NAD phosphate (NADP* et NADPH)
NADP"* NAD phosphate, forme oxydée
NADPH NAD phosphate, forme réduite
NaMN Acide nicotinique mononucléotide
NAR Nicotinate riboside

NH," lon ammonium

NH,4CI Chlorure d’'ammonium

NAM Nicotinamide

NO Monoxyde d’azote

NO; lon nitrate

NMN Nicotinamide mononucléotide

OAA Oxaloacétate

P Phosphate

PPi Pyrophosphate inorganique

PMS Phénazyne méthosulfate

PMSF Phénylméthanesulfonide fluoride

PRPP 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphate

QA/Q Quinolinate

ROS Formes actives de I'oxygene (Radical oxygen
species)

RuBP Ribulose 1,5-bisphosphate

SA Acide salicylique

TFA Acide trifluoroacétique

TRIS Tris (hydroxyméthyl) aminométhane

Acides aminés

Les acides aminés protéiques sont désignés par
leur nomenclature a trois lettres.
a-ABA Acide a-aminobutyrique
g-ABA Acide y-aminobutyrique
y-EC y-glutamyl-cystéine

Cys-Gly Cystéine-glycine

hCys Homocystéine

hSer Homosérine

O-AcSer O-acétylsérine

Orn Ornitine

SAH S-adénosyl homocystéine
SAM S-adénosyl méthionine

Enzymes
AO Aspartate Oxydase

ARTs Adénosine diphosphate ribosyltransférase
AS Asparagine synthétase

CPS Carbamoylphosphate synthase

y-ECS y-glutamyl-cystéine synthétase

GAPDH Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase

GDC Glycine décarboxylase

GDH Glutamate déshydrogénase

GLIP1 lipase GLIP1

GOGAT Glutamate synthase

GR Glutathion réductase

GS Glutamine synthétase

GSH-S Glutathion synthétase

GST Glutathion S-transférase

HAD 3-Hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase
ICS1 Isochorismate synthase 1

IDO Indoléamine 2,3-dioxygénase

KFA Kynurénine formamidase

KMO Kynurénine 3-monooxygénase

KYN Kynuréninase

N(a)MNAT Nicotinamide (acide nicotinique)
mononucléotide adényltransférase

NADS NAD synthétase

NADK NAD kinase

NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransférase
NaPT Acide nicotinique phosphoribosyltransférase
NIC Nicotinamidase

NiR Nitrite réductase



NR Nitrate réductase

PAL Phénylalanine ammonia-lyase

PARPs Poly(ADP-ribose) polymérase
Rubisco Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase
oxygénase

QS Quinolinate synthase

QPT Quinolinate phosphoribosyltransférase
TDO Tryptophane 2,3-dioxygénase

TIM Triose phosphate isomérase

SIR/SRT Sirtuine

SHMT Sérine hydroxyméthyltransférase

Unité/Référence

A Assimilation nette du CO,
° C Degré Celsius

cfu Unité formant colonie
Ci Curie

m Meétre

M Molaire

L Litre

K Micro

n Nano

Da Dalton

DO Densité Optique

ENH Electrode normale & hydrogéne
g Unité de gravitation

g Gramme

h Heure

min Minute

V Volt

pb Paire de bases

P/V Poids/volume

s Seconde

U Unité

V/V Volume/volume

Constantes

AS Activité spécifique

K..: Constante catalytique

K; Constante d’inhibition

K., Constante de Michaélis-Menten
Vmax Vitesse maximale

Techniques
% N Pourcentage d’azote

& >N Composition isotopique de I'azote par
référence au N, atmosphérique

EA-IRMS Analyseur élémentaire couplé a la
spectrométrie de masse a ratio isotopique

GCMS Chromatographie en phase gazeuse couplée

a la spectrométrie de masse

HPLC Chromatographie liquide haute performance

LCMS Chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse

LB Luria Bertani

Milieu MS Milieu de Murashige & Skoog

PCR Polymerase Chain Reaction (Réaction de
Polymérisation en Chaine)

RT-qPCR PCR quantitative

TP Tampon

UV Ultra violet

Autres

AMT Transporteur d'ammonium
Avr Avirulent

f. sp. Forme spéciale

HR Réponse hypersensible

i.e. In extenso

LAR Résistance locale acquise

NiTR Transporteur de nitrites

NTR Transporteur de nitrates

PR Pathogen related

Pst Pseudomonas syringae pv. tomato
pv. Pathovar

SAR Résistance systémique acquise
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Découverte dans des
extraits de levures

du cozymase,

un composé de faible
masse moléculaire
indispensable a la
fermentation des sucres

1936

Le cozymase
participe au transfert
d’hydrogéne

Otto Warburg

1920 - 1935
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diphosphate
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OH  OH(PO)

NAD('LFV”)TY

Hans von Euler-Chelpin Arthur Kornberg

Figure 1. Lauréats du Prix Nobel ayant contribué a la découverte du NAD et de ses fonctions. Les
découvertes importantes figurent pour chaque scientifique a coté de leur photo respective. Au centre :
structure chimique du NAD(P). AMP : adénosine monophosphate ; NAD(P) : nicotinamide adénine
dinucléotide (phosphate) ; NMN : nicotinamide mononucléotide ; NMNAT : nicotinamide mononucléotide
adényltransférase. Les clichés photographiques ont été obtenus par Berger et al. (2004) auprés de la
Fondation Nobel.



Préambule

Depuis la découverte en 1904 par Sir Arthur Harden et William Young d'un coferment
accélérant la fermentation alcoolique chez les levures (Harden et Young, 1906), le
Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) ne cesse d’intriguer les scientifiques (Figure 1).
Les deux biochimistes britanniques baptisérent ce facteur fermentique cozymase. Apres de
fastidieuses étapes de purification, Hans von Euler-Chelpin proposa une ébauche de la
structure du cozymase avec deux nucléotides liés par un pont diphosphate (von Euler, 1930).
C'est au scientifique allemand Otto Warburg dans les années 1930 que l'on doit
I'identification de la fonction oxydoréductrice du NAD au niveau de son groupement
nicotinamide (Warburg et Christian, 1936). Dans de nombreux compartiments subcellulaires,
les formes oxydée ou réduite du NAD vont servir aux réactions de transhydrogénation
catalysées par une batterie d'oxydoréductases. En 1938, Conrad Elvehjem réalisa une
purification hépatique de la niacine (vitamine B3) qui contient du nicotinate et du
nicotinamide (Elvehjem et al., 1938). Ses travaux ultérieurs fournirent les premiéres preuves
d'une syntheése du NAD a partir de cette vitamine (Axelrod et al., 1939). Au début des années
1940, Arthur Kornberg contribua grandement a la compréhension du métabolisme du NAD
en découvrant la premiére enzyme de biosynthése (Kornberg, 1948). Un an plus tard, les
biochimistes américains Morris Friedkin et Albert L. Lehninger suggérérent un lien entre le
NADH et certaines voies métaboliques comme le cycle de Krebs qui génére du pouvoir
réducteur ensuite utilisé pour la production d'ATP par phosphorylation oxydative (Friedkin et
Lehninger, 1949). L'histoire du NAD se poursuivra a la fin des années 1950 avec Jack Preiss et
Philip Handler qui déterminérent deux intermédiaires métaboliques stables et trois enzymes
de synthése du NAD (Preiss et Handler, 1958a ; 1958b). En leur honneur, la voie de
biosynthese dite de novo sera communément appelée voie de Preiss-Handler.

Ce n'est que durant la derniére décennie que la connaissance des réles du NAD dans
la signalisation cellulaire s'est considérablement enrichie (Berger et al., 2004 ; Hunt et al.,
2004 ; Noctor et al., 2006). L'identification d'enzymes catabolisant le NAD (désacétylases,
ADP-ribose polymérases, etc.) implique dorénavant ce coenzyme comme régulateur
métabolique universel, en aval d'un floriléege de voies d'anabolisme et de catabolisme.

L'état des connaissances actuelles sur le métabolisme du NAD est loin d'étre
exhaustif. Un siecle aprés la découverte du cozymase, et quatre lauréats du Prix Nobel, cette

petite molécule nous livre quelques uns de ses secrets, a travers ce travail de these...
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Introduction bibliographique

. Le Nicotonamide Adénine Dinucléotide (NAD)

Du grec Bios "vie" et Logos "doctrine", la biologie désigne la science des étres vivants.
La vie est la capacité a maintenir et reproduire une structure complexe en dépit d'un
nombre certain de contraintes thermodynamiques (Schrédinger, 1986). C'est aussi la
capacité qu'ont les biomolécules et les atomes de s'organiser en structures
autoreproductibles. Le monde vivant est pensé comme une évolution sans fin vers plus de
complexité dans les dialogues moléculaires sous-jacents aux fonctions vitales. Malgré cette
course effrénée vers des réseaux d'interactions toujours plus denses, il n’en demeure pas
moins fascinant que certains grands principes ont prouvé une prodigieuse utilité, en
endurant les périodes d’évolution pour se retrouver aujourd’hui ubiquistes pour toutes les
especes. Ces principes incluent un ensemble de petites molécules cofacteurs qui
apparaissent comme une condition sine qua non au maintien de la vie, a travers le
fonctionnement des voies métaboliques et de leurs processus régulateurs. C'est notamment
le cas des acides aminés et de leurs dérivés comme les nucléotides a pyridine ou encore le

glutathion (y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine).

A. Structure de la molécule

Le NAD, encore appelé nicotinamide adénine dinucléotide, est un coenzyme
transducteur d'énergie présent dans toutes les cellules a des concentrations millimolaires
(Noctor et al., 2006). Ce nucléotide a pyridine comprend deux nucléotides. Le premier est un
AMP (5’ adénosine monophosphate) ou I'on reconnait 'adénine, le ribose et un premier
groupement phosphate. Ce phosphate est lié par une liaison anhydride d’acide a un
deuxiéme résidu phosphate. Vient ensuite par une liaison ester le B-D-ribose du deuxiéme
nucléotide qui est un nicotinamide (aussi appelé niacine, vitamine B3 ou PP). Celui-ci est lié

par une liaison N-osidique au noyau azoté de I'acide nicotinique (ou nicotinate). Enfin, la
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Figure 2. Réactions de transfert d’électrons du NAD(P). Le couple rédox NAD* /NADH est indispensable a
I'activité d’oxydoréductases impliquées dans divers processus métaboliques. Le NAD* peut étre phosphorylé
en NADP* par des NAD kinases (NADK) sur le groupement 2’-hydroxyle de I'adénosine ribose. Chez
Arabidopsis thaliana, il existe trois isoformes de NADK et NADK3 utilise préférentiellement le NADH comme

substrat.
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fonction acide du nicotinate est amidifiée par une molécule d’ammoniac (Figure 2).

L’'ensemble de cette structure représente une masse de 664 Daltons (Pollack et al., 2007).

Le NAD existe sous une forme phosphorylée appelée NAD phosphate (NADP), au
niveau du 2’ hydroxyle du ribose du nucléotide portant I’adénine (Figure 2). A I’égal du NAD,
le NADP peut étre oxydé (NADP®) ou réduit (NADPH) et posséde également des fonctions de
réduction-oxydation, communément appelées rédox (Belenky et al., 2007). NAD et NADP se
distingueraient surtout au niveau de leur utilisation dans la cellule. Le NADP, utilisé comme
agent de réduction, est plutét impliqué dans des processus de biosynthése. Par exemple,
lors de la photosynthése, au niveau du stroma du chloroplaste, le ratio NADP/NAD
augmente a la lumiére et le NADP" sert d’accepteur terminal d’électrons (Heber et Santarius,
1965). Notons également I'importance du NADP dans d’autres métabolismes tels que la
biosynthése des acides gras (Nicholls et Ferguson, 2002). En ce qui concerne le NAD, son

utilisation se situe souvent au niveau des voies de catabolisme ou il agit comme oxydant.

B. Propriétés physico-chimiques

La principale fonction de ce coenzyme est de transporter I'hydrogéne, produit de
nombreuses oxydoréductases. Le NAD peut ainsi accepter ou donner des électrons au cours
de réactions rédox. Ce transfert d’électron est réalisé au niveau de la partie nicotinamide du
NAD. Grace a un apport de deux électrons et d’'un hydrogéne sous la forme hydrure (2e
+H") au niveau du noyau C,; du nicotinamide, le NAD" est alors réduit en NADH (Figure 3)
(Metzler, 2001). Le NAD" oxydé et le NADH réduit constituent le couple d’oxydoréduction
NAD*/NADH et ce couple est généralement désigné par NAD sans différenciation entre
forme oxydée et réduite (Pollak et al., 2007). Le potentiel rédox standard de ce couple, noté
E°, mesuré en référence a une électrode normale a hydrogéne (ENH, pH 7), est de - 320 mV.
L’équilibre entre la forme oxydée et réduite est appelé rapport NAD*/NADH (ou NAD/NADH)
et constitue une composante importante de ce qui est communément nommé |'état rédox

de la cellule. Le terme état rédox décrit I'équilibre oxydoréducteur cellulaire des composés
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Figure 3. Réactions d’oxydoréduction du NAD. Le NAD* est réduit en NADH et de fagon réversible le NADH
est oxydé en NAD*. H* : apport d’un hydrogéne sous la forme hydrure (2e"+ H*) au niveau du noyau C, du

nicotinamide ; R : groupement adénine dinucléotide.
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thiolés (glutathion : GSH/GSSG, protéines avec groupements SH, etc.) ainsi que des
nucléotides & pyridine (NAD*/NADH et NADP*/NADPH). L’état rédox influence nombre de
processus métaboliques, y compris la signalisation cellulaire et la régulation de la
transcription des genes. En d’autres termes, la mesure de ce rapport reflete les activités
métaboliques et le bon état général cellulaires. Pour ce qui est du NAD, il est le plus souvent
trés oxydé dans les cellules vivant en aérobiose, avec un rapport NAD"/NADH variant de 8 3
10. Le potentiel réel d’oxydoréduction est alors plus élevé, soit E° entre - 250 et - 290 mV

(Schafer et Buettner, 2001).

C. Localisation subcellulaire et concentration physiologique

Malgré le peu de données disponibles dans la littérature concernant la localisation
fine du NAD au niveau cellulaire, il semblerait qu’il existe des réserves de ce dinucléotide au
sein de certains compartiments (Sauve, 2008). Notamment, la majorité du NAD se
retrouverait au niveau de la mitochondrie (0.6 mM dans le cytosol et 2 mM dans les
mitochondries de pois) (lgamberdiev et Gardestrom, 2003). Sa synthése est
vraisemblablement trés importante dans le noyau ou le NAD pourrait diffuser passivement a
travers les pores nucléaires pour ensuite étre redistribué dans le cytosol. De nombreuses
études récentes apportent plusieurs données sur les concentrations précises en NAD dans
les différents compartiments subcellulaires. Chez la levure (Saccharomyces cerevisiae), les
teneurs en NAD sont estimées entre 1 et 2 mM (Blinova et al., 2008) et a 0.3 mM dans des
érythrocytes (Yamada et al., 2006). |l est important de souligner qu’une grande partie du

pool de NAD serait liée aux protéines (Zhang et al., 2002 ; Kasimova et al., 2006) .

Chez les végétaux, les rapports NAD'/NADH et NADP'/NADPH différent
significativement entre cytosol et chloroplaste. Dans ce dernier, I'activité photosynthétique a
la lumiere conduit a une forte réduction des nucléotides a pyridine. En effet, chez I'épinard
et la betterave a sucre, 40 % du pool total de NADPH se retrouve au niveau du plaste et peut

méme atteindre 60 a 85 % a la lumiére, alors que virtuellement tout le NADP" cellulaire se
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situe dans le chloroplaste (Heber et Santarius, 1965). Des valeurs similaires pour le NADPH
ont été retrouvées dans des protoplastes foliaires d’orge, avec des teneurs a la lumiere
proches de 70 - 80 % dans le chloroplaste et de 20 - 30 % dans le cytosol. En termes de
concentration, ceci correspond a 0.8 mM et 0.35 mM respectivement (Wigge et al., 1993).
En outre, la plupart du pool de NAD apparait sous forme oxydée NAD" 3 la fois dans le plaste
et le cytosol, avec des niveaux en NADH de |'ordre de 8 % du pool total NAD(H) dans le
chloroplaste et 2 % dans le cytosol. Comme pour le NADP, la lumiéere induit une réduction du
NAD* en NADH dans le chloroplaste, alors que les niveaux cytosoliques ne varient pas au
cours de l'illumination (Heber et Santarius, 1965). Chez I'orge, la distribution entre les
différents compartiments cellulaires est sensiblement différente pour le NAD(H) (Wigge et
al., 1993). En effet, environ 30 - 40 % du NAD(H) est contenu dans le chloroplaste, 45 - 55 %
dans le cytosol et 10 - 15 % dans la mitochondrie. Les concentrations estimées sont
respectivement 0.4, 0.65 et 2.4 mM. Aussi, puisque la membrane chloroplastique reste non
perméable a une application externe de nucléotides a pyridine, un mélange direct des deux
pools est exclu (Hunt et al., 2004). De ce fait, les pools de nucléotides a pyridine dans chaque
organite semblent étre spécifiquement ajustés selon leurs fonctions intrinséques comme par
exemple la synthése de forme activées de |'oxygene, appelée ROS pour Reactive Oxygen
Species, au niveau de la membrane plasmique grace aux activités de NADPH oxydases
(décrites plus loin), mais également la séquestration de ROS dans la mitochondrie, ou encore
la synthése de phosphoglycérate lors de la photosynthése dans le chloroplaste. A la
différence des cellules animales, les mitochondries chez les plantes possederaient des
systémes réversibles d’assimilation du NAD" externe (Douce et Neuburger, 1989), ce qui
permettrait d’ajuster les rapports NAD'/NADH entre le noyau et le cytosol (Fjeld et al.,
2003). Ainsi, des histones désacétylases nucléaires comme SIR2 (silent information regulator
2) pourraient réguler I'expression de genes en réponse a des changements de |'état rédox du

cytosol.
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Figure 4. Vue globale simplifiée des voies de synthese et de recyclage intervenant dans le métabolisme du
NAD chez différents organismes. Chez les bactéries et les plantes, la biosynthése du NAD nécessite du L-
Aspartate alors que chez les Animaux, celle-ci utilise le L-Tryptophane comme précurseur. Chez les
champignons, les deux voies peuvent coexister. Les voies de biosynthese aboutissent a un produit commun,
le quinolinate, ensuite métabolisé en trois étapes enzymatiques pour produire du NAD. QPT : quinolinate
phosphoribosyltransférase.
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I1. Biosynthése du NAD

Pendant longtemps, la communauté scientifique ne s'est préoccupée que du seul
aspect rédox des nucléotides a pyridine. L'intérét d’investiguer leur métabolisme n’est
apparu que récemment avec un nombre grandissant de données indiquant un réle majeur
dans la signalisation cellulaire (Berger et al., 2004 ; Hunt et al., 2004). Chez les Animaux et la
levure, la plupart des voies de synthese et catabolisme du NAD sont bien caractérisées, avec
un effort considérable porté a la connaissance des enzymes, de leur structure primaire et de
leur régulation (Emanuelli et al., 1999 ; 2001 ; Fukuoka et Shibata, 1999 ; Kawai et al., 2001;
Lerner et al., 2001; Ghislain et al., 2002 ; Raffaelli et al., 2002 ; Rongvaux et al., 2002 ;
Schweiger et al., 2001 ; Zhang et al., 2003 ; Zhang, 2003). Malgré un manque important dans
la connaissance de ces mémes enzymes chez les plantes, I'acces au génome de l'espece
modele Arabidopsis thaliana a permis d’identifier des genes potentiellement impliqués dans

la biosynthese et la dégradation de la molécule de NAD.

Le NAD peut étre synthétisé selon deux voies métaboliques (Figure 4) : (i) une voie
dite de novo, a partir de différents acides aminés selon I'organisme considéré ; (ii) une voie
de recyclage, encore appelée voie de secours, qui "recycle" des molécules issues du NAD

comme le nicotinamide (NAM) ou I’acide nicotinique (nicotinate, NA).

A la différence des génes codant les enzymes de catabolisme du NAD (pour lesquels il
existe souvent plusieurs copies), les genes responsables de la biosynthése de novo des
nucléotides a pyridine sont présents en une seule voire un nombre faible de copies (Hunt et
al., 2004 ; Noctor et al., 2006). La disponibilité du génome d’Arabidopsis thaliana a permis
récemment de comparer les séquences déja disponibles pour d’autres génomes Animaux ou
bactériens et ainsi de déduire les voies métaboliques potentiellement impliquées dans la

synthese et le catabolisme du NAD chez les végétaux supérieurs.
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Figure 5. Les voies de synthése menant au quinolinate. Fond beige : synthése du quinolinate a partir du
tryptophane (Trp) chez les Animaux. Cette biosynthese débute par une conversion du Trp en N-
formylkynurénine par I'indoléamine 2,3-dioxygénasea (IDO) ou la tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO). Quatre
étapes réactionnelles permettent la transformation de la N-formylkynurénine en acide 2-amino-3-
carboxymuconique-6-semialdéhyde (ACMS), chimiquement instable, qui subit une cyclisation spontanée pour
donner du quinolinate (KFA : kynurénine formamidase ; KMO : 3-monooxygénase ; KYN : kynuréninase ; HAD :
3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase). Fond vert : synthése de quinolinate a partir de I'aspartate (Asp) chez
les plantes et les bactéries. L’Asp est métabolisé en iminoaspartate (IA) via I'aspartate oxydase (AO). Le
quinolinate est ensuite produit par la quinolinate synthase (QS) a partir de I'lA. Les étapes de biosynthése
suivantes sont communes entre les Animaux et les plantes (fond bleu). La quinolinate
phosphoribosyltransférase (QPT) synthétise I'acide nicotinique mononucléotide (NaMN) qui sera ensuite
métabolisé en acide nicotinique adénine dinucléotide (NaAD) par la nicotinamide mononucléotide/NaMN
adényltransférase (NMNAT). La derniere étape est une amidation du NaAD en NAD* par la NAD synthétase
(NADS). D’apres Kurnasov et al. (2003a).
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A. Synthése dite de novo

La voie principale de synthese du NAD utilise comme précurseur I'acide quinolinique
encore appelé acide pyridine-2’3-dicarboxylique ou quinolinate (QA). Selon I'organisme,
cette molécule est synthétisée a partir de deux acides aminés différents. Chez la plupart des
Eucaryotes, a I'exception des plantes, le QA est produit a partir du L-Tryptophane (Trp), alors
que chez les végétaux supérieurs et de nombreux procaryotes, sa synthése nécessite le L-

Aspartate (Asp) (Figure 5).

1. Synthése du quinolinate a partir du tryptophane

Chez les Eucaryotes et chez certaines bactéries (Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia fungorum, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Thermobifida fusca, Ralstonia
metallidurans, etc.) (Kurnasov et al., 2003a ; 2003b), le QA est formé a partir du Trp via une
voie aérobie appelée voie des kynurénines (Figure 5). Une séquence réactionnelle en cing
étapes enzymatiques est nécessaire, suivie d’une cyclisation spontanée permettant la

production de I'acide quinolinique (Kurnasov et al., 2003a ; 2003b).

La voie des kynurénines débute par une oxydation du Trp en N-formylkynurénine,
catalysée par deux enzymes : la tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO) ou l'indoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO) (Higuchi et Hayaishi, 1967). Ces deux dioxygénases different par leur
spécificité de substrats. La TDO utilise spécifiquement le L-Trp, alors que I'IDO est capable
d’oxyder des analogues du Trp (D-Trp, tryptamine, sérotonine, etc.). La découverte de la
structure tridimensionnelle de ces deux enzymes a permis de mieux cerner les mécanismes
réactionnels sous-jacents (Forouhar et al., 2007). La N-formylkynurénine peut ensuite soit
s’hydrolyser spontanément en L-kynurénine, soit étre déformylée par la kynurénine
formamidase (KFA), enzyme trés peu connue jusqu’alors, et qui a fait I'objet d’'une étude
biochimique récente indiquant des homologies de séquence avec des estérases et lipases

(Wogulis et al., 2008). La troisieme étape enzymatique de la voie des kynurénines est une
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Figure 6. La synthése de quinolinate a partir de I’aspartate. Chez les plantes et les bactéries, la synthése de
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de dihydroxyacétone phosphate (DHAP) avec libération de pyrophosphate (PPi). Le DHAP peut provenir de la

glycolyse.
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oxydation de la L-kynurénine en 3-hydroxykynurénine par la kynurénine 3-monooxygénase
(KMOQ). Cette monooxygénase possede un cofacteur flavine adénine dinucléotide (FAD) lié
de facon non covalente et régénéré en utilisant le NADPH. En libérant de la L-alanine, une
kynuréninase (KYN) va hydrolyser la 3-hydroxykynurénine en acide 3-hydroxyanthranilique.
Cet intermédiaire sera enfin oxydé en acide 2-amino-3-carboxymuconique-6-semialdéhyde
(ACMS) par la 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase (HAD), une extradiol-dioxygénase a
atome de fer. Pour finir, une cyclisation spontanée de 'ACMS permet de synthétiser le

quinolinate (Figure 5) (Colabroy et Begley, 2005).

La voie des kynurénines n’intervient pas seulement dans la synthése de quinolinate. Il
semblerait que cette voie métabolique soit également impliquée dans divers processus
biologiques. A titre d’exemple, des altérations des niveaux cérébraux de sérotonine
entrainent chez I’'Homme des troubles du comportement et la disponibilité en Trp pour la
synthése de sérotonine apparait comme dépendante du niveau de la TDO hépatique
(Comings et al., 1995). En outre, des teneurs anormalement élevées en 3-hydroxykinurénine
et en quinolinate ont été mesurées chez des patients atteints du SIDA ou de la maladie de
Huntington (Guidetti et al., 2004 ; Houtkooper et al., 2009). Pour mémoire, le quinolinate est

aussi impliqué dans d’autres pathologies lourdes comme la rage (Cuevas et al., 2010).

2. Synthese du quinolinate a partir de I'aspartate

Chez les plantes et la plupart des bactéries, la synthése de QA se fait en deux étapes
enzymatiques a partir du L-Asp. Cet acide aminé est d’abord oxydé par I'aspartate oxydase
(AO) en iminoaspartate (lA), un intermédiaire chimiguement tres instable. La quinolinate
synthase (QS) permet ensuite la condensation de I'lA avec un intermédiaire de la glycolyse,
le dihydroxyacétone phosphate (DHAP), pour former du quinolinate (Figure 6). L’acide
quinolinique est alors métabolisé en acide nicotinique mononucléotide (NaMN) par la
quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT). Des études cytologiques utilisant une fusion

géne d’intérét-GFP (green fluorescent protein) ont montré que les trois premiéres enzymes
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Figure 7. Localisation chloroplastique des trois premiéres enzymes de la voie de biosynthése du NAD chez
Arabidopsis thaliana. En rouge est représentée |'autofluorescence de la chlorophylle et en vert celle de la
GFP (green fluorescent protein). Les protéines chimériques de fusion GFP avec I'AQ, la QS et la QPT, ainsi
gu’une protéine de contrble d’adressage au plaste (TP-GFP) sont localisées dans le chloroplaste des cellules
de gardes d’Arabidopsis thaliana. D’apres Katoh et al. (2006).



Introduction bibliographique

de la voie de novo sont chloroplastiques (Katoh et al., 2006) (Figure 7). Cette méme étude
suggere que les mutants knock-out d’Arabidopsis thaliana affectés au niveau de I’'AQ, de la

QS ou de la QPT sont létaux a I’état embryonnaire.

a) L’aspartate oxydase (AO)

Comme les trois premiéres enzymes de la voie de novo, I’AO (EC 1.4.3.16) est codée
chez Arabidopsis thaliana par un seul gene (At5g14760) (Katoh et al., 2006) et par le géne
nadB chez Escherichia coli. Chez les bactéries, cette étape enzymatique est sujéte a un
rétrocontréle négatif enzymatique par le NAD (Nasu et al., 1982). L’AO est une flavoprotéine
bien caractérisée pour les systemes procaryotes et qui lie de facon non covalente le FAD
(Figure 6). A la différence d’autres aminooxydases, I’AO ne métabolise que le L-Aspartate
(Asp) (Nasu et al., 1982). Par ailleurs, selon les conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose dans
lesquelles se trouvent les bactéries, I'oxydation de I'Asp en IA nécessite de I'oxygéne ou du
fumarate comme accepteurs d’électrons (Nasu et al., 1982). Chez les plantes, cette enzyme
est trés peu étudiée et peu de données sont disponibles. Toutefois, le site Genevestigator
met a disposition des profils d’expression de genes indiquant que I’AO est fortement induite

par les stress biotiques et abiotiques (https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp ;

Zimmermann et al., 2004). Enfin, chez certaines bactéries ou le géne nadB est absent,
I'oxydation de |'Asp est catalysée par |'aspartate déshydrogénase qui utilise comme

cofacteur le NAD ou le NADP (Sakuraba et al., 2005).

b) La quinolinate synthase (QS)

La quinolinate synthase (QS, EC 2.5.1.72) est une métalloprotéine a centre fer-soufre
(Fe-S) (Ollagnier-de Choudens et al., 2005 ; Cicchillo et al., 2005 ; Rousset et al., 2008), codée
par le gene At5950210 chez Arabidopsis thaliana (Katoh et al., 2006) et par nadA chez
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Escherichia coli. La QS métabolise I'lA en présence du dihydroxyacétone phosphate (DHAP)
pour générer du quinolinate (Figure 6). Cette enzyme, qui a fait I'objet de la thése de Carine
Rousset (Rousset, 2009), possede un domaine Cystéine (Cys) désulfurase qui stimule la
reconstruction du centre Fe-S nécessaire a I'activité de la QS (Rousset et al., 2008). Chez
Arabidopsis thaliana, la caractérisation du mutant old5 (onset of leaf death 5) affecté au
niveau de ce domaine Cys désulfurase n'indique pas d'activité QS diminuée, mais montre
une chute de l'activité Cys désulfurase qui pourrait perturber la compétence catalytique de
I’enzyme (Schippers et al., 2008). Malgré cette |ésion dans la voie de novo, les auteurs ont
montré chez old5 une augmentation des teneurs en nucléotides a pyridine, en corrélation
avec une augmentation des activités des enzymes intervenant dans la voie de recyclage du

NAD.

3. La quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT)

a) Réaction catalysée par la QPT

La quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT, EC 2.4.2.19) est commune aux voies
de biosynthése de novo a partir du Trp (Foster et al., 1985) et de I’Asp (Bhatia et Calvo, 1996)
(Figure 4). Le géne codant la QPT a été identifié chez un certain nombre de microorganismes
comme Escherichia coli (Bhatia et Calvo, 1996), Salmonella typhimurium (Hughes et al.,
1993), la levure (Eads et al., 1997) et également chez 'Homme (Fukuoka et al., 1998). Le
géne unique At2g01350 d’Arabidopsis thaliana est ’homologue du géne bactérien nadC
(Griffith et al., 1975). La QPT appartient au groupe des phosphoribosyltransférases de type Il
qui catalysent la formation de liaisons N-nucléosides nécessaires a la production des
nucléotides a purine, a pyrimidine et a pyridine. La synthese de ces nucléotides nécessite
une inversion stéréochimique au niveau du ribose anomérique C;. Ce processus fait
intervenir un état transitoire avec production d’'un intermédiaire réactionnel de type

oxocarbénium au niveau C;-O4 du ribose (Tao et al., 1996 ; Rozenberg et Lee, 2008).
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Figure 8. La formation de I’acide nicotinique mononucléotide (NaMN) a partir du quinolinate par la
quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT). Cette catalyse nécessite la présence d’ions Mg?* et de 5-
phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP), avec libération de pyrophosphate (PPi) et de dioxyde de carbone

(CO,). Au cours de la réaction, un intermédiaire oxocarbénium est formé et va réagir avec le quinolinate

pour

former un intermédiaire quinolinate mononucléotide instable. Une rapide décarboxylation produira ensuite
I’acide nicotinique mononucléotide (NaMN). Le PRPP est synthétisé par la PRPP synthétase a partir de ribose-
5-phosphate provenant de la voie des pentoses phosphates. ADP : adénine diphosphate ; ATP : adénine

triphosphate. D’apres Liu et al. (2007).
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La QPT catalyse la conversion du quinolinate en NaMN par transfert irréversible du
groupement phosphoribosyle du 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) (Figure 8). Le
PRPP est produit a partir du ribulose-5-phosphate issu de la voie des pentoses phosphates.
Cette voie métabolique partage comme substrat avec la glycolyse le glucose-6-phosphate et
génere, outre du ribulose-5-phosphate, du NADPH (Figure 8). La réaction catalysée par la
QPT nécessite la présence d’ions bivalents Mg?* et libére du pyrophosphate inorganique
(PPi) et du dioxyde de carbone (CO,). La purification et la caractérisation biochimique de la
QPT humaine ont mis en évidence un mécanisme séquentiel ordonné en deux temps:
d’abord un transfert du groupement phosphoribosyle suivi d’'une décarboxylation (Liu et al.,
2007). Le départ du groupement PPi du PRPP est activé par la coordination de Mg”'
conduisant a la formation d’un intermédiaire oxocarbénium. Cet intermédiaire réactionnel
va réagir avec le quinolinate menant a la formation d’un composé instable, le quinolinate
mononucléotide, qui va subir une décarboxylation rapide pour enfin donner du NaMN (Liu et
al., 2007). Chez 'Homme, la résolution de la structure 3D de la protéine a permis de mettre
en évidence une structure de type tunnel a/B proche de la structure rencontrée chez
I’enzyme bactérienne. Le site actif de la QPT humaine est localisé dans une structure de type
"sandwich ouvert" a/B, servant de réceptacle au tunnel a/B de la sous-unité adjacente avec
un site de liaison au QA de trois résidus arginine (R102, R138 et R161) et deux résidus lysine
(K139 et K171). Une mutation au niveau de ces résidus affecte la liaison au substrat ou
diminue I'activité de I'enzyme. Contrairement aux données obtenues chez les bactéries, le
PRPP apparait comme inhibiteur compétitif et non compétitif de la QPT humaine qui adopte
également une structure héxamérique, plagant ainsi les sites actifs a proximité les uns des
autres (Liu et al., 2007). D’autres données enzymologiques indiquent que la QPT chez
I'Homme ne peut utiliser le nicotinate pour la synthése de NaMN, réaction catalysée par la
nicotinate phosphosphoribosyltransférase (NaPT, EC 2.4.2.11). Egalement, des souches
bactériennes mutées au niveau de la QPT (NadC) ou de la NaPT (PncB), présentent une
auxotrophie qui n’est pas rétablie par le NA ou le QA, respectivement (Foster et Moat, 1978 ;
1980). Néanmoins, cette spécificité de substrat pour ces deux phosphoribosyltransférases
n’a jamais été vérifiée chez les plantes. La production et la caractérisation de ces enzymes

chez Arabidopsis thaliana permettraient de lever le doute sur cette interrogation.
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Il est important d’ajouter que sous certaines conditions supraphysiologiques (pH
faible et haute température) et sans catalyse enzymatique, le quinolinate peut étre
décarboxylé en nicotinate (NA), proche structuralement du QA (Dunn et al., 1972) . On
pense notamment que cette décarboxylation se produit chez les Mammiféeres lors de la
dégradation des pyrimidines, molécules proches des pyridines (Moudgil et Sadasivudu,
2004). La QPT elle-méme pourrait décarboxyler le QA avant transfert du phosphoribosyle
(Rozenberg et Lee, 2008).

b) Distribution tissulaire de 'enzyme, et constantes cinétiques

Chez 'Homme et le rat, la distribution de I’activité QPT se limite a certains tissus (foie
et rein) alors que les transcrits spécifiques a cette enzyme se retrouvent de facon ubiquiste
(Shibata et al. 1986 ; 1991 ; Fukuoka et al. 1998 ; Ishidoh et al. 2010 ; profils d’expression
UniGene Hs. 513484). Chez Nicotiana rustica et Nicotiana tabacum, une analyse des ADNc
(acides désoxyribonucléiques complémentaires) de la QPT suggere la présence d’une
séquence d’adressage a la mitochondrie (Sinclair et al., 2000). En revanche, des études
cytologiques ont montré chez Arabidopsis thaliana une localisation chloroplastique de
I'enzyme (Katoh et al., 2006). De méme, la recherche de séquence d'adressage confirme la
présence d'un peptide de transit et une analyse d’homologie de séquence indique des
domaines hautement conservés chez les différents organismes (Noctor et al.,, 2006). La
structure tridimentionnelle de la QPT a été élucidée chez de nombreux organismes tels que
Salmonella (Eads et al., 1997), M. tuberculosis (Sharma et al., 1998) et récemment chez
I'Homme (Liu et al., 2007 ; Kang et al., 2011). Enfin, des analyses approfondies du réle des
résidus cationiques dans le site de liaison au QA révelent I'importance d’autres résidus
spécifiques chez 'Homme et Salmonella typhimurium (Liu et al., 2007 ; Bello et Grubmeyer,

2010).

La QPT extraite de plantules étiolées de ricin (Ricinus communis) se présente sous
forme d’un dimére de 70 kDa chacun et son activité est Iégérement inhibée par le NAD (19 %

a 1 mM) mais pas par d’autres nucléotides a pyridine (Mann et Byerrum, 1974). L’effet de
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différents analogues du quinolinate a également été investigué. Aucune inhibition de
I'activité QPT n’a été observée en présence d’analogues du QA dépourvus de carboxyle en C,
et avec un carboxyle, un carboxylamide ou un groupement cyanure en position 3 (Figure 9).
Ces observations indiquent que le nicotinate, le nicotinamide et le nicotinonitrile ne
répriment pas I'activité QPT (Mann et Byerrum, 1974). Par contre, en ajoutant un carboxyle
en position 2 aux composés cités ci-dessus, les molécules résultantes provoquent une
inhibition de la réaction et I'acide picolinique (2-carboxypyridine) semble étre un puissant
inhibiteur (Mann et Byerrum, 1974). Cette inhibition par les composés 2-carboxylés pourrait
étre levée par génération de dérivés 2-méthylester. De ce fait, le groupement carboxyle en
position 2 serait également important pour la liaison du substrat au site actif de I'’enzyme. En
outre, le 2-hydroxynicotinate inhibe la QPT dans une certaine mesure (50 % d’inhibition a
10 mM) mais de fagon moins efficace que les composés 2-carboxylés. Le 2-méthylester
quinolinate inhibe plus efficacement I'enzyme que le méthyl-3-cyanopyridine-2-carboxylate
ou le méthyl-3-amidopyridine-2-carboxylate, témoignant également d’une spécificité pour le
groupement en position 3 (Mann et Byerrum, 1974). En d’autres termes, les groupements
en position 2 et 3 sont nécessaires a la liaison du quinolinate a la QPT. D’autres données
biochimiques chez le tabac indiquent un K., de I'enzyme pour le QA de I'ordre de 5.1 uM et
21 uM pour le PRPP (Wagner et Wagner, 1984). Chez le ricin, les K, sont de 12 uM pour le
QA et 45 uM pour le PRPP (Mann et Byerrum, 1974).

c) Une enzyme clé dans la voie métabolique du NAD

Bien que les mécanismes régulateurs de la synthése du NAD restent méconnus chez
les plantes, plusieurs données suggérent que la QPT exerce un contréle majeur dans la
production du NAD et de ses dérivés chez les végétaux. Chez le tabac, des données
moléculaires et biochimiques indiquent que la QPT permettrait de maintenir la fourniture en
acide nicotinique nécessaire a la synthese des dérivés a cycle pyridine comme les alcaloides
de défense a pyridine (putrescine, anabasine, nicotine) (Mann et Byerrum, 1974 ; Feth et al.,
1986 ; Wagner et al. 1986a ; Sinclair et al., 2000). Les autres enzymes intervenant dans ce

métabolisme présentent des coefficients régulateurs moindres (Wagner et Wagner, 1985 ;
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Wagner et al., 1986a ; 1986b). Chez Nicotiana tabacum, entre 24 a 48 h aprés blessures
foliaires, I’activité QPT augmente drastiquement dans les racines (Saunders et Bush, 1979) et
s'accompagne d'une production de nicotine in planta mais également in vitro dans des
cultures tissulaires de cals (Wagner et al., 1986a ; Feth et al., 1986). Ainsi, non seulement la
QPT est une enzyme clé pour le métabolisme primaire, en catalysant le point d’entrée du
cycle des nucléotides a pyridine avec le nicotinate comme intermédiaire (Figure 4), mais
également pour le métabolisme dit secondaire avec le nicotinate comme précurseur de la

synthese d’alcaloides.

Tres récemment, la QPT a été identifiée comme protéine de liaison a la caspase-3,
sans étre le substrat de celle-ci (Ishidoh et al.,, 2010). Les caspases sont des protéines
intervenant dans les phénomeénes d’apoptose (ou mort cellulaire programmée) (Boatright et
Salvesen, 2003). La caspase-3 est particulierement importante dans le contexte de mort
cellulaire ou elle apparait comme essentielle pour la fragmentation de I’ADN et pour les
changements morphologiques du noyau, alors que son activation est cytosolique (Woo et
al., 1998). La caspase-3 n’induit pas seulement I'apoptose, elle limite aussi le processus de
nécrose. En effet, en clivant la poly-ADPribose polymérase (PARP) PARP-1 (enzyme qui utilise
le NADY), la caspase-3 active limite la déplétion de I'ATP dans le noyau, phénoméne
conduisant a une nécrose (Berger et al., 2004 ; Nicotera et Melino, 2004). Une diminution
des niveaux cellulaires de QPT augmente l'activité caspase-3, entrainant une sensibilité
exacerbée a la mort cellulaire spontanée. Ces données suggerent in fine que la QPT limiterait

la mort cellulaire spontanée en inhibant la surproduction de caspase-3 (Ishidoh et al., 2010).

4, Synthése du NAD a partir du NaMN

Les étapes enzymatiques suivantes sont cytosoliques et communes aux voies de
biosynthése et de recyclage de molécules dérivées du NAD. Le NaMN est subséquemment

adénylylé en acide nicotinique adénine dinucléotide (NaAD) par la nicotinate
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Figure 10. L’adénylylation de I’acide nicotinique mononucléotide (NaMN) en acide nicotinique adénine
dinucléotide (NaAD) par I’acide nicotinique mononucléotide adényltransférase (NaMNAT). Cette réaction
nécessite de I'adénosine triphosphate (ATP).
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mononucléotide adényl(yl)transférase (NaMNAT). La NAD synthétase (NADS) réalise |'étape
finale d'amidation du NaAD en NAD (Ashihara et al., 2005).

a) L’acide nicotinique adényltransférase (NaMNAT)

Le NaMN synthétisé par la QPT sert de substrat a I'acide nicotinique
adényltransférase (NaMNAT, EC 2.7.7.18) qui permet I'adénylylation de ce composé en acide
nicotinique adénine dinucléotide (NaAD, ou déamido-NAD), avec hydrolyse de I'ATP
(Figure 10). Au cours de cette réaction facilitée par la liaison de cations Mg, le groupement
5" du NaMN subit une attaque nucléophile. Des études biochimiques menées chez
Escherichia coli (Magni et al., 1999) et chez 'Homme (Lau et al.,, 2010) indiquent que la
NaMNAT peut utiliser le NaMN et le nicotinamide mononucléotide (NMN) comme substrat.
Elle porte alors le nom de NMNAT pour NMN (ou NaMN) adényltransférase. Toutefois,
I'enzyme utilise préférentiellement le NaMN (préférence supérieure a 1000 fois, en
comparant les valeurs de K.t/Km pour chacun des substrats) (Magni et al., 2004). Dans les
racines de tabac, I'adényltransférase présente également une activité spécifique pour le
NaMN supérieure a celle pour le NMN (3.58 nmol.min".mg™ pour le NaMN contre 0.67
nmol.min.mg™? pour le NMN) (Wagner et Wagner, 1985), corroborant alors des travaux
menés chez Escherichia coli et la levure (Dahmen et al., 1967). Chez Arabidopsis thaliana, un
géne unique (At5g55810) code la NaMNAT et le mutant homozygote atnmnat
correspondant ne peut étre isolé (Hashida et al., 2007). Ces observations suggérent
fortement que la NaMNAT, a l'instar de la QPT (Katoh et al., 2006), est indispensable a la
biosynthése du NAD. Par conséquent, si la voie métabolique du "NAM vers NAD" existe chez
les plantes, I'étape enzymatique catalysée par la NaMNAT serait limitante, et cette enzyme
serait a la fois impliquée dans la synthese de novo et dans le recyclage du NAD a travers le
métabolisme du NAM. Trés récemment, une activité N(a)MNAT a été détectée dans des
mitochondries de tubercules d’Helianthus tuberosus (Di Martino et Pallotta, 2011). Cette
localisation nouvelle attribuée a 'enzyme N(a)MNAT joue certainement un role important

dans le métabolisme du NAD mitochondrial. Toutefois, chez Arabidopsis thaliana, la
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séquence protéique de I'enzyme codée par le géne At5g55810 ne présente pas de peptide
d’adressage mitochondrial présumé. Une localisation subcellulaire de I’'enzyme d’Arabidospis

thaliana permettrait de clarifier cette incertitude.

b) La NAD synthétase (NADS)

L’étape ultime de synthése du NAD est une amidation du NaAD en NAD, réaction
catalysée par la NAD synthétase (NADS, EC 6.3.5.1), codée par le géne nadE chez les
bactéries et le géne At1g55090 chez Arabidopsis thaliana (Figure 11). La fonction acide du
NaAD est transformée en fonction amide, en présence d’ions Mg2+ qui permettent d’activer
le groupement phosphate de I'ATP, de stabiliser le groupement partant PPi et de faciliter
I'attaque de I'ammoniac (NHs3) (Ozment et al., 1999). Cette réaction nécessite donc un
donneur de NH,. La NADS d’Escherichia coli accepte uniquement le NH; comme donneur (K,
pour le NH4Cl de 65 uM) (Spencer et Preiss, 1967), alors que chez la levure et le rat I'enzyme
accepte le NH4Cl (K, = 140 mM) et la glutamine (K, = 35 mM), méme si la glutamine (GlIn)
serait le substrat physiologique (Preiss et Handler, 1958b). Chez le tabac, aucune synthése
de NAD n’est détectée lorsque la réaction est réalisée en présence de NH," (Wagner et
Wagner, 1985). L'enzyme de plante accepte préférentiellement la GIn et un autre acide
aminé : I'asparagine (Asn). De ce fait, selon les concentrations cellulaires en acides aminés, la
GlIn ou I'Asn sont des substrats potentiels a concentrations physiologiques (3 mM) (Wagner

et Wagner, 1985).

B. Formation du NADP : les NAD kinases

Le NAD peut étre phosphorylé par les NAD kinases (NADK, EC 2.7.1.23) en NADP
(Hunt et al., 2004) (Figure 2). Les genes codant ces enzymes ont été clonés pour de

nombreux organismes (Pollak et al., 2007). Chez 'Homme et plusieurs bactéries, un seul
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Figure 12. La compartimentation cellulaire des NAD kinases (NADK) chez les plantes. L'isoforme NADK1 est
cytosolique et NADK3 est vraisemblablement péroxysomale (Waller et al., 2010), alors que NADK2 est
retrouvée dans les chloroplastes. Les pointillés indiquent des processus non confirmés expérimentalement.
D’apres Hashida et al. (2009).
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gene est retrouvé (Kawai et Murata, 2008) et des activités NADK ont été détectées dans le
cytosol et d’autres compartiments subcellulaires de la levure et des plantes (Jarrett et al.,
1982 ; Simon et al., 1982 ; 1984 ; Dieter et Marmé, 1984 ; Ilwahashi et Nakamura, 1989 ;
Iwahashi et al., 1989). Trois génes différents ont été clonés chez Arabidopsis thaliana (Turner
et al.,, 2004 ; 2005). NADK2 (codée par Atlg21640) est localisée dans le stroma du
chloroplaste et I'isoforme NADK1 (At3g21070) est retrouvée dans le cytosol (Chai et al., 2005
; Waller et al., 2010). Une récente étude montre que NADK3 (At1g78590) se situe dans la
matrice du péroxysome (Waller et al., 2010), alors que des travaux antérieurs indiquaient
une localisation cytosolique pour cette enzyme (Chai et al., 2006) (Figure 12). Chez la levure
il existe trois isoformes des NADKs, I'une localisée dans la mitochondrie (Outten et Culotta,
2003), les deux autres étant cytosoliques (Kawai et al., 2001). Chez Arabidopsis thaliana,
NADK1 et NADK2 sont NAD" spécifiques (Turner et al., 2004 ; 2005) et NADK3 montre une
trés nette préférence pour le NADH (K, pour le NADH 60 fois plus bas que celui pour le NAD*
(Turner et al., 2005). Chez les plantes, le NADP mitochondrial pourrait étre en partie importé
depuis le pool cytosolique (Bykova et Mgller, 2001). Ainsi, si NADK3 est une isoforme
cytosolique, son activité in planta avec le NAD" ne peut étre totalement rejetée au regard du
ratio NAD"/NADH trés élevé dans le cytosol (entre 10 et 30, Igamberdiev et Gardestrom,
2003).

Historiguement, les NADKs ont été étudiées comme outil pour investiguer les
calmodulines (CaM) qui sont des protéines ubiquitaires capables de s’associer aux ions
calcium (Ca®) du milieu intracellulaire et activées par les NADKs (Roberts et Harmon, 1992).
Chez de nombreuses especes, les NADKs différent suivant leur dépendance aux CaM (Allan
et Trewavas, 1985 ; Gallais et al., 2000). Une situation similaire est rencontrée chez les
végétaux, avec des isoformes dépendantes ou indépendantes des CaM. Par exemple,
I'épinard présente une isoforme cytosolique dépendante aux Ca’’/CaM alors qu’une
isoforme chloroplastique est indépendante. Chez I'avoine, deux NADKs CaM-dépendantes
ont été décrites, 'une mitochondriale et l'autre cytosolique. Une troisieme isoforme
possede une activité non liée aux CaM (Gallais et al., 2000). Chez le microorganisme Euglena
gracilis, deux isoformes solubles sont a la fois dépendantes et indépendantes des CaM

(Stephan et al., 2000). Enfin, chez le mais, une NAD kinase activée par CaM est localisée au
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niveau de la membrane externe de la mitochondrie et permettrait une réponse aux

changements cytosoliques des niveaux calciques (Dieter et Marmé, 1984).

Outre le transfert d’'un phosphate de I’ATP vers le NAD pour former du NADP, les
NADKs peuvent aussi utiliser le NaAD comme substrat et alors synthétiser du NaADP (Aarhus
et al.,, 1995 ; Lerner et al., 2001 ; Chini et al., 2002). L’accés récent a la structure de la NAD
kinase humaine montre que cette enzyme est incapable de phosphoryler le NaAD chez
'Homme (Lerner et al., 2001). Chez Arabidopsis thaliana, il semblerait également que la
majorité du NADP(H) synthétisé dans les organes photosynthétiques provienne de la NADK2,
en regard de I'activité NADK et du NADP(H) qui diminuent fortement dans les feuilles du
mutant knock-out nadk2 (Chai et al., 2005 ; Takahashi et al., 2009). Notons que le NADPH
peut étre aussi généré 3§ partir du NADP® par la chaine photosynthétique de transfert
d’électrons et dans les tissus non-photosynthétiques a partir du NADP" par la glucose-6-
phosphate déshydrogénase et la 6-phosphogluconate déshydrogénase via la voie des

pentoses phosphates (Corpas et al., 1998).

M. Recyclage du NAD et de ses dérivés

Il existe une grande diversité de voies de recyclage des nucléotides a pyridine selon
les organismes et pour tout systeme biologique considéré, ces voies permettent de
régénérer le pool de NAD, notamment lorsque la voie de biosynthése de novo est non
fonctionnelle. Ce recyclage est lié au métabolisme du nicotinamide et fait intervenir chez les
plantes deux étapes enzymatiques catalysées par les nicotinamidases puis les nicotinate
phosphoribosyltransférases (NaPT) (Katoh et al.,, 2006; Wang et Pichersky, 2007). Les
Animaux possédent quant a eux une voie de secours différente avec d’autres enzymes mises
en jeu. Un recyclage utilisant les pyridines nucléosides existe aussi chez certains organismes,

et notamment chez les plantes.
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Figure 13. La voie de recyclage du NAD chez les Mammiféres. Le recyclage du NAD* se fait a partir du
nicotinate, du nicotinamide (NAM) ou du NAM riboside (NAMR). Chez les animaux, la nicotinamide
phosphoribosyltransférase (NAMPT) peut directement métaboliser le NAM en NAM mononucléotide (NMN),
également produit par phosphorylation du NAMR par la NAMR kinase (NAMRK). La conversion du NaMN et
du NMN est réalisée par la méme enzyme, la NMNAT ou N(a)MN adényltransférase. Dans le cas du NaMN, la
réaction est suivie d’une amidation en NAD* par la NAD synthase (NADS). D’aprés Houtkooper et al. (2009).
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A. Recyclage des nucléotides a pyridine

1. Du NAD au nicotinate : le métabolisme du nicotinamide

Au cours de nombreux processus cellulaires (détaillés dans la section catabolisme du
NAD), le NAD" est dégradé en nicotinamide (NAM) ou nicotinamide mononucléotide (NMN)
(Berger et al., 2004). Chez les Animaux, ce catabolisme fait intervenir différentes enzymes
comme les NAD glycohydrolases (EC 3.2.2.25) et les Nudix hydrolases (NUDX, EC 3.2.2.5)
(McLennan, 2006 ; Hashida et al., 2009). De plus, le NAM fourni par I'alimentation constitue
un précurseur de la vitamine B3 essentielle a la production d’énergie a partir des glucides,
lipides et protéines. Une régulation fine des niveaux intracellulaires de NAM a travers sa
synthése et son recyclage en NMN permettrait de maintenir ’homéostasie du NAD(P)
(Ashihara et al., 2005). Dans la voie de recyclage, le NAM est recyclé en NAD par deux
enzymes (Figure 13). Dans un premier temps, le NAM est directement transformé en NMN
par la nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT, EC 2.4.2.12) (Revollo et al., 2004)
(Sonoli et al., 2011). Cette enzyme est aussi connue sous le nom de visfatine (Sonoli et al.,
2011) mais aucune preuve de son activité n’a été apportée chez les plantes (Zheng et al.,
2005). Elle posséde un K, pour le NAM de 0.92 uM et une V. de 21 pmol.min'l.ug'1 (valeurs
déterminées pour I'enzyme recombinante de souris, Revollo et al., 2004). Pour le PRPP, un
Km de 357 uM a été mesuré pour le foie de rat (Dietrich et al., 1966). Dans un second temps,
le NMN est adénylé en NAD par la nicotinamide mononucléotide adényltransférase
(NMNAT), enzyme bifonctionnelle importante chez les Mammiféres puisqu’elle catalyse
I’adénylylation du NaMN en NaAD mais aussi du NMN en NAD (Raffaelli et al., 2002 ; Zheng
et al., 2005) (Figure 13). Le NAM était considéré comme le précurseur majeur a la voie de
recyclage pour maintenir le pool de NAD (Rongvaux et al., 2003). Cette hypothese est
dorénavant mise en doute puisqu’un apport en NAM chez les Animaux n’augmentent pas

efficacement les teneurs intracellulaires en NAD (Revollo et al., 2004).
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Figure 14. Le recyclage du NAD et le métabolisme du nicotinamide (NAM) chez les végétaux. Le recyclage
du NAD* est réalisé a partir du nicotinate, du nicotinamide (NAM) et probablement du NAM riboside (NAMR).
Aucune nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT) n’a été identifiée chez les plantes. En revanche,
des intermédiaires métaboliques sont détectés chez plusieurs especes. Le NAM mononucléotide (NMN) est
synthétisé par phosphorylation du NAMR par la NAMR kinase (NAMRK). La conversion du NaMN et du NMN
est vraisemblablement réalisée par la méme enzyme, la NMNAT ou NaMN/NMN adényltransférase. Dans le
cas du NaMN, la réaction est suivie d’'une amidation en NAD* par la NAD synthétase (NADS). Les pointillés
indiquent des réactions possibles mais non établies expérimentalement. GIn : glutamine ; Glu : glutamate ;
UDP : uridine diphosphate ; NA-Glc : Na glucoside ; NAR : nicotinate riboside ; NARK : NAR kinase ; UDPG :
UDP glucose ; R1P, Ribose-1-phosphate ; SAH, S-adénosyl-homocystéine ; SAM, S-adénosyl-méthionine. Il
semblerait que la réaction catalysée par la NaPT soit réversible (ce qui n’est pas indiqué sur le schéma).
D’aprés Matsui et al. (2007).
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Chez les plantes, le métabolisme du NAM differe sensiblement (Noctor et al., 2006 ;
Matsui et al., 2007 ; Ashihara et al., 2010) (Figure 14). Le NAM est hydrolysé en NA par les
nicotinamidases, enzymes absentes chez les Animaux (Chappie et al., 2005). Chez les
Mammiferes, le NA doit étre apporté de facon exogéne (Rongvaux et al., 2003), notamment

sous forme de niacine par I'alimentation ou en complément nutritif.

a) Les nicotinamidases

Les nicotinamidases (NIC, EC.3.5.1.19) hydrolysent le NAM en NA avec production de
NH; (Figure 14). Chez Arabidopsis thaliana, quatre génes putatifs (At2g22570, At5g23220,
At5g23230 et At3g16190) codent pour des NIC d’aprés une recherche par blast d’homologie
nucléotidique avec le géne de levure NIC (PNC1) (Wang et Pichersky, 2007). En revanche,
seules les enzymes codées par les génes At2g22570, At5g23220 et At5g23230 présentent
réellement des activités NIC. AtNIC1 est codée par le géne At2g22570. Une caractérisation
enzymatique a permis de déterminer un K, apparent de 118 uM pour le NAM et une valeur
de K.t de 0.93 sec™. Lactivité de AtNIC1 est fortement inhibée par 5 mM d’ions Zn%*, Cu?*,
Fe’* et Fe*, alors que Mn*" et Mg?" jouent un réle d’activateur réactionnel (Wang et

Pichersky, 2007).

Chez les bactéries, I’'hydrolyse du NAM en NA est également catalysée par une
nicotinamidase qui porte le nom de PncA (pyridine nucleotide cycling A) (Frothingham et al.,
1996). Le mécanisme réactionnel de cette enzyme a été révélé chez Pyrococcus horikoshii
(Du et al., 2001). Une triade catalytique Cystéine-Lysine-Aspartate (découverte chez d’autres
amidases) interagit avec un cation Zn* qui agirait comme un acide de Lewis. Ceci permet le
transfert d’'un proton et l'activation du thiolate de la cystéine du site actif de la PncA,
nécessaires a I'attaque nucléophile sur le nicotinamide conduisant a la libération de NH; et a

la production de NA (Du et al., 2001).
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b) Métabolisme du nicotinate vers le NaMN et d’autres composés

secondaires

Le NA est phosphoribosylé par les nicotinate phosphoribosyltransférases (NaPT,
EC 2.4.2.11) en NaMN qui servira a son tour a la production de NAD par la voie de novo
(Figure 14). Chez les Mammiféres, un apport alimentaire en NA sous forme de niacine est
indispensable au recyclage du NA en NaMN par la NaPT (Brenner, 2005 ; Revollo et al.,
2004 ; Sestini et al., 2000). Contrairement au NAM, le NA est un meilleur précurseur pour
synthétiser du NAD dans certains tissus comme le foie, le rein, le coeur ou l'intestin (Collins
et al., 1972 ; Lin et al., 1972 ; Willimas et al., 1985 ; Jackson et al., 1995). L'augmentation en
NAD dans certains tissus en réponse a l'apport de NA est corrélée a une activité NaPT
accrue, suggérant ainsi un rble important pour cette enzyme dans la production de

nucléotides a pyridine (Shibata et al., 1991).

c) Les nicotinate phosphoribosyltransférases (NaPTs)

Comme la QPT, la NaPT est une phosphoribosyltransférase de type Il. Elle catalyse le
transfert du phosphoribosyle du PRPP sur le NA pour former du NaMN, sans étape de
décarboxylation (Figure 14). Cette réaction est potentiellement réversible méme si son
équilibre est presque entierement déplacé en faveur de la synthése de NaMN (Gross et al.,
1996). Notons que chez plusieurs bactéries, le géne pncB codant la NaPT est colocalisé sur le
méme opéron que le géne pncA codant la nicotinamidase (Osterman et al., 2007).
Arabidopsis thaliana possede deux NaPTs: NaPT1 codée par le gene At4g36940 et NaPT2
codée par le gene At2g23420. Bien qu’aucune étude cytologique n’ait été effectuée pour les
NaPTs de plantes, les isoformes sont vraisemblablement cytosoliques puisque I'analyse de
prédiction de séquence d’adressage n’identifie pas clairement de peptide de transit

chloroplastique ou mitochondrial (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ ;
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http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/;http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.ht

ml).

Chez ’'Homme, alors que la NAMPT est inhibée par le NAD, de fortes augmentations
en NAD NaPT-dépendantes peuvent s’expliquer en partie par une absence de rétrocontrole
négatif du NAD sur la NaPT (Hara et al., 2007). Plusieurs constantes cinétiques ont été
déterminées dans des systemes Animaux : une valeur de K, de 13 uM pour le NA et 2 uM
pour le PRPP dans le foie porcin (Hayakawa et al., 1984) et une Vinax de 53 pmol.min™.ug™
pour la NaPT d’érythrocytes humains (Niedel et al., 1973). L’enzyme humaine est incapable
de produire du NaMN a partir du quinolinate (Hara et al., 2007). Cette spécificité de substrat

n’a jamais été investiguée chez les végétaux.

d) Vers la production d’alcaloides a pyridine

Chez de nombreuses plantes, il existe un lien étroit entre le métabolisme du NAD et
la synthése d’alcaloides a pyridine, souvent accentuée lors d’un stress, notamment apres
blessure foliaire. Nombre de données obtenues chez les plantes sur le métabolisme du NAD
proviennent initialement d’études menées sur la production d’alcaloides a pyridine, et non
pas sur la synthése de NAD stricto sensu (Waller et al., 1966 ; Frost et al., 1967 ; Mann et
Byerrum, 1974 ; Wagner et al., 1986b ; Sinclair et al., 2000 ; Cane et al., 2004 ; Zheng et al.,
2004 ; 2005). Le NA, NAM, QA, NaAD, et NAD fournis de facon exogéne sont autant de
sources efficaces a la synthese de nicotine et de ricinine (Waller et al., 1966 ; Frost et al.,
1967 ; Katoh et Hashimoto, 2004 ; Zheng et al., 2005). Les auteurs ont aussi observé que le
QA et le NAM étaient aussi efficaces que le NA a la biosyntheése de NAD, ce qui laisse penser
que le recyclage des nucléotides a pyridine bénéficie d’'un turnover rapide sous certaines

conditions.
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Des expériences complémentaires de marquage radioactif du NAM chez certaines
espéces dont Arabidopsis thaliana (Matsui et al., 2007) indiquent que le NAM est non
seulement utilisé pour la synthése du NAD aprés conversion en NA, mais est également
incorporé en alcaloide a pyridine ubiquitaire comme la trigonelline (acide 1-N-
méthylnicotinique, abondant chez les légumineuses) par les N-méthyltransférases
(EC2.1.1.7) ou en d'autres conjugués tels que le nicotinate-1N-glucoside (Na-Glc)
(Figure 14). Cette synthese de trigonelline est plus importante dans les feuilles que dans les
racines (Matsui et al., 2007). Le NA-Glc quant a lui est le principal conjugué du NA formé

chez Arabidopsis thaliana et dans les cultures cellulaires de tabac BY-2.

B. Recyclage des pyridines nucléosides

En complément de la synthése de pyridines mononucléotides (NMN et NaMN) par
I'activité des phosphoribosyltransférases, une voie de recyclage alternative a été décrite
pour plusieurs organismes (Bieganowski et Brenner, 2004). Cette voie implique la production
de NMN par phosphorylation de NAM riboside (NAMR) (Figure 13). Bieganowski et al. (2004)
ont mis en évidence un recyclage du NAMR par les NAMR kinases (NAMRK, EC 2.7.1.22) chez
la levure et 'Homme. Chez ses organismes, a la fois le NAM et le NAMR sont recyclés. Les
NAMR kinases appartiennent aux familles des désoxynucléoside kinases et nucléoside
monophosphate kinases et une NAMRK chez I’'Homme a été cristallisée afin d'obtenir sa

structure 3D (Khan et al., 2007).

Chez certains végétaux, il est possible de produire du NAMR a partir du NMN (Zheng
et al., 2005), mais aucune NAMR kinase n’a encore été découverte (Figure 14). Cette voie de
secours alternative semblait alors élusive jusqu’a la découverte chez Phaseolus de I'activité
nicotinate riboside kinase (NARK, EC.2.7.1.22) qui conduit a la formation de NaMN a partir
de nicotinate riboside (NAR) (Matsui et al., 2007). Une étude menée chez Coffea arabica
démontrait déja une incorporation transitoire de [carbonyl-**C] nicotinamide en nicotinate

riboside (NAR) (Zheng et al., 2004), suggérant |'existence chez les plantes d'une voie putative
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NAM -> NA - NAR = NaMN. Chez cette méme espéce, un marquage au quinolinate tritié
indique une production de NMN a partir du NAD. Le métabolisme du NMN reste cependant
trés peu connu chez les plantes et des études ultérieures seront nécessaires pour déterminer

I'importance de son implication dans le métabolisme du NAD.

Chez les bactéries, plusieurs études se sont intéressées au recyclage des pyridines
nucléosides. Un transporteur de ribonucléoside codé par le géne PnuC permet I'entrée dans
la cellule de NAMR, formé par I'action d’une phosphatase (AphA) qui transforme le NMN
extracellulaire en NAMR (Merdanovic et al., 2005). La protéine NadR a trois domaines
permet de convertir le NAMR en NAD (Grose et al., 2005 ; Kurnasov et al., 2002 ; Raffaelli et
al., 1999).

II1. Transport des nucléotides a pyridine

Contrairement a I’état redox des différents compartiments cellulaires, le transport du
NAD(P) est trés peu connu. Comme discuté précédemment, la littérature indique que les
premiéres étapes réactionnelles de la voie de novo conduisent a une production de QA dans
le chloroplaste ainsi qu'une synthése de NaMN. Chez Arabidopsis thaliana, les génes uniques
codant les NaMNAT et NADS sont dépourvus de séquences d’adressage spécifiques
reconnues par les logiciels d’analyses in silico. Chez les Mammiferes, trois isoformes des
NaMNAT ont été caractérisées : une isoforme intranucléaire, une autre a |'extérieur du
noyau et la troisieme est cytosolique et/ou mitochondriale (Magni et al., 2004 ; Berger et al.,
2004) (Figure 15). Une étude tres récente suggéere fortement une production de NAD via une
NaMNAT mitochondriale a partir de NMN et de NaMN chez Helianthus tuberosus (Di
Martino et Pallota, 2011). En outre, une expérience de colocalisation GFP montre que la
NADS de levure est cytosolique et/ou nucléaire (Suda et al., 2003). En somme, ces résultats
suggerent une participation du plaste et de la mitochondrie dans les dernieres étapes

enzymatiques de synthése de NAD. De ce fait, des transporteurs chloroplastiques et
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mitochondriaux semblent indispensables pour faire circuler le QA, le NaMN et le NAD entre
les différents compartiments subcellulaires. Le NAD" et NADP" sont capables de traverser la
membrane mitochondriale des plantes (Neuburger et Douce, 1983 ; Bykova et Mgller, 2001)
mais peu de données génétiques ou biochimiques sont disponibles sur les transporteurs de

NAD.

Les nucléotides a pyridine sont des métabolites phosphorylés (donc chargés) et de
taille relativement conséquente, ce qui les restreint putativement a une localisation
intracellulaire, sans déplacement entre cellules. Toutefois, le plasma des Mammiferes
contient de faibles concentrations en NAD néanmoins nécessaires pour la signalisation via
les ADP-ribosyl cyclases membranaires CD38 (Evans et al., 2005). Haferkamp et al. (2004) ont
également mis en évidence un transporteur de NAD (tNAD) chez une bactérie pathogene
incapable de synthétiser du NAD et qui I'obtient de la cellule héte probablement via un
mécanisme d’échange d’ADP. Chez la levure et les plantes, deux genes codant des tNAD
mitochondriaux ont été identifiés (Todisco et al., 2006). La caractérisation du produit d’un
des deux génes, NDT1, a montré une grande spécificité pour le NAD" (K, = 0.38 mM) et
virtuellement aucune activité pour le NADH, NADP* ou NADPH mais une faible activité pour
le NaAD (Todisco et al., 2006). NDT1 catalyserait un transport unidirectionnel faible et un
échange fort avec d'autres nucléotides (Todisco et al., 2006). Une analyse par blast
génomique révele aussi que les deux homologues des tNAD mitochondriaux de levure
existent chez plusieurs organismes dont Arabidopsis thaliana (Noctor et al., 2006). Les deux
protéines d’Arabidopsis thaliana possédent des homologies de I'ordre de 30 % avec le
transporteur NDT1 et leurs séquences correspondantes, annotées comme adenine
nucleotide translocator/mitochondrial substrate carrier, sont prédites pour étre localisées au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie (Noctor et al., 2006). Récemment,
Palmieri et al. (2009) ont localisé AtNDT1 sur la membrane plastidiale et AtNDT2 sur celle
des mitochondries. Les mémes auteurs ont montré une forte expression des genes codant
ces deux transporteurs dans les tissus en développement et en particulier dans les cellules
en conditions de fortes activités métaboliques. Il reste a savoir néanmoins si l'import

mitochondrial/plastidial de NAD s'accompagne d'un échange de nucléotides, en particulier
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de NaMN dont rien n'est connu sur sa destinée aprés sa production par la QPT

chloroplastique.

Il reste a établir dans quelle mesure le NADP est transporté, puisque les NADK se
retrouvent dans différents organites. Il en est de méme concernant le métabolisme nucléaire
du NAD et le recyclage du NAM en relation avec les étapes réactionnelles cytosoliques. Des
études cytologiques proposent un rapport NAD'/NADH comparable dans le noyau et le
cytosol (Zhang et al., 2002). Dans I'hypothése d'un possible passage du NAD a travers les
pores nucléaires, des variations de I'état rédox ou du pool global du NAD pourraient
directement altérer la transcription des genes chez les Animaux et la levure, par le biais
d'une régulation rédox du corepresseur CtBT (Zhang et al., 2002) ou via la disponibilité de
substrat & des enzymes nucléaires catabolisant le NAD" (Imai et al., 2000 ; Lin et al., 2000)

(cf catabolisme du NAD discuté ci-dessous).

Tout reste a découvrir, ou presque, quant au transport a plus grande échelle des
nucléotides a pyridine, c'est-a-dire entre les cellules. Chez le tabac, la nicotine est acheminée
des racines jusqu'aux feuilles ou elle s'accumule aprés blessure foliaire (voir synthese
d'alcaloides). La ricinine quant a elle est retrouvée dans les sucs phloémiens chez le ricin
(Holfelder et al., 1998) et la trigonelline se déplace vraisemblablement entre les organes

dans les plantules de haricot mungo (Zheng et al., 2005).

IV. Catabolisme du NAD

Outre le role oxydoréducteur des nucléotides a pyridine, la littérature ne cesse
d’apporter les preuves d’un role pivot pour le NAD dans la signalisation cellulaire (Berger et
al., 2004 ; Hunt et al., 2004 ; Noctor et al., 2006). Chez les Eucaryotes, ces fonctions qui vont

cliver la molécule de NAD pour former du NAM, incluent la synthese d’ADP-ribose cyclique,
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la mono- et poly-ADPribosylation et la désacétylation des protéines. Les bactéries possedent
en outre des ADN ligases NAD-dépendantes mais dont I'activité est ATP dépendante chez les
Eucaryotes (Schar et al., 1997). Chez les plantes, I'implication des nudix hydrolases dans la
dégradation du NAD reste a préciser (Ogawa et al., 2005 ; Hashida et al., 2009). Le
catabolisme du NAD est étroitement associé a divers processus de signalisation cellulaire
impliqués dans la réponse aux stress chez les plantes. Cet aspect sera discuté en détail dans

la partie VII (Autres roles pour le NAD dans la signalisation cellulaire).

A. Le NAD, précurseur de la synthése de I’ADP-Ribose cyclique (cADPR)

La synthese d’ADP-ribose cyclique (cADPR) par I’ADP-ribose synthase nécessite du
NAD comme précurseur (Figure 16 B). Cette molécule signal joue un réle clé dans le
maintien de ’lhoméostasie du second messager calcique Ca*, en entrainant sa libération des
stocks intracellulaires par liaison avec une classe de récepteurs a la ryanodine. Un nombre
grandissant d’études a montré chez les Animaux, comme chez les plantes, que ces ions ca®
peuvent participer a divers processus physiologiques. Chez I'Homme, le Ca® libéré du
réticulum endoplasmique peut notamment déclencher la contraction des muscles striés
(Guse, 2004a; 2004b). Chez les plantes, la synthése du cAPDR est mal connue, mais ce

messager est impliqué dans différents processus physiologiques (Hunt et al., 2004).

B. Le NAD, substrat des polyADP-Ribose Polymérases (PARPs)

Le NAD" peut intervenir comme substrat pour des réactions de mono- et poly-ADP
ribosylations (Figure 16 A). Ces réactions de transfert d’ADPR font intervenir les ADP-
ribosyltransférases (ARTs) et les polyADPR polymérases (PARPs) qui vont former des
polyméres d'ADPR par greffage d'une ou plusieurs parties ADPR sur des protéines
essentiellement nucléaires (Diefenbach, 2005). Ces mécanismes de modification post-

traductionnelle jouent un réle dans la régulation de divers processus cellulaires comme la
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réparation de I’ADN, la transcription des genes, ou encore I'apoptose (Vanderauwera et al.,
2007). Il est important de souligner que ces enzymes PARPs sont inhibées par le

nicotinamide, produit du catabolisme du NAD" (Hunt et al., 2004).

C. Le NAD, substrat des désacétylations catalysées par les sirtuines

Enfin, le NAD" peut également &tre dégradé par certaines désacétylases NAD-
dépendantes ubiquistes, appellées sirtuines (Figure 16 C). Le membre le plus connu de cette
famille est SIR2 pour Silent Information Regulator 2, trés étudié jusqu'alors chez la levure
(North, 2004). La désacétylation d’histones et de facteurs de transcription (TF) par les
sirtuines est impliquée dans des phénomenes de régulations épigénétiques (silencing de la
chromatine, réparation de I’ADN, cycle cellulaire), intervenant essentiellement dans des
contextes de stress ou de sénescence (Blander et Guarente, 2004 ; Robyr et al., 2002). En
effet, la désacétylation entraine un remodelage de la structure chromatinienne et module
ainsi 'activité transcriptionnelle. Notons également que la protéine SIR2 est considérée

comme un "régulateur universel" de la longévité (Trapp et al., 2006).
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Figure 17. Cycle simplifié de I'azote. L'azote atmosphérique représente la principale source d’azote de la
planéte. On trouve également dans I'atmosphére, mais en tres faible quantité, de 'ammoniac (NH;) et des
oxydes d’azote (N,0, NO,, NO) qui sont les produits des combustions et des activités volcaniques. Les
organismes vivants peuvent aussi rejeter de faibles quantités de NH; dans I'atmosphére. Les ions nitrate
(NOy) sont surtout le produit de I'oxydation de N, par I'O, ou par 'ozone (O,) sous I'effet des éclairs et des
radiations ultraviolettes. NO;- peut également provenir des océans et étre apporté sur les cotes sous forme
d’aérosols. En fait, une tres faible partie de I'azote atmosphérique est entrainée au sol sous une forme ou une
autre, par les précipitations. Une autre partie de I'azote provient de la fixation de I'azote moléculaire par les
microorganismes. L’azote assimilé par les organismes vivants est restitué au sol apres décomposition de la
matiére organique végétale et animale par les bactéries, champignons, protozoaires, etc. La transformation
par les microorganismes est appelée minéralisation. Les composés organiques azotés dégradés sont utilisés
comme source d’énergie et de carbone, et I'azote, non utilisé par les microorganismes, est libéré
généralement sous forme d’ammonium NH,*. La libération de I'azote du sol dépend du rapport C/N des
résidus organiques et des conditions climatiques, température notamment. La transformation de I'azote en
I'une ou l'autre de ces formes constitue un systeme complexe entre sol et atmosphere, appelé cycle de
I'azote. D’aprés Morot-Gaudry (1997).
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V. Roles du NAD dans le métabolisme rédox

Par sa capacité a transférer des électrons, le NAD est un transducteur d’énergie vital
pour nombre de processus métaboliques ou il intervient comme coenzyme oxydoréducteur
impliqué dans le métabolisme de réduction-oxydation d'une multitude de substrats. Tout un
ensemble d’enzymes de la classe des oxydoréductases nécessite ce cofacteur. Chez les
végétaux, le métabolisme de |'azote fourmille d’exemples d’utilisation du NAD comme

coenzyme rédox, depuis I'assimilation des nitrates jusqu’au métabolisme des acides aminés.

A. Un role pour le NAD dans le métabolisme azoté

1. L'azote, un macroélément indispensable aux végétaux

L’azote (N) est I'un des macroéléments majeurs, nécessaire a la synthése de diverses
biomolécules (acides aminés, acides nucléiques, chlorophylles, protéines, etc.). Ce composé
est abondamment présent dans I'atmosphéere sous forme de diazote (N,) chimiquement
inerte qui par conséquent ne peut étre utilisé sous cette forme par de trés nombreux
organismes. Afin d'étre métabolisé par les Animaux et les plantes, le N, doit subir une
transformation ou fixation en d'autres composés chimiquement et biologiquement actifs tels
que I'ammoniac (NHs), I'ammonium (NH4"), I'oxyde nitreux (N,O), le dioxyde d'azote (NO,),
les nitrates (NO3’), les nitrites (NO;) ou d'autres composés organiques comme l'urée, les

amines, les protéines et les acides aminés (Figure 17).

Les plantes ne dérogent pas a cette regle et ne peuvent assimiler seules le N,
atmosphérique. Certaines espéces végétales (Légumineuses) ont en revanche développé une
symbiose racinaire avec des bactéries du genre Rhizobium. Cette interaction permet aux

microorganismes pourvus de nitrogénases de fixer |'azote gazeux dans des composés azotés
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que les plantes pourront métaboliser (Figure 18). En échange, les végétaux synthétisent des
polysaccharides qui fourniront de I'énergie aux bactéries. Les plantes peuvent parfois
obtenir I'azote a partir de composés organiques (acides aminés et protéines) souvent en
association avec des mycorrhizes (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008). L'azote inorganique
provient en général de la minéralisation de la matiere organique voire parfois des pluies
(Brady et Weil, 1999). Ces phénomeénes conduisent in fine a une formation d'ions nitrates
dans le sol (Figure 17). Il est également possible de retrouver des ions ammonium ou nitrites
dans les fractions du sol. L'ammonium peut étre converti en nitrites puis en nitrates
(phénomene de nitrification) par des bactéries en conditions d'aérobiose. Nitrates et
ammonium se distinguent de par leur charge et donc leurs propriétés physico-chimiques. Les
nitrates, chargés négativement, sont plus faiblement retenus par le complexe argilo-
humique du sol, ce qui les rend plus facilement disponibles pour les racines des plantes, mais
également plus facilement lessivables (Figure 17). L'ammonium quant a lui, de part sa charge

positive aura tendance a se lier aux particules du sol.

2. Transport du nitrate et de 'ammonium du sol

La plupart des végétaux est tributaire de I'azote disponible dans le sol sous forme
d’ions NO3” ou NH,". L’absorption racinaire de ces ions s’effectue grace a une large gamme

de transporteurs (Figure 19 A).

Pour transporter les nitrates, deux types de transporteurs coexistent. Les uns sont
dits a faible affinité (LATS pour Low Affinity Transport System), actifs a fortes concentrations
en NO;3 (supérieures a 1 mM). Les autres constituent les transporteurs a haute affinité
(HATS) qui sont fonctionnels pour des concentrations en NOs plus faibles (entre 1 uM et
1 mM). Parmi les HATS, certains sont constitutivement actifs (cHATS), d'autres induits
(iIHATS) (Wang et Crawford, 1996). Ces transporteurs peuvent également étre séparés en
deux grandes familles multigéniques chez Arabidopsis thaliana : NRT1 et NRT2 (Forde, 2000 ;
Miller et al., 2007 ; Dechorgnat et al., 2011). Les NRT1 sont représentés chez Arabidopsis
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thaliana par 53 genes, avec NRT1.1 qui a été bien caractérisé comme LATS. Sept
représentants NRT2 appartiennent a la famille des porteurs nitrate-nitrite (NNP), dont le
plus connu AtNRT2.1 a été caractérisé comme transporteur iHATS dans la racine (Chopin et

al., 2007a ; Dechorgnat et al., 2011).

Le transport de I'ammonium implique le plus souvent des systémes de transport a
haute affinité, méme si NH;" peut franchir les membranes. Il n'en demeure pas moins
guelques systémes a faible affinité, en particulier lorsque le pH extérieur du sol est élevé. Les
ions NH," sont transportés par des protéines initialement découvertes chez la levure et les
plantes, appelées AMT (ammonium transport) (Marini et al., 1994). Le premier gene isolé
chez la plante modele Arabidopsis thaliana correspond au transporteur AMTI1.1, dont
I'activité a forte affinité est responsable de I'essentiel de I'assimilation du NH;" lors d'une
déficience en NO3 (Gazzarrini et al.,, 1999). Six représentants codent les AMT chez

Arabidopsis thaliana (Ludewig et al., 2007).

Une régulation transcriptionnelle des génes de transport du NO; et NH; a été
montrée (Figure 20). Par exemple, chez Arabidopsis thaliana, de faibles concentrations en
NOjs induisent I'expression du gene AtNRT2.1 (Filleur et Daniel-Vedele, 1999). Les genes AMT
sont induits a la lumiere par le métabolisme carboné, par la carence azotée et montrent une
régulation au cours de la photopériode (Lejay et al., 2003 ; Loqué et al., 2005 ; 2006). Une
resupplémentation en NH;" aprés carence azotée entraine également I'inhibition glutamine-
dépendante de I'expression d'AMT1.1 (Rawat et al., 1999). Ce gene n'est pas seulement
régulé au niveau transcriptionnel lors d'une carence en azote, mais également au niveau de

la dégradation des transcrits dans les racines (Yuan et al., 2007a ; 2007b).
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3. La Nitrate Réducase, point d'entrée du métabolisme azoté, nécessite le

NAD(P)H

La premiere étape d'assimilation des nitrates est réalisée par le transport racinaire de
ces ions. S'ensuit une réduction des nitrates en nitrites (NO’) par la nitrate réductase (NR,
EC 1.6.6.1) (Figures 19 B et 21 A). Vient ensuite le transport des nitrites vers le chloroplaste
ou ils sont réduits en ammonium par la nitrite réductase (NiR, EC 1.7.1.4). Les étapes
réactionnelles qui suivent sont communes a I'assimilation du NO3 et du NH4". Le NH," est
d'abord incorporé en glutamine (GlIn), premier acide aminé synthétisé par la glutamine
synthétase (GS, EC 6.3.1.2), puis la glutamate synthase (GOGAT, EC 1.4.1.1/14) produit le
glutamate (Glu) (Meyer et Stitt, 2001). L'assimilation des nitrates et de I'ammonium conduit
ainsi a la formation de la GIn et du Glu, qui constituent les deux premiers composés

organiques azotés synthétisés (Forde et Lea, 2007 ; Masclaux-Daubresse et al., 2010).

L'étude de la NR a bénéficié d'une attention particuliere chez les végétaux en raison
de son role comme point d’entrée dans I'assimilation de I'azote. Il s'agit d'une enzyme
soluble homodimérique d'environ 800 kDa possédant deux sites de liaison : un site qui fixe le
NOs et un autre site qui fixe le NADH. La NR est codée chez Arabidopsis thaliana par les
génes NIA1 et NIA2 ; NIA2 serait responsable de 90 % de I'activité NR (Cheng et al., 1988 ;
Wilkinson et Crawford, 1991). Deux formes dites bi-spécifiques de la NR existent selon
qu'elles métabolisent le NADH ou le NADPH (Srivastava et Shankar, 1996). Ces deux formes
possedent trois cofacteur : une sous-unité qui lie le FAD, un héme-Fe et un cofacteur a
molybdéne (MoCo) (Redinbaugh et Campbell, 1985 ; Caboche et Rouze, 1990). Ces trois
cofacteurs fournissent les centres rédox qui facilitent le transfert d’électrons nécessaires a la

réduction :

NO; + NAD(P)H + H* > NO, + NAD(P)* + H,0

La réduction des ions NO3" en NO, est régulée biochimiquement avec l'induction de
I'activité NR par les NO3" eux-mémes (Daniel-Vedele et Caboche, 1996 ; Lillo et al., 2004).

Une régulation au niveau transcriptionnel et post-traductionnel a également été rapportée
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(Vincentz et Caboche, 1991). En effet, les geénes NIA sont induits par le saccharose, la lumiére
et les cytokinines, alors qu'ils sont réprimés par I'ammonium et certains acides aminés
(Nussaume et al., 1995 ; Lillo et al., 1994 ; Yu et al., 1998). La transcription des genes NIA est
également modulée par le rythme circadien (McClung et Kay, 1994 ; Lillo et al., 2001). Au
niveau de son activité, la NR est régulée par diverses protéines kinases, phosphatases et
protéases. En outre, la lumiére, les fortes concentrations en CO, et O, activent la NR, alors
que le passage a l'obscurité, le peu de CO, et le manque d'O, diminuent cette activité
enzymatique (MacKintosh et Meek, 2001 ; Crawford et Forde, 2002). Cette régulation
enzymatique implique aussi la phosphorylation d'un résidu sérine (Ser) et la liaison
consécutive en présence de Mg2+ d'une protéine de type 14-3-3 qui inactive I'enzyme
(Bachmann et al., 1995 ; Kaiser et al., 2001 ; 2002). En somme, la régulation de la NR est plus
post-traductionnelle que transcriptionnelle (Lea et al., 2006). Ce contrdle est relativement
rapide (entre 5 et 20 minutes) et permet vraisemblablement de limiter une accumulation de

nitrites toxiques dans les plantes (Lillo et al., 2003).

Le pouvoir réducteur contenu dans les nucléotides a pyridine est indispensable au
fonctionnement d'une batterie de voies métaboliques. La Figure 21 illustre la voie
d'assimilation des nitrates vers l'incorporation des acides aminés, dont un certain nombre de

réactions nécessite le pouvoir réducteur du NAD(P)H.

B. Homéostasie du NAD et métabolisme primaire (C, N)

Le contrdle des interactions carbone/azote (C/N) constitue un réseau extrémement
complexe, impliquant des signaux émanant des nitrates, de 'ammonium, des métabolites
contenant de I'azote (N) comme le Glu, la Glu, I’Asp, ainsi que des signaux du métabolisme
carboné (Coruzzi et Zhu, 2001 ; Stitt et Krapp, 1999 ; Miller et al., 2008). Qui plus est, il
apparait évident que les niveaux de NADH jouent un réle critique dans I'assimilation des

nitrates et de I'ammonium (Dutilleul et al., 2005). Ces signaux métaboliques interagissent
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avec des hormones qui répondent a la disponibilité en N et régulent le métabolisme et le

développement (Coruzzi et Zhu, 2001 ; Sakakibara et al., 2006 ; Argueso et al., 2009).

1. Implication du NAD(P)H dans la réduction des nitrates

Il est établi de longue date que I'assimilation de I'azote inorganique s’accompagne
d’une fixation de C adéquate afin de fournir les squelettes carbonés qui vont servir
d’accepteur a I’'N assimilé. Ces processus requiérent des niveaux importants d’ATP et de
pouvoir réducteur sous forme NAD(P)H (Nunes-nesi et al., 2010) (Figure 21). Outre le
pouvoir réducteur, d’autres facteurs comme I'’ATP et la photorespiration influent sur
I'assimilation de I’'N. La NR semble constituer un verrou majeur dans le contréle de
I’assimilation de |'azote