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INTRODUCTION	

Préambule	

L’insuffisance	 cardiaque	 est	 une	 pathologie	 fréquente	 au	 pronostic	 sombre.	 Dans	 les	 pays	

industrialisés,	les	maladies	cardiovasculaires	demeurent	la	première	cause	de	mortalité.	En	plus	d’une	

forte	mortalité,	le	taux	de	ré-hospitalisation	et	le	coût	pour	la	société	sont	importants.	

La	présente	thèse	rassemble	les	études	effectuées	sur	un	nouveau	modèle	impliquant	le	rôle,	

dans	 le	 cœur,	 d’une	 kinase,	 la	 nicotinamide	 riboside	 kinase	 2	 (NMRK2),	 qui	 n’a	 jamais	 été	 étudiée	

chez	 les	mammifères.	 Nmrk2	 a	 été	 identifiée	 comme	 un	 des	 gènes	 les	 plus	 fortement	 induits	 dans	

différents	modèles	 de	 cardiomyopathie	 dilatée.	NMRK2	est	 également	 connu	 sous	 le	 nom	de	MIBP	

(Muscle	 Integrin	Binding	Protein),	et	a	été	décrite	comme	pouvant	se	 lier	à	 l’hétérodimère	 intégrine	

α7/β1	et	régulant	 le	dépôt	de	la	 laminine	dans	la	matrice	extracellulaire	(MEC)	dans	les	myoblastes	

squelettiques	 en	 culture,	 Son	 deuxième	 rôle	 connu	 en	 tant	 que	 kinase	 est	 de	 phosphoryler	 une	

vitamine	B3,	le	nicotinamide	riboside	(NR),	en	nicotinamide	mononucléotide	(NMN)	pour	produire	du	

NAD,	 un	 coenzyme	 clé	 dans	 les	 réactions	 d’oxydoréduction	 du	 métabolsime	 énergétique	 et	 une	

cosubstrat	utilisé	par	 les	 sirtuines	déacétylase	 régulant	 le	métabolisme	énergétique	et	 la	biogénèse	

mitochondriale.	

L’introduction	qui	suit	fait	état	des	connaissances	dans	les	différents	aspects	de	remodelage	

cardiaque,	qui	peuvent	être	qualifiés	de	structuraux	et	métaboliques.	Elle	témoigne	de	l’importance	et	

de	 l’originalité	 du	 rôle	 potentiel	 de	 cette	 kinase	 	 dans	 les	 deux	 types	 de	 remodelage	 qui	 nous	 ont	

conduits	 à	 étudier	 sa	 fonction	 chez	 la	 souris	 en	 analysant	 le	 phénotype	 d’une	 souris	 déficiente	 en	

NMRK2.	
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I. Remodelage	et	insuffisance	cardiaque	

Insuffisance	cardiaque	:	Définition-Symptômes-Enjeux	médicaux	et	sociétaux	

L’insuffisance	 cardiaque	 (IC)	 est	 l’incapacité	 du	 cœur	 à	 effectuer	 sa	 fonction	 de	 pompe	 de	

manière	efficace	soit	parce	qu'il	est	dans	l'incapacité	de	se	remplir	avec	un	volume	de	sang	suffisant,	

on	parle	alors	de	dysfonction	diastolique,	ou	parce	qu'il	est	dans	l’impossibilité	de	générer	une	force	

suffisante	pour	se	vider	suffisamment	et	expulser	 le	sang	vers	 la	circulation	pulmonaire	 (ventricule	

droit)	 ou	 systémique	 (ventricule	 gauche),	 on	 parle	 alors	 de	 dysfonction	 systolique.	 Les	 deux	

dysfonctions	peuvent	exister	indépendamment	ou	coexister.	Dans	tous	les	cas,	le	corps	ne	reçoit	pas	

la	 quantité	 de	 sang,	 d’oxygène	 et	 de	 nutriments	 dont	 il	 a	 besoin	 pour	 fonctionner	 correctement,	

l’insuffisance	cardiaque	est	en	ce	sens	un	syndrome	systémique,	car	elle	n’affecte	pas	que	le	cœur.	

C’est	«un	syndrome	clinique	complexe»	qui	peut	résulter	de	dysfonctions	structurales,	fonctionnelles	

ou	métaboliques,	aboutissant	à	une	incapacité	du	ventricule	à	se	remplir	ou	éjecter	le	sang.	

Ce	syndrome	clinique	complexe	constitue	un	problème	majeur	de	santé	publique	qui	a	été	

proposé	 comme	 «la	 prochaine	 épidémie	 du	 21ème	 siècle»	 avec	 une	 prévalence	 de	 	 plus	 de	 23	

millions	dans	le	monde,	et	on	estime	que	le	coût	est	de	108	milliards	de	dollars	dans	le	monde	entier	

en	2012	(Cook	et	al.	2014).	Même	si	 la	notion	«d’épidémie»	pour	une	maladie	chronique,	d’origine	

non	 infectieuse	dans	 la	majorité	des	 cas,	n’est	pas	 forcément	 communément	admise,	 il	 n’en	 reste	

pas	 moins	 que	 le	 vieillissement	 de	 la	 population	 mondiale	 et	 la	 diffusion	 des	 modes	 de	 vie	

sédentaires	 et	 du	 régime	 de	 type	 occidental	 riche	 en	matières	 grasses	 contribue	 à	 l’expansion	 de	

cette	maladie.	

Couramment,	 la	 définition	 de	 l’IC	 se	 limite	 aux	 stades	 où	 les	 symptômes	 cliniques	 sont	

évidents.	Et	avant	que	les	symptômes	cliniques	deviennent	évidents,	les	patients	peuvent	présenter	

des	anomalies	cardiaques	asymptomatiques	structurelles	ou	fonctionnelles	(dysfonction	ventriculaire	

gauche	 systolique	 et	 diastolique).	 Ce	 sont	 des	 précurseurs	 de	 l’IC,	 et	 il	 est	 important	 de	 les	

reconnaitre	et	de	commencer	le	traitement	à	ce	stade	là,	ce	qui	pourrait	réduire	la	mortalité	chez	les	

patients	avec	dysfonction	systolique	du	ventricule	gauche	(Investigators	1992;	Wang	et	al.	2003).	Les	

symptômes	sont	souvent	non	spécifiques	et	n’aident	pas	à	séparer	entre	l’IC	et	d’autres	problèmes.	

Les	symptômes	et	les	signes	de	l’IC	dus	à	la	rétention	de	fluide	peuvent	être	rapidement	résolus	avec	

la	thérapie	des	diurétiques.	Les	signes	comme	l’augmentation	de	la	pression	veineuse	jugulaire,	et	les	

impulsions	apicales	déplacées	latéralement,	peuvent	être	plus	spécifiques,	mais	ils	sont	plus	difficiles	

à	détecter	et	possèdent	une	reproductibilité	faible	(Kelder	et	al.	2011;	van	Riet	et	al.	2014).	
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Les	symptômes	ou	signes	chez	 les	patients	 	en	 IC	sont	nombreux,	 les	plus	communs	 (selon	

l’AHA)	sont	les	suivants:	

-Un	essoufflement	(dite	dyspnée)	au	cours	d’activité	physique	(le	plus	souvent),	au	repos	ou	bien	au	

cours	du	sommeil	qui	peut	survenir	subitement	et	réveiller	la	personne.	Ces	personnes	ont	souvent	

des	difficultés	à	 respirer	en	position	couchée	à	plat	et	ont	peut-être	besoin	de	soutenir	 le	haut	du	

corps	et	la	tête	sur	deux	oreillers;	elles	souffrent	souvent	de	fatigue,	d’anxiété	et	d’agitation.	Ceci	est	

causé	 par	 le	 fait	 que	 le	 sang	 se	 stocke	 dans	 les	 veines	 pulmonaires	 qui	 ramènent	 le	 sang	 des	

poumons	vers	 le	 cœur,	parce	que	 le	 cœur	n’arrive	pas	à	 suivre	 l'offre.	Cela	provoque	une	 fuite	du	

liquide	dans	les	poumons.	

-Une	toux	persistante	ou	une	respiration	sifflante.	La	toux	produit	un	mucus	et	cela	est	dû	au	fluide	

présent	dans	les	poumons.	

-L’accumulation	d’un	excès	de	liquide	dans	le	corps	pouvant	créer	des	œdèmes,	avec	un	gonflement	

au	 niveau	 des	 pieds,	 des	 chevilles,	 des	 jambes	 ou	 bien	 un	 gain	 de	 poids.	 Ceci	 est	 causé	 par	 le	

ralentissement	du	flux	sanguin	sortant	du	cœur	et	le	«back	up»	du	sang	retournant	au	cœur	dans	les	

veines.	 Les	 reins	 sont	 moins	 capables	 de	 disposer	 d’eau	 et	 de	 sodium,	 ce	 qui	 cause	 en	 plus	 une	

rétention	d’eau	au	niveau	des	tissus.	

-Une	 fatigue	 persistante,	 avec	 une	 difficulté	 avec	 les	 activités	 journalières	 telles	 que	 la	 marche,	

monter	 les	 escaliers…	 Le	 cœur	 est	 incapable	 de	 pomper	 suffisamment	 le	 sang	 pour	 répondre	 aux	

besoins	 des	 différents	 tissus	 du	 corps.	 Le	 corps	 détourne	 le	 sang	 des	 organes	 moins	 vitaux,	

particulièrement	les	muscles	et	l’envoie	au	cœur	et	au	cerveau.	

Plusieurs	autres	symptômes	plus	ou	moins	spécifiques	ou	typiques	peuvent	caractériser	 l’IC	

comme	 le	manque	d’appétit,	des	problèmes	de	digestion,	 la	confusion	et	 l’altération	de	 la	pensée;	

perte	de	mémoire	et	sentiment	de	désorientation,	ceci	pourrait	être	dû	au	changement	de	niveaux	

de	sodium	dans	le	sang,	une	augmentation	du	rythme	cardiaque	et	des	palpitations	cardiaques,	afin	

de	«compenser»	la	perte	de	la	capacité	de	pompage,	le	cœur	bat	plus	vite.	

Le	diagnostic	et	le	traitement	précoce	peuvent	améliorer	la	qualité	de	vie	de	personnes	avec	

IC.	Le	traitement	de	l’IC	dépend	du	type	et	de	la	sévérité	de	l’IC.	

La	 concentration	 plasmique	 en	 peptides	 natriurétiques	 constitue	 un	 test	 initial	 pour	

diagnostiquer	 l’IC.	 A	 partir	 d’un	 certain	 seuil,	 les	 patients	 en	 question	 requièrent	 une	

échocardiographie	qui	 constitue	 le	 test	 le	plus	utile	et	 largement	disponible	pour	 les	patients	avec	

une	possible	IC.	L’échocardiographie	fournit	une	information	immédiate	sur	la	fraction	d’éjection,	les	
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fonctions	 ventriculaires	 systolique	 et	 diastolique,	 l’épaisseur	 de	 paroi,	 la	 fonction	 valvulaire	 et	

l’hypertension	 pulmonaire	 (Paulus	 et	 al.	 2007;	 Voigt	 et	 al.	 2015).	 La	 fraction	 d’éjection	 (FE)	 du	

ventricule	 gauche	 (VG)	 est	 un	 paramètre	 important	 pour	 la	 détermination	 de	 l’efficacité	 de	 la	

fonction	de	la	pompe	cardiaque	et	donc	dans	le	diagnostic	et	 la	détection	de	l’IC.	La	FE	compare	la	

quantité	de	sang	dans	le	cœur	représente	le	pourcentage	de	sang	éjecté	à	chaque	systole	en	fonction	

du	 volume	 de	 remplissage	 en	 fin	 de	 diastole.	 Depuis	 quelques	 années,	 une	 nouvelle	 forme	 de	

syndrome	 d’IC	 a	 émergé	 ou	 plutôt	 a	 obtenu	 une	 reconnaissance	 clinique	 car	 concernant	 une	

proportion	 importante	 de	 patients	 en	 IC,	 souvent	 âgés	 (chez	 ces	 derniers	 40	 à	 50%	 des	 cas),	 qui	

présentent	une	fraction	d’éjection	ventriculaire	normale	en	échocardiographie.	On	a	parfois	appelé	

cette	forme	d’IC	diastolique,	mais	comme	le	syndrome	n’est	pas	restreint	à	la	dysfonction	diastolique	

et	parfois	même	cette	dysfonction	n’est	pas	étayée	 formellement	par	 les	analyses,	 la	 terminologie	

actuelle	qualifie	cette	forme	d’IC	à	FE	préservée	(IC-FEp).	Dans	cette	dernière	le	muscle	cardiaque	du	

ventricule	 gauche	 semble	 se	 contracter	 correctement,	 encore	 qu’une	 dysfonction	 systolique	

subclinique	ne	soit	pas	exclue	dans	certains	cas,	et	dans	le	cas	d’une	dysfonction	diastolique,	le	VG	ne	

se	relaxe	pas	comme	il	faut	au	cours	du	remplissage.	

Dans	 l’IC	 à	 FE	 réduite	 (IC-Fer)	 qui	 est	 aussi	 qualifiée	 parfois	 d’IC	 systolique,	 le	 muscle	

cardiaque	du	VG	semble	ne	pas	se	contracter	de	façon	efficace	et	moins	de	sang	riche	en	oxygène	est	

expulsé	 vers	 le	 corps.	 Il	 faut	 noter	 cependant	 qu’une	 FE	 réduite	 n’est	 pas	 strictement	 synonyme	

d’une	diminution	de	la	fonction	contractile	du	VG.	En	effet	dans	le	cas	d’une	surcharge	en	volume	du	

VG	 en	 fin	 de	 diastole,	 un	 pourcentage	 de	 FE	 réduit	 ne	 fait	 que	 refléter	 un	 maintien	 du	 volume	

systolique	éjecté.	Toute	fois	dans	une	situation	de	surcharge	en	volume	chronique,	les	modifications	

structurales	 du	 myocarde	 dilaté	 peuvent	 aboutir	 à	 l’altération	 des	 fonctions	 contractiles.	

Inversement	la	FE	peut	sembler	préservée	également	avec	en	fait	une	contractilité	réduite	si	la	post-

charge	 est	 réduite	 comme	 dans	 l’insuffisance	 mitrale	 sévère.	 Il	 existe	 maintenant	 des	 techniques	

d’analyses	plus	pointue	des	anomalies	de	remplissage	ou	de	vidage	du	VG	comme	des	analyses	de	

sous	 régions	 de	 la	 paroi	 ventriculaire	 par	 doppler	 tissulaire	 ou	 des	 approches	 en	 speckle	 tracking	

(suivi	 de	 grains	 intra-myocardiques)	qui	 permettent	d’affiner	 le	diagnostic	 et	 entreront	 sans	doute	

dans	 la	 pratique	 clinique	 dans	 les	 années	 à	 venir,	 au	 moins	 pour	 certains	 patients	 difficiles	 à	

diagnostiquer.	

	

Les	objectifs	du	traitement	pour	tous	les	stades	de	l'insuffisance	cardiaque	comprennent:	

•	 Traitement	 de	 la	 cause	 sous-jacente	 de	 la	 maladie,	 tels	 que	 les	 maladies	 coronariennes,	

l'hypertension	artérielle	ou	le	diabète	
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•	La	réduction	des	symptômes	

•	L’arrêt	de	l’évolution	de	l’IC	

•	L'augmentation	de	la	durée	et	de	la	qualité	de	vie	

Les	traitements	comprennent	généralement	des	changements	vers	un	mode	de	vie	sain	pour	

le	 cœur	 (arrêter	 de	 fumer,	 éviter	 l’alcool,	 perdre	 ou	 maintenir	 son	 poids,	 manger	 sain,	 des	

médicaments	 et	 des	 soins	 continus.	 Si	 l’insuffisance	 cardiaque	 est	 sévère,	 il	 y	 aura	 besoin	 de	

procédures	médicales	ou	de	chirurgie.	

Historiquement,	 les	 seules	 options	 de	 traitement	 médical	 pour	 l’IC	 ont	 longtemps	 été	 les	

diurétiques	et	 la	digoxine,	mais	 la	capacité	de	ces	agents	pour	modifier	 les	 résultats	a	été	mise	en	

cause	par	l’examen	des	essais	cliniques	modernes	(Roger	2013;	von	Lueder	and	Krum	2015).	

Au	cours	des	4	dernières	décennies,	des	bloquants	neuro-hormonaux	ont	été	introduits	à	la	

pratique	 clinique,	 aboutissant	 à	 une	 réduction	 marquée	 de	 morbidité	 et	 de	 mortalité	 dans	

l’insuffisance	cardiaque	chronique	avec	une	fraction	d’éjection	ventriculaire	gauche	réduite.	

Les	 médicaments	 actuellement	 prescrits	 par	 les	 médecins	 pour	 traiter	 l’insuffisance	 cardiaque	 se	

basent	sur	le	type	d’IC	et	du	degré	de	sévérité.	Les	plus	communs	sont	les	suivants:	

-Les	 inhibiteurs	 des	 enzymes	 de	 conversion	 de	 l‘angiotensine	 (ECA):	 qui	 diminuent	 la	 pression	

artérielle	et	réduit	la	pression	sur	le	cœur	et	réduisent	le	risque	d’une	future	crise	cardiaque.		

-Les	antagonistes	de	l’aldostérone:	déclenche	le	corps	à	éliminer	l’excès	de	sodium	par	l’urine.	Cela	

diminue	le	volume	de	sang	que	le	cœur	doit	pomper.		

-Les	antagonistes	des	récepteurs	de	l’angiotensine:	détendent	 les	vaisseaux	sanguins	et	diminuent	

la	pression	artérielle	pour	diminuer	la	charge	de	travail	du	cœur.		

-Les	béta-bloquants:	diminuent	le	débit	cardiaque	et	la	pression	artérielle	afin	de	diminuer	la	charge	

de	travail	du	cœur.	

-La	digoxine:	permet	au	cœur	de	battre	plus	fortement	et	de	pomper	plus	de	sang	

-Les	diurétiques:	dites	«	water	pills	»,		aident	à	réduire	l'accumulation	de	liquide	dans	les	poumons	et	

le	gonflement	de	vos	pieds	et	les	chevilles.	

-L’Isosorbide	dinitrate/hydralazine	hydrochloride:	 aide	à	détendre	 les	 vaisseaux	 sanguins	de	 sorte	

que	 le	 cœur	 ne	 fonctionne	 pas	 assez	 pour	 pomper	 le	 sang.	 Des	 études	 ont	 montré	 que	 ce	



 12 

médicament	peut	 réduire	 le	 risque	de	décès	 chez	 les	Noirs.	D'autres	études	 sont	nécessaires	pour	

savoir	si	ce	médicament	bénéficiera	d'autres	groupes	raciaux.	

Il	est	 important	de	noter	qu’actuellement	peu	de	molécules	sont	disponibles	pour	traiter	 le	

problème	de	défaillance	énergétique	qui	est	pourtant	un	problème	majeur	du	cœur	insuffisant.	

A	 l’heure	 actuelle,	 lorsque	 l’IC	 s’aggrave,	 et	 affecte	 le	 mode	 de	 vie	 des	 patients,	 les	

médicaments	 commencent	 à	 devenir	 inefficaces	 et	 incapables	 de	 contrôler	 les	 symptômes.	 Les	

patients	ont	alors	besoin	de	procédures	chirurgicales	.Les	côtés	droit	et	gauche	d’un	cœur	défaillant		

pourraient	ne	plus	se	contracter	en	même	temps.	Cela	perturbe	la	pompe	cardiaque.	Afin	de	corriger	

ce	 problème,	 le	 cardiologue	 peut	 implanter	 différents	 dispositifs	mécaniques	 comme	 un	 dispositif	

d’assistance	 	 ventriculaire	 	 gauche	 ,ou	 un	 dispositif	 de	 resynchronisation	 cardiaque,	 un	 type	 de	

stimulateur	cardiaque	particulier	qui	aide	les	deux	parties	du	cœur	à	se	contracter	simultanément	ce	

qui	amortit	A	terme,	en	case	de	décompensation	sévère	non	corrigible	par	les	dispositifs	médicaux,	

notamment	 dans	 les	 cardiomyopathies	 dilatées	 en	 phase	 terminale,	 la	 seule	 issue	 	 reste	 la	

transplantation	cardiaque.		

Prévalence	et	coûts	socio-économiques	de	l’insuffisance	cardiaque	

La	 prévalence	 de	 l’IC	 constitue	 1-2%	 de	 la	 population	 adulte	 dans	 les	 pays	 développés,	 et	

atteint	>10%	chez	les	personnes	ayant	>70	ans(Ceia	et	al.	2002;	Mosterd	and	Hoes	2007).		

Le	 risque	 à	 vie	 de	 l’IC	 à	 l’âge	 de	 55	 ans	 est	 de	 33%	 chez	 les	 hommes	 et	 28%	 chez	 les	

femmes(Bleumink	et	al.	2004).	La	proportion	de	patients	avec	IC	à	FE	réduite,	varie	entre	22	et	73%,	

dépendant	 de	 la	 définition	 appliquée,	 du	 cadre	 technique	 (les	 premiers	 soins,	 clinique	 hospitalier,	

admission	hospitalière),	de	l’âge	et	du	sexe	de	la	population	étudiée,	de	l’occurrence	d’un	infarctus	

de	myocarde	précédent	 le	diagnostic	et	 surtout	de	 l’année	de	publication	 (Hellermann	et	al.	2003;	

van	Riet	et	al.	2014).		

Aujourd’hui,	 l’IC	 représente	 un	 véritable	 problème	 de	 santé	 publique.	 17.5	 Millions	 de	

personnes	 meurent	 chaque	 année	 de	 maladies	 cardiovasculaires,	 ce	 qui	 équivaut	 à	 ~31%	 de	 la	

totalité	des	décès	dans	le	monde.	Plus	de	75%	des	décès	dus	aux	maladies	cardiovasculaires	ont	lieu	

dans	les	pays	aux	revenus	bas	ou	intermédiaires.	80%	des	décès	dus	aux	maladies	cardiovasculaires	

sont	dus	à	des	 crises	 cardiaques	 	ou	des	accidents	vasculaires	 cérébraux	 (Heidenreich	et	al.	2013).	

L’AHA	estime	que	le	nombre	de	ces	patients	augmentera	de	25%	en	2030.	Plus	de	40%	des	patients	
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d’IC	décèdent	dans	l’année	suivant	la	première	hospitalisation	(Clegg	et	al.	2007).	En	France,	environ	

150	000	personnes	souffrent	d’IC	avancée.	

Alors	 que	 l'Afrique,	 l'Asie,	 le	 Moyen-Orient	 et	 l'Amérique	 du	 Sud	 ont	 la	 majorité	 de	 la	

population	 mondiale,	 la	 plupart	 des	 informations	 sur	 l’IC	 provient	 de	 l'Amérique	 du	 Nord	 et	 de	

l’Europe	 (Cleland	 et	 al.	 2003;	 Bhatia	 et	 al.	 2006;	 Fonarow	 et	 al.	 2010).	 Cependant,	 des	 données	

dispersées	 de	 chaque	 région	 sont	 disponibles;	 par	 exemple,	 la	 prévalence	 de	 l’IC	 à	 Oman	 est	 de	

0.51%	(Agarwal	et	al.	2001).	Au	Liban,	la	prévalence	de	l’IC	en	2012	était	de	1.8%	(Tatari	et	al.	2015).	

En	conséquence,	le	coût	est	de	plus	en	plus	élevé	pour	la	collectivité,	70%	des	dépenses	sont	

liées	 aux	 hospitalisations	 répétées,	 60	 à	 90%	 du	 coût	 total	 est	 imputable	 aux	 patients	 en	 phase	

terminale.	L’AHA	annonce	un	triplement	des	coûts	directs	 liés	à	 l’insuffisance	cardiaque	entre	2010	

et	2030	(Stewart	et	al.	2001).	Les	coûts	imputables	à	l’insuffisance	cardiaque	étaient	de	39	milliards	

de	dollars	aux	Etats-Unis	en	2006	(Roger	et	al.	2011).	Les	coûts	directs	des	patients	en	phase	avancée	

étaient	de	1,6	milliards	d’euros	en	France	en	2007	et	le	coût	total	des	soins	de	santé	cardiovasculaire	

au	Liban	était	de	104	millions	de	dollars	en	2012	(Tatari	et	al.	2015).	

En	dépit	des	progrès	majeurs	en	pharmacothérapie,	notre	compréhension	des	mécanismes		

pathologiques	 sous-jacents	 des	 points	 de	 vue	 épidémiologiques,	 cliniques,	 physiopathologiques,	

moléculaires	et	génétiques	reste	incomplète.		

	

Fonction	cardiaque	et	Remodelage		

Le	cœur	est	l’organe	central	du	système	cardiovasculaire	et	dont	le	rôle	fondamental	est	de	

pomper	le	sang	afin	de	fournir	l’oxygène	et	les	nutriments	aux	organes	et	de	transporter	le	dioxyde	

de	 carbone	 vers	 les	 poumons.	On	 distingue	 deux	 circulations;	 la	 petite	 circulation	 qui	 constitue	 le	

passage	 du	 sang	 du	 cœur	 droit	 au	 cœur	 gauche	 en	 passant	 par	 les	 poumons	 dont	 le	 but	 est	

d’oxygéner	le	sang	et	le	transport	de	celui-ci	du	«cœur	gauche»	vers	le	«cœur	droit»	en	passant	par	

les	 organes,	 correspond	 	 pour	 sa	 part,	 à	 la	 «circulation	 systémique»	 qui	 vise	 à	 approvisionner	 en	

oxygène	et	en	nutriments	les	différents	organes	de	l’organisme	(Figure	1).	
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Figure	1:	Représentation	schématique	du	cœur	et	de	la	circulation	sanguine	à	travers	l’organisme	

	

La	 succession	 d’une	 systole	 ventriculaire	 et	 d’une	 diastole	 ventriculaire,	 forme	 un	 cycle	

cardiaque.	L’activité	électrique	périodique	engendre	l’activité	mécanique,	dominée	par	la	contraction	

puis	la	relaxation	des	ventricules.	La	contraction	des	deux	ventricules	est	synchrone	et	dure	environ	

un	tiers	de	seconde	au	repos.	Son	début	coïncide	avec	la	fermeture	des	valves	auriculo-ventriculaires	

suivie	de	l’ouverture	des	sigmoïdes	aortiques	et	pulmonaires.	Pendant	la	systole,	les	pressions	intra-

ventriculaires	 augmentent	 fortement,	 ce	 qui	 permet	 l’éjection	 du	 sang	 du	 ventricule	 droit	 vers	

l’artère	pulmonaire	et	celle	du	sang	du	ventricule	gauche	vers	l’aorte	(Figure	1).	Les	valves	auriculo-

ventriculaires	étant	fermées,	il	n’y	a	pas	de	reflux	vers	les	oreillettes.	La	qualité	de	l’éjection	sanguine	

systolique	dépend	de:	

-La	 contractilité	 du	 myocarde	 ventriculaire,	 propriété	 intrinsèque	 des	 cellules	 myocardiques	 qui	

s’altère	au	cours	des	cardiopathies,	

-La	pré-charge	ventriculaire,	

-La	post-charge	ventriculaire.	

En	fin	de	systole,	la	contraction	ventriculaire	diminue	rapidement,	puis	apparaît	la	diastole.	

Pendant	 la	diastole,	 les	pressions	 intra-ventriculaires	deviennent	plus	 faibles	que	celles	des	

oreillettes.	Les	valves	auriculo-ventriculaires	s’ouvrent	alors	qu’au	contraire,	les	sigmoïdes	aortiques	

et	pulmonaires	se	ferment.	Le	sang	provenant	du	retour	veineux	par	les	oreillettes	peut	alors	remplir	
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les	ventricules,	sans	que	le	sang	déjà	éjecté	n’y	reflue.	La	durée	de	la	diastole	est	normalement	plus	

longue	que	 la	systole,	mais	se	raccourcit	 lorsque	 la	 fréquence	cardiaque	s’accélère.	 La	diastole	est,	

comme	la	systole,	un	phénomène	actif	et	consomme	de	l’énergie.	En	fin	de	diastole,	 la	contraction	

des	oreillettes	(systole	auriculaire)	contribue	au	remplissage	ventriculaire.	

Remodelage	cardiaque	

En	réponse	à	une	surcharge	de	travail,	typiquement	causée	par	une	stimulation	pathologique	

ou	physiologique,	le	cœur	subit	un	remodelage	dit	remodelage	cardiaque.	Le	remodelage	cardiaque	

est	généralement	considéré	comme	déterminant	de	 l’évolution	clinique	de	 l’IC.	 Il	est	défini	comme	

modifications	 de	 l’expression	 génomique	 ou	 des	 modifications	 moléculaires,	 cellulaires	 et	

interstitielles	manifestées	 cliniquement	 par	 des	 changements	 de	 taille,	 forme	 et	 fonction	 du	 cœur	

suite	à	une	lésion	ou	surcharge	de	pression.	Le	remodelage	cardiaque	est	influencé	par	la	surcharge	

hémodynamique,	l’activation	neuro-hormonale	et	d’autres	facteurs	toujours	sous	enquête.	

Bien	 que	 les	 patients	 ayant	 un	 remodelage	 cardiaque	 majeur,	 montrent	 une	 altération	

progressive	 de	 la	 fonction	 cardiaque,	 le	 ralentissement	 ou	 l’arrêt	 du	 remodelage	 cardiaque	 est	

devenu	un	objectif	de	la	thérapie	de	l’IC.	On	peut	également	définir	le	remodelage	cardiaque	comme	

une	adaptation	du	myocarde	destinée	à	 rétablir	une	économie	musculaire	normale	en	 rétablissant	

l’expression	du	programme	fœtal	après	un	infarctus	ou	au	cours	d’une	hypertension	artérielle.	

Le	 RC	 peut	 être	 décrit	 comme	 condition	 physiologique	 qui	 constitue	 des	 changements	

compensatoires	au	niveau	de	la	proportion	et	de	la	fonction	du	cœur,	vu	chez	les	athlètes.	Ou	bien,	il	

peut	être	décrit	comme	une	condition	pathologique	qui	peut	avoir	lieu	au	cours	du	vieillissement	ou	

suite	 à	 un	 infarctus	 du	 myocarde	 (IM),	 une	 surcharge	 hémodynamique	 (sténose	 aortique,	

hypertension),	 une	 maladie	 cardiaque	 inflammatoire	 (myocardites),	 une	 cardiomyopathie	 dilatée	

idiopathique	 ou	 une	 surcharge	 de	 volume	 (régurgitation	 valvulaire).	 Bien	 que	 les	 étiologies	 de	 ces	

maladies	soient	différentes,	elles	partagent	différentes	voies	en	termes	d’événements	moléculaires,	

biochimiques	et	mécaniques(Cohn	et	al.	2000).	Il	peut	aussi	être	d’origine	génétique.	

	

A. Remodelage	structural	et	fibrose	

1. Organe:	hypertrophie	concentrique	versus	excentrique	(CMH	et	CMD)	

Le	 cœur	a	 la	 capacité	d’augmenter	 sa	 taille,	 et	 selon	 le	 stimulus,	 cela	 résulte	en	une	hypertrophie	

physiologique	 ou	 pathologique.	 L’hypertrophie	 en	 elle-même	 augmente	 le	 stress	 de	 la	 paroi	

ventriculaire	en	augmentant	l’épaisseur	de	cette	paroi.	Elle	suit	la	loi	de	Laplace:	le	stress	de	la	paroi	
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(ou	tension)	est	inversement	proportionnel	à	l’épaisseur	de	la	paroi	(tension=	(pression	×	radius)/	(2	

×	épaisseur	de	la	paroi).	

L’hypertrophie	 cardiaque	 physiologique	 entraine	 	 la	 croissance	 normale	 du	 cœur	 de	 la	 naissance	

jusqu’au	début	 de	 l’âge	 adulte	 (dite	 hypertrophie	 post-natale),	 la	 croissance	du	 cœur	maternel	 au	

cours	de	 la	grossesse,	et	 la	croissance	du	cœur	chez	 les	athlètes	 résultant	de	 l’exercice	extrême	et	

répétitif.	Dans	ce	cas	d’hypertrophie,	le	cœur	ne	développe	pas	de	maladie.	

Un	 cœur	 subissant	 une	 hypertrophie	 physiologique	 a	 une	 perfusion	 vasculaire	 et	 un	métabolisme	

améliorés	 et	 le	 processus	 de	 croissance	 est	 initié	 par	 des	 voies	 moléculaires	 spécifiques	 de	

l’hypertrophie	physiologique	(Maillet	et	al.	2013).	

	

L’hypertrophie	cardiaque	pathologique	quant	à	elle,	a	lieu	généralement	en	réponse	à	des	conditions	

pathologiques	 comme	 l’hypertension	 et	 l’infarctus	 du	 myocarde	 ou	 une	 maladie	 des	 artères	

coronaires	 qui	 favorise	 éventuellement	 le	 remodelage	 ventriculaire,	 la	 dilatation,	 la	 fibrose	 et	 une	

diminution	du	débit	cardiaque.	

La	 surcharge	 de	 pression	 et	 de	 volume	 résultent	 en	 une	 hypertrophie	 concentrique	 et	

excentrique	 des	 chambres	 ventriculaires	 avec	 respectivement	 une	 réplication	 des	 sarcomères	 en	

parallèle	ou	en	série.	Ces	modèles	divergents	d’hypertrophie	ont	été	liés	il	y	a	40	ans	à	des	tensions	

de	 paroi	 différentes	 dans	 les	 deux	 conditions,	 avec	 un	 stress	 de	 paroi	 systolique	 suscitant	 la	

réplication	parallèle	des	 sarcomères	et	 la	 tension	de	paroi	diastolique,	 la	 réplication	en	 séries.	Ces	

observations	 sont	 pertinentes	 pour	 la	 pratique	 clinique,	 puisqu’elles	 concernent	 l’hypertrophie	

excessive	 et	 la	 dysfonction	 contractile	 régulièrement	 observée	 chez	 les	 patients	 avec	 sténose	

aortique.	Les	mécanismes	de	détection	du	stress	dans	 les	cardiomyocytes	et	 l’activation	de	 la	mort	

de	 cardiomyocyte	 par	 le	 stress	 de	 paroi	 élevé	 continue	 à	 intriguer	 les	 scientifiques	 en	 recherche	

cardiovasculaire.	

La	 surcharge	 de	 pression	 entraine	 habituellement	 une	 hypertrophie	 concentrique	 avec	 un	

ratio	h/R	élevé	 (l’épaisseur	de	 la	paroi	/rayon	du	VG).	Alors	que	 la	surcharge	de	volume	déclenche	

l’hypertrophie	 excentrique	 avec	 un	 ratio	 h/R	 normal.	 L’hypertrophie	 concentrique	 a	 été	 donc	

considérée	 comme	 mécanisme	 adaptatif,	 qui	 empêche	 l’excès	 de	 post-charge	 pour	 éviter	 le	

raccourcissement	myocardique.	En	revanche,	l’hypertrophie	excentrique,	observée	chez	les	patients	

avec	régurgitation	mitrale	ou	aortique,	corrige	la	tension	systolique	de	la	paroi	du	VG	mais	ne	réussit	

pas	à	normaliser	la	tension	diastolique	de	la	paroi	du	VG.	
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Dans	l’hypertrophie	ventriculaire	concentrique,	les	cardiomyocytes	croissent	principalement	

direction	 transversale	 et	 moins	 en	 longueur,	 alors	 que	 dans	 l’hypertrophie	 excentrique,	 les	

cardiomyocytes	 poussent	 principalement	 dans	 la	 direction	 longitudinale	 et	 peu	 dans	 la	 direction	

transversale	(Grossman	and	Paulus	2013)(Figure	2).	

	

Figure	2:	Représentation	schématique	des	différentes	formes	de	remodelage	morphologique	de	la	

cellule	cardiaque.	

L’hypertrophie	excentrique	non	pathologique,	caractérisée	par	une	augmentation	du	volume	

ventriculaire	avec	une	croissance	coordonnée	de	la	paroi	du	ventricule	et	de	l’épaisseur	du	septum,	

peut	conduire	sous	conditions	pathologiques	(infarctus	du	myocarde)	à	une	dilatation	et	parfois	un	

amincissement	 de	 la	 paroi	 (diminution	 du	 ratio	 h/R)	 avec	 un	 allongement	 des	 cardiomyocytes	

aboutissant	à	une	cardiomyopathie	dilatée	(CMD).	

La	stimulation	physiologique	(grossesse	ou	exercice	d’endurance)	pourrait	de	même	induire	

une	forme	moins	prononcée	d’hypertrophie	excentrique	(Heineke	and	Molkentin	2006).	

La	CMD	constitue	une	forme	d’insuffisance	cardiaque	associée	à	une	dilatation	du	ventricule	

gauche	 menant	 à	 une	 dysfonction	 systolique	 sévère	 (fraction	 d’éjection<0,45	 ou	 taux	 de	

raccourcissement<0,30).	 La	 CMD	 acquise	 peut	 se	 développer	 secondairement	 à	 remodelage	 post-

infarctus	(CMD	ischémique)	ou	en	réponse	à	l’hypertension	essentielle,	notamment	chez	le	sujet	âgé.	

Le	 diabète	 constitue	 un	 facteur	 de	 risque	 de	 développement	 d’une	 CMD	 quoiqu’il	 puisse	 aussi	

évoluer	 vers	 la	 CMH	 chez	 certains	 individus(Seferovic	 and	 Paulus	 2015).	 Les	 causes	 de	 la	 CMD	

peuvent	 aussi	 être	 environnementales,	 suite	 à	 l’exposition	 à	 des	 toxines	 comme	 l’alcool	 ou	 les	

anthracyclines,	ou	une	infection	entérovirale	(myocardite).	Enfin	les	causes	génétiques	sont	majeures	

dans	ce	type	de	remodelage	représentant	près	de	30%	des	cas.	Des	mutations	dans	plus	de	30	gènes	

codant	 pour	 la	 plupart	 des	 protéines	 du	 cytosquelette	 ou	 du	 sarcomère	mais	 aussi	 dans	 certaines	
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Hypertrophie 
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protéines	chaperonnes	qui	ont	été	 identifiées	dans	 les	 formes	monogéniques	de	CMD(Villard	et	al.	

2011).	 Toutes	 les	 formes	 de	 CMD	 sont,	 au	 stade	 final	 de	 l’évolution	 vers	 l’insuffisance	 cardiaque,	

caractérisées	par	des	altérations	majeures	du	métabolisme	énergétique	dans	le	myocarde	et	de	fait,	

la	CMD	est	aussi	une	manifestation	possible	des	maladies	mitochondriales(Wahbi	et	al.	2015).	

	

On	diagnostique	une	cardiomyopathie	hypertrophique	(CMH)	lorsqu’il	y	a	une	augmentation	

de	l’épaisseur	de	la	paroi	ventriculaire	destinée	à	compenser	une	hypertension	ou	une	zone	lésée	et	

les	cardiomyocytes	individuels	augmentent	typiquement	en	épaisseur	plutôt	qu’en	longueur,	ce	type	

de	 remodelage	 a	 survient	 habituellement	 en	 raison	 des	 conditions	 pathologiques	 comme	

l’hypertension	 chronique	 ou	 bien	 une	 sténose	 valvulaire,	 on	 parle	 donc	 de	 cardiomyopathie	

hypertrophique	 (CMH).	La	 	CMH	est	une	maladie	de	 la	structure	de	 la	cellule	cardiaque.	Le	muscle	

devient	hypertrophié	(épaissi)	et	ses	cellules	ont	une	structure	anormale.	Elle	peut	se	développer	à	

tout	âge,	particulièrement	à	l'adolescence	et	au	début	de	l'âge	adulte.	La	CMH	est	la	cause	première	

de	mort	subite	chez	les	jeunes	de	moins	de	40	ans.		L’entrainement	à	l’exercice	isométrique	comme	

la	 lutte	 ou	 la	musculation,	 induit	 également	 une	 forme	moins	 sévère	 d’hypertrophie	 concentrique	

non	pathologique.	 Le	 cœur	 peut	 passer	 d’un	 état	 normal	 à	 un	 état	 hypertrophique	physiologique.	

Ces	 modifications	 constituent	 une	 adaptation	 à	 la	 demande	 physiologique	 et	 sont	 considérées	

comme	 réversibles	 (Maillet	 et	 al.	 2013).	 Cependant	 chez	 certains	 athlètes,	 la	 réversion	 à	 une	

morphologie	 cardiaque	 «normale»	 n’est	 pas	 systématique	 après	 la	 retraite	 sportive	 (Lindsay	 and	

Dunn	 2007).	 La	 CMH	 pathologique	 n’est	 pas	 facilement	 réversible	 et	 peut	 conduire	 au	

développement	 d’une	 insuffisance	 cardiaque	 après	 une	 phase	 de	 transition	 qualifiée	 de	

décompensation	(Figure	3).	

	



 19 

	

Figure	3:	Remodelage	physiologique	et	remodelage	pathologique	du	VG	(Weeks	and	McMullen	2011)	

	

Dans	ce	 type	de	 remodelage,	 l’épaississement	du	myocarde	altère	 les	 fonctions	systoliques	

sans	 nécessairement	 affecter	 drastiquement	 la	 fraction	 d’éjection,	 mais	 le	 plus	 souvent	 altère	 la	

fonction	 diastolique,	 affectant	 notamment	 la	 vitesse	 de	 relaxation.	 Ces	 modifications	 peuvent	

augmenter	 la	 pression	 artérielle	 dans	 les	 ventricules	 et	 les	 vaisseaux	 sanguins	 des	 poumons	 et	

affectent	 la	 survie	 et	 la	 morphologie	 des	 cardiomyocytes.	 Cela	 peut	 perturber	 la	 conduction	 des	

signaux	électriques	dans	le	cœur	et	entraîner	des	arythmies.	

Il	y	également	des	altérations	caractéristiques	du	métabolisme	énergétique	cardiaque	dans	la	

CMH.	En	général,	le	processus	d’hypertrophie	se	traduit	dans	la	phase	précoce	par	une	augmentation	

de	l’absorption	du	glucose	et	de	la	glycolyse,	mais	dans	la	phase	tardive	de	l’insuffisance	cardiaque	

on	observe	une	diminution	du	métabolisme	oxydatif	des	acides	gras	et	du	glucose.	(Kolwicz	and	Tian	

2011).	Une	des	enzymes	clés	de	la	régulation	du	métabolisme	énergétique	cardiaque	dont	l’activité	

altérée	 peut	 mener	 au	 développement	 d’une	 cardiomyopathie	 hypertrophique	 est	 l’AMPK,	 une	

kinase	 impliquée	dans	 la	 réponse	 au	 stress	 énergétique	 et	 son	 activation	 est	 capable	 de	 limiter	 le	

développement	de	 l’hypertrophie	cardiaque	 induite	par	 l’isoproténérol	(Zarrinpashneh	et	al.	2008).	

Des	 études	 récentes	 chez	 l’homme	 et	 les	 rongeurs,	 montrent	 que	 des	 mutations	 de	 l’AMPK	

entrainent	le	développement	d’une	forme	distincte	de	CMH	qui	n’est	pas	associée	au	myocyte	et	à	la	

fibrose	cardiaque	(Taha	and	Lopaschuk	2007).	
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2. Cardiomyocyte:	structure	cellulaire	et	signalisation	

Les	 cardiomyocytes,	 qui	 représentent	 85%	 de	 la	 masse	 cardiaque,	 sont	 les	 cellules	

contractiles	du	cœur,	et	ils	contiennent	une	série	d’unités	contractiles	appelées	sarcomères.	

Différemment	 des	 autres	 types	 cellulaires	 composant	 le	 cœur	 (cellules	 endothéliales,	

fibroblastes,	 cellules	 immunitaires	 et	 cellules	 pro	 génitrices),	 les	 cardiomyocytes	 chez	 les	

mammifères	 sont	 complètement	 différenciés	 juste	 après	 la	 naissance	 et	 majoritairement	 perdent	

leur	capacité	à	proliférer,	bien	qu’une	petite	proportion	de	cardiomyocytes	se	renouvelle	au	cours	de	

la	vie.	En	conséquence,	si	la	masse	cardiaque	peut-être	augmentée	en	partie	par	la	prolifération	des	

fibroblastes,	 et	 par	 l’activité	 des	 cellules	 pro	 génitrices	 qui	 permettraient	 renouvellement	 de	

quelques	cardiomyocytes,	cette	dernière	contribution	étant	très	limité,	l’augmentation	de	la	masse	a	

lieu	principalement	suite	à	l’hypertrophie	individuelle	des	cardiomyocytes.	

Le	 myocyte	 constitue	 le	 type	 cellulaire	 cardiaque	 majeur	 impliqué	 dans	 le	 remodelage	

cardiaque	 avec	 les	 fibroblastes	 cardiaques,	 impactant	 le	 collagène	 dans	 l’interstitium,	 et	 la	

vascularisation	 coronaire.	 Des	 processus	 pertinents	 impliquent	 aussi	 l’ischémie,	 la	 nécrose	 et	

l’apoptose.	

Dans	 le	 cœur	embryonnaire,	 évoluant	d’un	 tube	pulsatile	 à	une	 structure	à	4	 chambres	 se	

contractant	 de	 façon	 cyclique,	 les	 forces	 mécaniques	 variant	 en	 amplitude	 et	 en	 fréquence	 sont	

imposées	sur		les	cardiomyocytes	en	cours	de	maturation,	au	cours	du	développement	(Taber	2001;	

Jacot	et	al.	2010).	

Des	 altérations	 régionales	 de	 la	 forme	 cellulaire	 ont	 été	 observées	 et	 considérées	 comme	

contribuant	à	la	morphologie	globale	émergente	(Sheehy	et	al.	2012).	Les	interactions	entre	les	CM	

et	 la	 MEC	 causent	 des	 changements	 dans	 la	 morphologie	 cellulaire	 qui	 dirige	 l’orientation	 des	

filaments	d’actine,	l’organisation	du	sarcomère	et	la	myofibrillogenèse	in	vitro	(Bray	et	al.	2008).	Des	

études	 sur	 des	 CM	 en	 culture	 ont	 montré	 que	 la	 morphologie	 influence	 aussi	 un	 nombre	 de	

propriétés	 fonctionnelles,	 comme	 les	 courants	 d’ions,	 la	 dynamique	 du	 calcium	 et	 la	 contractilité	

suggérant	que	 c’est	un	paramètre	 important	 à	prendre	en	 considération	 lors	de	 la	 conception	des	

constructions	de	tissus	artificiels	(Walsh	and	Parks	2002;	Yin	et	al.	2004;	Alford	et	al.	2011;	Pong	et	al.	

2011).	

Les	cardiomyocytes	sont	constamment	soumis	à	des	forces	de	stretch	physiques	résultant	de	

l’activité	contractile	du	cœur,	présentant	la	possibilité	que	le	mouvement	(contraction)	du	myocarde	

pourrait	 activer	 des	 voies	 de	 signalisation	 sensitives	 qui	 affectent	 les	 caractéristiques	 des	 cellules	

cardiaques	 (Trepat	 et	 al.	 2007).	 L’étirement	 pulsatile	 est	 capable	 de	 promouvoir	 l’alignement	
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parallèle	 des	myocytes	 de	 ventricules	 des	 nouveaux	 nés	 de	 rats	 (MVNR)	 et	 induit	 la	 signalisation	

mécano-transductive	 via	 l’interaction	 intégrine	 β1-MEC	 qui	 est	 responsable	 de	 l’induction	 de	

l’expression	 de	 la	 N-cadhérine	 et	 de	 la	 connexine	 43	 	 via	 l’activation	 des	 voies	 FAK	 et	 ERK1/2	

(Shanker	 et	 al.	 2005;	 Yamada	 et	 al.	 2005;	 Salameh	 et	 al.	 2010).	 Le	 niveau	 d’expression	 de	 gènes	

associés	au	phénotype	hypertrophique	et	l’isoforme	de	la	chaine	lourde	de	la	myosine		est	augmenté	

dans	 les	 cultures	 de	MVNRs	 exposées	 à	 un	 étirement	 pulsatile	 (Cadre	 et	 al.	 1998;	 Gopalan	 et	 al.	

2003;	 Frank	 et	 al.	 2008).	 Toutes	 ces	 études	 montrent	 que	 les	 propriétés	 mécaniques	 du	

microenvironnement	cellulaire	contribuent	à	la	maturation	fonctionnelle	du	myocarde.	Le	myocarde	

en	 fonction	 est	 composé	 de	 myocytes	 en	 forme	 rectangulaire,	 dite	 «Rod	 Shaped»	 (Figure	 4),	

organisés	en	un	arrangement	 laminaire	qui	 sert	à	optimiser	 la	production	de	 forces	 sarcomériques	

coopératives.	

	

Figure	4:	Cardiomyocytes	isolés	de	souris	adulte.	Image	confocale	montrant	l'actine	F	(en	rouge)	et	
les	noyaux	(en	bleu).	

	

Le	 système	 cardiovasculaire	 est	 un	 système	 très	 complexe	 et	 bien	organisé,	 dans	 lequel	 la	

transduction	de	signal	 joue	un	rôle	critique	aux	niveaux	physiologiques	et	pathophysiologiques.	Les	

éléments	 cellulaires	 du	 cœur	 	 et	 de	 la	 paroi	 vasculaire	 sont	 équipés	 avec	 une	 série	 de	 récepteurs	

spécifiques	 et	 une	 machinerie	 intracellulaire	 complexe	 qui	 facilite	 et	 conduit	 des	 réponses	

appropriées	 aux	 stimuli	 extracellulaires.	 La	 compréhension	 des	 mécanismes	 à	 travers	 lesquels	 les	

stimuli	extracellulaires	modifient	les	fonctions	des	cellules	dans	le	cœur	et	la	paroi	vasculaire,	donne	

des	 indications	 importantes	 sur	 la	 façon	 dont	 les	 perturbations	 des	 systèmes	 de	 signalisation	

pourraient	causer	des	situations	pathologiques	(Wheeler-Jones	2005).	
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a) Activation	neurohormonale:	catécholamine,	rénine	angiotensine	aldostérone	

Le	système	rénine	angiotensine	aldostérone	(RAAS)	est	fortement	activé	durant	l’insuffisance	

cardiaque	et	 joue	un	rôle	 important	dans	 le	RC,	et	 il	constitue	une	des	réponses	compensatoires	 la	

plus	commune	(Hartupee	and	Mann	2016).	Il	est	indépendant	de	l’axe	hypotalamo-hypophysaire.	Le	

stimulus	 majeur	 pour	 l’activation	 du	 RAAS	 est	 la	 diminution	 de	 la	 pression	 sanguine	 systémique	

associée	à	une	diminution	du	débit	cardiaque	suite	à	une	lésion	(Dzau	et	al.	1981).	

	

Cette	lésion	peut	être	une	lésion	aigue	dans	le	myocarde,	comme	l’infarctus	du	myocarde;	ou	

bien	 une	 lésion	 se	 développant	 lentement,	 comme	 avec	 la	 surcharge	 hémodynamique	 sur	 long	

terme;	 ou	 bien	 en	 réponse	 à	 des	 variations	 génétique	 qui	 perturbent	 la	 fonction	 contractile.	 Les	

changements	circulatoires	qui	découlent	de	l’altération	de	la	fonction	de	la	pompe	myocardique	sont	

détectés	 par	 les	 barorécepteurs	 artériels	 périphériques.	 Ces	 altérations	 travaillent	 collectivement	

pour	maintenir	 l’homéostasie	cardiovasculaire.	Les	mécanismes	compensatoires	qui	ont	été	décrits	

incluent:	l’activation	du	SNS	et	RAAS	qui	maintiennent	le	débit	cardiaque	par	une	augmentation	de	la	

rétention	d’eau	et	de	sel,	de	 la	vasoconstriction	artérielle	périphérique	et	de	 la	contractilité	et	des	

médiateurs	inflammatoires	(Mann	2015)	qui	sont	impliqués	dans	la	réparation	cardiaque.	

	

Collectivement,	on	appelle	ces	réponses	«	activation	neurohormonale»	(Rouleau	et	al.	1991).	

Elles	 sont	 dites	 neurohormones	 parce	 qu’elles	 sont	 des	 molécules	 impliquées	 dans	 la	

pathophysiologie	 de	 l’IC	 avec	 FE	 réduite	 qui	 sont	 produites	 par	 le	 système	 neuroendocrine	 et	

affectent	le	cœur	de	manière	endocrine.		

Le	 RAAS	 est	 contrôlé	 par	 la	 rénine,	 une	 enzyme	 d’origine	 rénale.	 Le	 mécanisme	 de	

production	 de	 rénine	 par	 le	 rein	 est	 contrôlé	 par	 le	 système	 nerveux	 sympathique	 et	 donc	 par	

sécrétion	 de	 noradrénaline	 et	 d’adrénaline.	 Lors	 d’une	 augmentation	 du	 tonus	 sympathique,	 donc	

une	augmentation	de	sécrétion	de	catécholamines	et	d’adrénaline	par	ses	 terminaisons	nerveuses,	

on	a	une	augmentation	de	 la	synthèse	et	de	 la	sécrétion	de	 la	 rénine,	 il	en	va	de	même	 lorsque	 la	

natrémie	baisse	ou	la	kaliémie	augmente.	

La	 rénine	 clive	 le	précurseur	«angiotensinogène»	produit	par	 le	 foie	pour	donner	de	 l’AngI	

(angiotensine	 I).	 Ni	 le	 précurseur,	 ni	 l’AngI	 n’ont	 une	 activité	 biologique	 puisqu’ils	 ne	 possèdent	

aucune	affinité	spécifique	pour	un	récepteur.	L’AngI	est	convertie	par	 l’ACE	(enzyme	de	conversion	

de	 l’angiotensine)	 en	 AngII	 composée	 de	 8	 acides	 aminés	 qui	 agit	 sur	 le	 cortex	 des	 glandes	

surrénales.	 Il	 existe	 trois	 zones	 du	 cortex	 surrénalien,	 glucocorticoïdes	 corticostérone,	 la	 réticule	

(androgènes)	et	la	glomérulaire	cible	de	AngII	et	qui	va	produire	le	minéral	corticoïde,	l’aldostérone	

qui	agit	au	niveau	du	rein	et	favorise	la	réabsorption	du	Na	et	l’excrétion	du	K.	
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Il	 existe	 un	 rétrocontrôle	 exercé	 par	 la	 concentration	 plasmatique	 de	 Na	 et	 Ka	 quand	 la	

natrémie	 augmente.	 Par	 ailleurs,	 il	 existe	 un	 contrôle	 par	 AngII	 qui	 freine	 ce	 système.	 Le	 cœur	

sécrète	 des	 peptides	 comme	 le	 peptide	 atrial	 natriurétique	 (ANF)	 et	 d’autres	 peptides	 de	 même	

fonction,	comme	le	BNP	(brain	natriuretic	peptide),	sont	secrétés	par	des	myocytes	«spécialisés»	de	

la	paroi	atriale,	en	réponse	aux	 forces	de	distension	de	 la	paroi	de	 l’atrium	(donc	sous	 l’effet	de	 la	

pression	veineuse	centrale).	L’ANF	a	pour	effet	principal	d’augmenter	l’excrétion	urinaire	de	sodium,	

et	 donc	 d’accroître	 la	 diurèse	 (par	 élimination	 de	 l’eau	 liée	 au	 sodium)	 et	 le	 BNP	 sécrété	 par	 le	

cerveau	qui	freine	la	synthèse	l’aldostérone	et	la	réabsorption	de	Na	et	l’excrétion	de	K.	

Au	 niveau	 de	 l’homéostasie	 hydro	 électrolytique,	 les	 effets	 de	 ce	 système	 RAAS	 sont	 une	

augmentation	du	volume	plasmatique	par	augmentation	de	la	réabsorption	au	niveau	rénal	d’eau	et	

de	Na	qui	entraine	par	effet	osmotique	une	augmentation	de	la	réabsorption	de	l’eau,	suite	à	cette	

augmentation	 du	 volume	 plasmatique,	 on	 a	 une	 augmentation	 de	 la	 tension	 artérielle	 par	 action	

directe	de	l’ANGII	ayant	des	effets	vasoconstricteurs.	

L’ANGII,	 principale	 composante	 du	 système	 RAAS,	 exerce	 son	 effet	 biologique	 en	 se	 liant		

avec	 une	 affinité	 biologique	 élevée	 à	 deux	 sous	 types	 de	 récepteurs,	 l’AT1R	 (Angiotensin	 II	 type	 1	

receptor)	 et	 l’AT2R	 (Angiotensin	 II	 type	 2	 receptor)	 (de	 Gasparo	 et	 al.	 2000;	 Volpe	 et	 al.	 2003).	

L’heptapeptide	Ang	 (1-7)	 est	 également	 important	 dans	 le	 système	RAAS	 (Carey	 and	 Siragy	 2003).		

Cette	Ang	(1-7)	est	clivée	à	partir	de	l’ANGII	sous	l’action	de	l’ACE2	(Vickers	et	al.	2002).	

Dans	 des	 conditions	 physiologiques	 et	 pathologiques,	 il	 est	 connu	 qu’AT1R	 joue	 un	 rôle	

important	dans	le	système	cardiovasculaire	sous	l’effet	de	l’ANGII.	Alors	que	AT2R	antagonise	l’effet	

de	AT1R	prévenant	du	coup	ses	effets	hypertrophiques	et	angiogéniques	(Levy	2005).	

L’ANGII	exerce	des	effets	sur	différent	niveaux,	au	niveau	rénal,	elle	favorise	la	réabsorption	de	Na	et	

l’excrétion	 de	 protons	 il	 est	 donc	 impliqué	 dans	 la	 régulation	 de	 la	 filtration	 glomérulaire	 qui	 est	

augmentée	 dans	 des	 conditions	 physiologiques.	 L’ANGII	 a	 également	 un	 effet	 physiopathologique,	

c’est	le	rôle	diabétogène,	il	est	clairement	démontré	aussi	bien	par		la	recherche	fondamentale	que	

par	de	très	nombreux	essais	cliniques	que	l’ANGII	diminue	la	sensibilité	à	l’insuline	et	qu’elle	est	en	

grande	partie	responsable	de	l’insulino-résistance	et	du	diabète	de	type	II.	Et	il	a	été	montré	que	les	

antagonistes	de	l’ANGII	peuvent	restaurer	ou	en	tous	les	cas	prévenir	une	insulino-résistance	te	donc	

contribuer	au	traitement	de	diabète	de	type	II	(van	Hateren	et	al.	2015).	

Parmi	les	différents	mécanismes	activés	lorsque	le	cœur	est	insuffisant	en	tant	que	pompe,	il	

y	 a	 une	 augmentation	 de	 la	 résistance	 vasculaire	 périphérique	 et	 une	 expansion	 du	 fluide	

extracellulaire	périphérique	suite	à	la	rétention	hydrosodique	(Figure	5).	
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Figure	5:	Système	rénine	angiotensine	aldostérone	
(Bernardi	et	al.	2016)	

 

Le		système	RAAS	circulant,	est	un	régulateur	clé	de	la	pression	sanguine	et	de	l’homéostasie	

du	volume	sanguine	chez	 les	mammifères,	et	 son	produit	 l’AngII,	est	 impliqué	dans	 l’hypertension,	

l’hypertrophie	 cardiaque	 et	 vasculaire	 et	 la	 lésion	 rénale.	 Récemment,	 il	 a	 été	 suggéré	 que	 l’AngII	

pourrait	également	avoir	des	effets	directs	sur	le	cœur	y	compris	la	facilitation	de	la	transmission	des	

nerfs	sympathiques,	l’augmentation	de	la	contractilité	cardiaque	et	initiant	le	remodelage	structurale	

résultant	 en	 une	 hypertrophie	 et	 une	 fibrose	 cardiaque	 (Weber	 and	 Brilla	 1991;	 Dostal	 and	 Baker	

1999).	

L’AngII	 joue	un	 rôle	 important	 dans	 l’homéostasie	 cardiovasculaire,	 il	 agit	 comme	agoniste	

vasoactif	et	 induit	 la	contraction	des	vaisseaux	sanguins.	Au	cours	des	années,	 il	a	été	montré	que	

l’Ang	II	joue	un	rôle	aussi	important	dans	l’hypertension,	l’IC,	le	diabète	et	les	réponses	proliférative	

et	inflammatoire.	Toutes	ces	découvertes	ont	permis	le	développement	de	plusieurs	classes	d’agents	

pharmacologiques	 dans	 le	 but	 d’inhiber	 la	 synthèse	 d’AngII	 (les	 inhibiteurs	 des	 ECA)	 ou	 bien	 de	

bloquer	son	action	(les	antagonistes	des	récepteurs	d’AngII).	Ces	agents	sont	largement	utilisés	dans	

le	 	 traitement	 de	 l’hypertension	 et	 de	 l’IC.	 Différentes	 études	 ont	 été	 effectuées	 sur	 des	modèles	

animaux	mettant	en	évidence	les	effets	cellulaires	de	l’AngII.	Les	données	initiales	montrent	 le	rôle	
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particulier	de	ce	peptide	en	tant	que	agoniste	contractile	et	les	signaux	qu’il	 induit	dans	les	cellules	

musculaires	lisses	vasculaires	et	les	cardiomyocytes,	ainsi	que	la	mobilisation	du	Ca2+,	et	l’activation	

de	 la	 protéine	 kinase	 C.	 Il	 a	 été	 montré	 que	 l’AngII	 active	 la	 phospholipase	 C,	 résultant	 en	 une	

production	de	l’inositol	triphosphate	et	le	diacylglycérol	qui	sont	responsables	de	la	mobilisation	du	

Ca2+.	Des	études	supplémentaires	sur	des	cultures	de	cellules	musculaires	lisses	montrent	que	l’une	

des	 propriétés	 de	 l’AngII	 est	 qu’il	 agit	 comme	 agoniste	 de	 croissance,	 en	 particulier	 en	 induisant	

l’hypertrophie	cellulaire,	caractérisée	par	une	augmentation	de	la	synthèse	protéique	et	la	taille	des	

cellules	(Taubman	2003).	

	

b) Signalisation	biomécanique	:	sarcomère,	intégrine,	disques	intercalaires	

Sarcomère	

La	 fonction	 contractile	 de	 la	 cellule	 musculaire	 cardiaque	 est	 assurée	 par	 un	 panel	 de	

protéines.	Celles-ci	s’organisent	en	myofibrilles	composées	de	myofilaments	épais	et	fins	associés	à	

des	 protéines	 de	 structure	 et	 de	 régulation.	 La	 base	 de	 l’organisation	 des	 myofibrilles	 est	 le	

sarcomère.	 Ce	 dernier	 constitue	 l’unité	 fonctionnelle	 hautement	 ordonnée	 du	 muscle	 strié.	 La	

longueur	du	sarcomère	au	repos	est	d’environ	2,0	µm	dans	le	cœur	humain	et	2,5	µm	dans	le	muscle	

squelettique	humain.	

	

Les	filaments	épais	sont	essentiellement	formés	de	l’assemblage	régulier	de	molécules	de	myosine	

Chaque	molécule	de	myosine	est	 formée	de	2	chaînes	 lourdes	 identiques	et	de	2	paires	de	

chaînes	 légères.	 Les	deux	chaînes	 lourdes	de	 la	myosine	 sont	accolées	 l’une	à	 l’autre	 :	 leur	 longue	

queue	forme	un	axe	torsadé,	et	 leur	pôle	globulaire	émerge	du	filament	épais	sous	 la	 forme	d’une	

tête	 double.	 L’émergence	 des	 têtes	 de	 myosine	 se	 fait	 selon	 une	 disposition	 générale	 ayant	

l’apparence	d’un	pas	de	vis.	La	partie	distale	des	têtes	de	myosine	possède	deux	sites	de	fixation,	l’un	

pour	 l’ATP	 et	 l’autre	 pour	 l’actine.	 La	 tête	 de	myosine	 possède	 une	 activité	 ATPasique	 activée	 au	

contact	de	l’actine.	Les	disques	M	renferment	des	filaments	de	myomésine	qui	relient	entre	eux	les	

filaments	de	myosine	et	les	maintiennent	groupés	en	faisceaux.	

La	 titine	 (ou	connectine)	est	un	 filament	protéique	qui,	dans	chaque	demi-sarcomère,	 relie	

chaque	filament	épais	à	la	strie	Z.	Composant	«	élastique	»,	elle	maintient	l’alignement	des	filaments	

épais	et	oppose	une	résistance	à	l’étirement	excessif	du	sarcomère.	Elle	s’étend	de	la	strie	Z	jusqu’à	

la	strie	M.	



 26 

Les	filaments	fins	sont	essentiellement	composés	de	polymères	d’actine	

L’actine	 est	 une	 molécule	 polypeptidique	 de	 forme	 globulaire.	 La	 polymérisation	 des	

monomères	d’actine	se	fait	sous	une	forme	filamentaire.	Les	polymères	d’actine	s’accolent	par	deux	

pour	 former	une	 longue	double	hélice.	Les	myofilaments	 fins	sont	 formés	de	 l’association	de	cette	

double	hélice	d’actine	et	de	deux	protéines	régulatrices	:	la	tropomyosine,	dimère	filamenteux	rigide	

de	renforcement,	et	la	troponine,	complexe	de	trois	sous-unités	polypeptidiques	(I,	C	et	T)	disposées	

à	 intervalles	 réguliers	 le	 long	 des	 filaments	 d’actine,	 en	 regard	 de	 chaque	 tête	 de	 myosine,	 et	

impliquées	dans	la	régulation	de	la	contraction	musculaire	par	le	calcium.	

Les	disques	 Z	 sont	 formés	par	 les	 filaments	d’alpha-actinine,	 ils	 servent	 à	 relier	 l’extrémité	

des	 filaments	 fins	 de	 chaque	 sarcomère	 entre	elles	 et	 avec	 les	 extrémités	 des	 filaments	 fins	 du	

sarcomère	 adjacent.	 Ils	 contiennent	 également	 une	 des	 extrémités	 des	 filaments	 de	 titine	 et	 les	

filaments	intermédiaires	de	desmine.	

Les	 costamères,	 analogues	 aux	 contacts	 focaux,	 servent	 à	 attacher	 les	 filaments	 d’actine	

intracellulaires	 aux	 protéines	 de	 la	MEC,	 en	 particulier	 à	 la	 fibronectine,	 dont	 les	 intégrines	 de	 la	

membrane	plasmique	constituent	les	récepteurs.	

	

	

Figure	 6:	 Représentation	 schématique	 d’une	 fibre	 musculaire	 et	 de	 la	 structure	 et	 de	 la	
composition	des	sarcomères	
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La	 contraction	 cardiaque	 résulte	 du	 raccourcissement	 des	 sarcomères.	 Le	 complexe	 des	

troponines	cardiaques	présent	au	niveau	des	 filaments	 fins	 régule	cette	contraction	en	réponse	au	

calcium	(Ca2+).	Brièvement,	la	fixation	du	Ca2+	sur	la	TnC	entraîne	un	changement	conformationnel	du	

complexe	 des	 troponines.	 La	 tropomyosine	 se	 déplace	 et	 libère	 au	 niveau	 de	 l’actine	 le	 site	

d’interaction	avec	la	myosine.	L’interaction	entre	l’actine	et	la	myosine	provoque	un	glissement	des	

filaments	fins	et	ainsi	le	raccourcissement	des	sarcomères	(Ntelios	et	al.	2015)	(Figure	7).	

Ce	glissement	des	filaments	d’actine	sur	les	filaments	de	myosine	résulte	de	la	formation	de	

ponts	actomyosines	(interaction	entre	 les	têtes	globulaires	de	myosine	et	d’actine)	dans	 la	zone	de	

recouvrement	des	filaments	fins	et	épais.	Cette	interaction	active	l’ATPase	de	la	myosine	et	l’énergie	

libérée	 par	 l’hydrolyse	 de	 l’ATP	 est	 rapidement	 convertie	 en	 énergie	 mécanique	 permettant	 le	

pivotement	 de	 la	 tête	 de	 myosine	 capable	 d’exercer	 une	 traction	 sur	 les	 filaments	 fins.	 La	 force	

développée	est	proportionnelle	au	niveau	de	recouvrement	des	filaments	fins	et	épais	et	au	nombre	

de	 ponts	 actomyosine	 formés.	 Ces	 derniers	 oscillent	 entre	 deux	 états	 (faiblement	 ou	 fortement	

attachés)	 en	 fonction	 de	 la	 fixation	 de	 l’ATP,	 de	 son	 hydrolyse	 et	 de	 la	 libération	 de	 phosphte	

inorganique	 (Pi).	 On	 distingue	 alors	 les	 ponts	 d’actomyosine	 faibles	 (ne	 produisant	 pas	 de	 force)	

caractérisés	par	une	oscillation	rapide	entre	les	états	attaché	et	détaché	et	les	ponts	d’actomyosine	

forts	(responsables	de	la	force	produite)	et	caractérisées	par	une	fréquence	d’oscillation	lente	entre	

les	deux	états.	Le	passage	d’un	pont	faible	à	un	pont	fort	se	fait	lors	de	la	libération	de	Pi.	Lorsqu’une	

nouvelle	molécule	d’ATP	se	lie	à	la	myosine,	cette	dernière	se	dissocie	de	l’actine	et	un	nouveau	cycle	

peut	 démarrer.	 La	 force	 unitaire	 développée	 par	 un	 pont	 influence	 la	 production	 de	 force	 et	 les	

cinétiques	 de	 contraction	 et	 de	 relaxation,	 selon	 les	 iso	 formes	 des	 différentes	 protéines	 de	

contraction	et	les	protéines	régulatrices	ou	leur	état	de	phosphorylation	(Schaub	et	al.	2006).	

	

Figure	 7:	 Représentation	 schématique	 des	 processus	 moléculaires	 menant	 à	 la	 contraction	 des	
sarcomères.	
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Les	disques	intercalaires	

Les	 disques	 intercalaires	 sont	 des	 dispositifs	 de	 jonction	 très	 particuliers	 qui	 assurent	 la	

cohésion	 des	 cellules	 myocardiques	 de	 l’ensemble	 du	 myocarde	 et	 permettent	 d’une	 part	 la	

transmission	d’une	cellule	à	 l’autre	de	 la	 tension	développée	par	 la	 contraction	des	myofibrilles	et	

d’autre	part	la	diffusion	rapide	de	l’excitation	d’une	cellule	à	l’autre	à	travers	le	cœur.	Ces	dispositifs	

de	jonction	(ou	«	traits	scalariformes	»	ou	«	disques	intercalaires	»	ou	«	stries	intercalaires	»)	visibles	

en	 MO	 aux	 extrémités	 de	 chaque	 cardiomyocyte	 sous	 la	 forme	 d’un	 trait	 continu	 globalement	

transversal	 mais	 fait	 de	 la	 succession	 alternée	 de	 segments	 transversaux	 et	 de	 segments	

longitudinaux,	 apparaissent	 en	ME	 comme	 constitués	 de	 desmosomes,	 de	 zonula	 adherens	 et	 de	

jonctions	communicantes.	

Les	 desmosomes	 sont	 situés	 indifféremment	 au	 niveau	 des	 portions	 transversales	 ou	

longitudinales	 des	 traits	 scalariformes	 ;	 les	 filaments	 intermédiaires	 de	 desmine	 s’y	 attachent.	 Les	

desmosomes	 permettent	 une	 forte	 adhésion	 des	 cellules	 entre	 elles	 et	 évitent	 ainsi	 que	 les	

contractions	régulièrement	répétées	ne	les	détachent	les	unes	des	autres.	

Les	 zonula	adherens,	 situées	dans	 la	portion	 transversale	des	disques	 intercalaires,	 servent	

également	de	 jonctions	d’ancrage	 cellule-cellule	 et	 constituent	 la	 zone	de	 liaison	 entre	 l’extrémité	

des	filaments	d’actine	des	derniers	sarcomères	des	cellules	myocardiques	contigües.	

Les	jonctions	communicantes,	situées	dans	la	portion	longitudinale	des	disques	intercalaires,	

forment	des	voies	de	faible	résistance	permettant	la	transmission	intercellulaire	directe	des	signaux	

contractiles.	Chaque	 cardiomyocyte	présente	une	dizaine	environ	de	disques	 intercalaires	 avec	 ses	

voisins	 et	 de	 l’ordre	 d’un	 millier	 de	 jonctions	 communicantes	 au	 total,	 chaque	 jonction	

communicante	regroupant	de	nombreux	canaux	intercellulaires	(VOIR	FIGURE	9).	

	

Régulation	du	développement	cardiaque	par	les	intégrines	

Les	 intégrines	 sont	 des	 récepteurs	 trans-membrannaires	 hétérodimériques,	 associés	 non	

covalemment,	ils	sont	composés	de	sous-unités	α	et	β,	les	sous	unités	α	allant	de	120	à	180	kDa	et	

les	 β	 de	 90	 à	 110	 kDa	 (Hynes	 1987;	 Giancotti	 and	 Ruoslahti	 1999).Ils	 se	 lient	 à	 la	 matrice	

extracellulaire	 (MEC)	 et	 au	 cytosquelette	 pour	 assurer	 la	 structure	 et	 la	 fonction	 du	 tissu,	 elles	

représentent	des	mécanorécepteurs	qui	transmettent	les	forces	mécaniques	et	les	changements	de	

la	structure	de	la	MEC	au	cytosquelette	et	vice	versa.	Ainsi,	en	connectant	le	cytosquelette	à	la	MEC	

et	 en	 contrôlant	 les	 interactions	 cellule-matrice,	 les	 intégrines	 donnent	 à	 la	 cellule	 la	 capacité	 de	
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percevoir	 l’environnement,	 de	 répondre	 aux	 changements	 de	 ce	 dernier	 et	 réciproquement	 de	 le	

modifier.	 Chaque	 stimulus	 au	 niveau	 de	 ces	 récepteurs	 membranaires	 et	 au	 niveau	 du	 groupe	

restreint	 de	 protéines	 associées,	 va	 activer	 en	 aval	 les	 voies	 de	 signalisation	 qui	 impliquent	 une	

cascade	 de	 molécules	 responsable	 de	 l’exécution	 du	 programme	 génique	 précis	 tel	 que	

l’hypertrophie	des	 cardiomyocytes.	 Elles	 agissent	 comme	 récepteurs	de	protéines	de	 la	MEC,	 ainsi	

que	 des	 transducteurs	 de	 l’information	 mécanique	 à	 partir	 de	 l’environnement	 cellulaire	 vers	

l’intérieur	de	la	cellule	et	vice	versa	(Inside-out)	(Schwartz	2010)	(Figure	8)	

 

Figure 8: Structure hétérodimérique de l'intégrine 
Les	 sous-unités	 α	 et	 β	 sont	 des	 protéines	 transmembranaires	 avec	 une	 partie	 cytoplasmique	
généralement	courte.	Le	coté	N-terminal	de	la	sous	unité	α	est	composé	de	7	répétitions	(3	ou	4	sites	
de	liaison	aux	cations	divalents).	Les	sous	unités	α	sont	divisées	en	deux	groupes.	Un	groupe	possède	
200	 a.a	 contenant	 un	 site	 d’adhésion	 dépendant	 d’ions	 métal	 (MIDAS)	 et	 le	 deuxième	 groupe	
contenant	 un	 site	 de	 clivage	 post-translationnel,	 qui	 une	 fois	 reconnu	 et	 clivé,	 peut	 convertir	 ces	
sous-unités	 en	des	 dimères	 chaîne	 légère/chaîne	 lourde,	 liées	 ensemble	par	 un	pont	 disulfide.	 Les	
sous-unités	β	contiennent	également	un	domaine	MIDAS.	Le	coté	C-terminal	de	 la	 sous	unité	β	du	
domaine	extracellulaire	contient	4	domaines	riches	en	cystéine,	qui	sont	liés	entre	eux	par	des	pont	
disulfide.	De	nombreux	autres	sites	dans	 les	sous-unités	ont	été	 identifiés	par	une	combinaison	de	
mutagenèse,	 de	 formation	 de	 chimères,	 des	 études	 de	 liaison	 d’anticorps.	 Ceux	 là	 incluent	 des	
régions	critiques	pour	la	dimérisation	des	sous	unités,	l’interaction	intégrine-ligand	et	l’activation	des	
intégrines.	TM	:	transmembranaire	;	Cyto	:	cytoplasmique	(Ross	and	Borg	2001). 
	

	

La	 transduction	 commence	 avec	 la	 liaison	 d’un	 ligand	 à	 la	MEC	 et	 l’initiation	 ultérieure	 de	

l’accumulation	 de	 plusieurs	 protéines	 sur	 la	 région	 cytoplasmique	 des	 dimères	 d’intégrines	 pour	

former	des	complexes	d’adhésions	focales	(AF).	Ces	protéines	incluent	les	protéines	adaptatrices	qui	

lient	structurellement	 les	 intégrines	au	cytosquelette	en	 liant	 l’actine-F	 (filamenteuse),	 la	charnière	

Extracellular 
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des	protéines	qui	se	lient	à	des	protéines	des	AF,	et	les	molécules	de	signalisation	qui	propagent	des	

cascades	de	signalisation	intracellulaires	(Israeli-Rosenberg	et	al.	2014).	

Les	 intégrines	et	 leur	adhésion	à	 la	MEC	sont	vitales	pour	 la	formation	de	l’organisme	et	sa	

fonction,	 et	 ils	 coordonnent	 plusieurs	 événements	 au	 cours	 du	 développement,	 comme	 la	

prolifération,	 la	différentiation	et	 la	migration.	Chez	 les	mammifères,	plus	de	18	sous	unités	α	et	8	

sous	 unités	 β	 ont	 été	 identifiées,	 sachant	 que	 le	 myocarde	 en	 exprime	 une	 petite	 fraction	;	

cependant,	 les	 patterns	 d’expression	 des	 intégrines	 sont	 dynamiques	 et	 possèdent	 des	 activités	

diverses,	 et	 leur	 renouvellement	 peut	 être	 déclenché	 par	 des	 forces	 mécaniques	 (Meighan	 and	

Schwarzbauer	2008;	 Israeli-Rosenberg	et	al.	 2014).Différents	modèles	d’invalidation	des	 intégrines,	

illustrent	 l’importance	 de	 ces	 protéines	 dans	 la	 cardiomyogenèse,	 particulièrement	 les	 sous-unités	

α4,	 α5	 et	 β1.	 Les	 souris	 n’exprimant	 pas	 l’intégrité	 α4,	 meurent	 à	 E15.5	 et	 présentent	 des	

malformations	cardiaques	dont	une	absence	d’épicarde	et	des	vaisseaux	coronaires,	une	hémorragie	

cardiaque	(Yang	et	al.	1995).	

Le	«knock	out»	homozygote	de	l’expression	de	l’α5	est	létal	au	stade	embryonnaire	E11,	et	il	

interfère	 avec	 le	 motif	 de	 l’axe	 mésodermique,	 conduisant	 au	 développement	 de	 morphologies	

cardiaques	anormales	(Mittal	et	al.	2013).	Dans	le	cœur,	la	sous-unité	β1	est	la	sous	unité	principale	

qui	dimérise	avec	toutes	les	sous	unités	α	présentes.	L’invalidation	totale	de	l’intégrine	β1est	létale	

au	stade	embryonnaire	E5.5.	Alors	que	l’invalidation	spécifique	dans	le	cœur,	aboutit	à	divers	défauts	

cardiaques,	ces	souris	invalidées	pour	l’intégrine	β1	dans	le	cœur	développent	une	fibrose	cardiaque	

à	 l’état	 basal.	 Elles	 sont	 intolérantes	 à	 la	 surcharge	 hémodynamique	 par	 la	 constriction	 aortique	

transverse	(TAC)	(53%	de	survie	versus	88%	chez	les	contrôles).	Au	bout	de	6	mois,	elles	développent	

une	 cardiomyopathie	 dilatée,	 une	 diminution	 du	métabolisme	 glycolytique	 et	 une	 perturbation	 de		

l’intégrité	 membranaire	 (Stephens	 et	 al.	 1995;	 Shai	 et	 al.	 2002).	 De	 plus,	 les	 cellules	 souches	

embryonnaires	 n’exprimant	 pas	 l’integrine	 β1,	 présentent	 une	 expression	 retardée	 des	marqueurs	

cardiaques,	 MHC,	 MLC-2V	 et	 ANF	 après	 la	 mise	 en	 place	 de	 la	 différentiation	 cardiaque,	 une	

architecture	 sarcomérique	 aberrante	 et	 une	 spécification	 anormale	 des	 cellules	 atriales,	

ventriculaires	et	sinusoïdales	(Fassler	et	al.	1996).	

De	 nombreuses	 études	 montrent	 que	 la	 signalisation	 médiée	 par	 les	 intégrines	 assure	 la	

spécification	 et	 la	 différentiation	 cardiaque.	 Des	 études	 sur	 des	 modèles	 cellulaires	 de	

cardiomyogenèse	montrent	 que	 la	 composition	de	 la	MEC	 et	 l’activation	des	 intégrines,	 jouent	un	

rôle	 majeur	 dans	 ce	 processus.	 Par	 exemple,	 les	 cellules	 souches	 embryonnaires	 cultivées	 en	

construction	 de	 MEC	 en	 3D	 basée	 sur	 la	 laminine,	 se	 différencient	 plus	 efficacement	 en	
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cardiomyocytes	 que	 les	 cardiomyocytes	 cultivés	 sur	 des	 substrats	 de	 la	MEC	 en	 2D	 (Heydarkhan-

Hagvall	et	al.	2012).	

Dans	les	cultures	3D,	il	existe	plus	de	points	d’ancrage	entre	les	cellules	et	la	MEC,	plus	d’AF	

et	possiblement	plus	de	signalisation	 intégrine,	 soutenant	 le	 rôle	 important	que	 joue	 les	 intégrines	

dans	le	développement.	De	plus,	même	en	absence	d’addition	de	facteurs	de	croissance	utilisés	pour	

conduire	la	cardiomyogenèse,	la	MEC	native	est	apte	à	induire	la	différentiation	cardiaque,	indiquant	

que	les	voies	de	signalisation	cellulaires	initiées	par	l’activation	des	intégrines	via	la	liaison	à	la	MEC	

sont	des	indices	de	différentiation	plus	forts	que	les	signaux	solubles	(Duan	et	al.	2011).	

Dans	 les	 CSE	 déficientes	 en	 intégrine	 β1la	 différenciation	 précoce	 de	 cardiomyocyte	 est	 retardée,	

mais	 procède	 ultérieurement,	 aboutissant	 à	 des	 cardiomyocytes	 battants	 avec	 des	 propriétés	

fonctionnelles	affaiblies	(Rohwedel	et	al.	1998;	Zeng	et	al.	2013).	

L’ILK	 (Intégrions	 line	 kinase),	 une	molécule	 de	 signalisation	 intracellulaire	 se	 liant	 aux	 sous	

unités	β	de	l’intégrité,	est	directement	activée	par	les	intégrités	et	initie	des	réponses	qui	régulent	la	

survie	cellulaire,	la	prolifération	et	la	différentiation	(Legate	and	Fassler	2009).	

Les	 cellules	 fœtales	 myocardiques	 qui	 sur-expriment	 ILK,	 produisent	 plus	 d’agrégats	 de	

cardiomyoblaste	que	les	cellules	contrôles,	et	l’inhibition	de	l’expression	de	ILK	réduit	la	génération	

de	 cardiomyoblaste,	 montrant	 l’importance	 de	 la	 signalisation	 intégrine	 dans	 la	 cardiomyogenèse	

(Traister	 et	 al.	 2012).	 En	 plus	 des	 intégrités	 β,	 de	multiples	 sous	 unités	α	 sont	 exprimées	 dans	 les	

cardiomyocytes	dérivés	de	CSE,	par	exemple,	α3,	α5,	α6,	α7,	α11	et	αυ	en	fonction	de	la	matrice	sur	

laquelle	elles	sont	cultivées,	avec	des	niveaux	d’expression	de	quelques	sous	unités	comme	la	α6	qui	

corrèle	avec	l’expression	de	marqueurs	cardiaques,	indiquant	le	rôle	dans	la	différentiation	cardiaque	

(Thorsteinsdottir	et	al.	1999;	van	Laake	et	al.	2010).	

La	mécano	transduction	induite	par	les	intégrines	au	cours	du	développement	cardiaque	

Au	cours	du	développement	du	myocarde,	plusieurs	 forces	mécaniques,	actives	et	passives	

sont	 générées.	 La	 MEC	 sécrétée	 et	 assemblée	 par	 les	 cellules	 proginétrices	 donne	 aux	 tissus	 en	

développement	une	intégrité	structurelle	et	résulte	en	des	changements	dans	la	rigidité	du	tissu.	

Comme	le	tissu	cardiaque	commence	à	se	plier	au	cours	de	la	morphogenèse	et	avec	la	mise	

en	place	du	pompage	de	 la	chambre,	des	progéniteurs	cardiaques,	et	 les	cardiomyocytes	ultérieurs	

sont	 soumis	 aux	 forces	 d’étirement.	 Les	 forces	 actives	 et	 passives	 sont	médiées	 par	 les	 adhésions	

cellulaires	 basées	 sur	 les	 intégrines.	 Les	 intégrines	 agissent	 comme	 mécano-transducteurs	 pour	

passer	ces	signaux	vers	l’intérieur	de	la	cellule	et	altérer	la	fonction	cellulaire.	
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En	 plus	 des	 voies	 de	 signalisation	 solubles	 initiées	 par	 les	 intégrines	 et	 l’assemblage	 du	

complexe	 d’AF,	 des	 liens	mécaniques	 directs	 existent	 entre	 la	MEC	 et	 le	 noyau	 et	 qui	 pourraient	

altérer	 l’expression	de	gènes	en	propageant	des	ondes	mécaniques	à	 la	membrane	nucléaire	pour	

remodeler	 directement	 la	 chromatine	 ou	 ouvrir	 des	 pores	 nucléaires	 et	 modifier	 le	 transport	

nucléaire	(Wang	et	al.	2009).	De	même,	les	voies	de	signalisation	solubles	peuvent	être	activées	elles-

mêmes	par	la	force	appliquée	via	les	complexes	intégrines-AF.	

Plusieurs	 protéines	 adaptatrices	 mécano	 sensibles	 existent	 qui	 contiennent	 des	 sites	 de	

liaison	 cryptiques	 aux	 kinases	 qui	 sont	 exposés	 en	 présence	 de	 force	 pour	 permettre	 la	

phosphorylation	 et	 la	 signalisation	 en	 aval	 (Schwartz	 2010).De	 cette	 façon,	 l’étirement	 active	 de	

multiples	 voies	 dans	 les	 cardiomyocytes	 et	 sert	 de	 médiateur	 de	 plusieurs	 processus	 comme	 la	

survie,	 la	 communication	cellule-cellule,	 la	 réorganisation	structurale	et	 le	 fonctionnement	électro-

physiologique	(Samarel	2005).	

Les	cardiomyocytes	embryonnaires	cultivées	sur	des	substrats	de	MEC	mimant	les	propriétés	

mécaniques	de	tissu	cardiaque	mature	développent	des	sarcomères	plus	organisés	et	présentent	un	

comportement	 fonctionnel	 plus	 organisé	 que	 les	 cellules	 sur	 des	matrices	 plus	 souples	 ou	 rigides	

(Engler	et	al.	2008;	Jacot	et	al.	2008).	

Par	contre,	d’autres	études	faites	sur	les	cellules	souches	embryonnaires	humaines	indiquent	

que	 les	 cellules	 sont	 sensibles	 aux	 signaux	mécaniques	 passifs	 seulement	 au	 cours	 la	 spécification	

cardiaque	précoce	avec	une	raideur	de	substrat	affectant	 l’induction	du	mésoderme,	et	non	pas	 la	

différenciation	subséquente	du	cardiomyocyte	(Hazeltine	et	al.	2012).	

 

Figure	9:	Intégrines	et	MEC	
A.	Les	intégrines	sont	en	contact	avec	la	MEC,	traversent	la	membrane	sarcolemmale	au	costamère	
où	 ils	 peuvent	 atteindre	 le	 sarcomère	 en	 se	 connectant	 aux	 disques	 Z.	 Ainsi,	 ils	 relient	 l'ECM	 au	
sarcomère	à	travers	la	membrane	des	myocytes	et	peuvent	même	transmettre	des	informations	au	
noyau.	 Les	 intégrines	 sont	 également	 localisés	 dans	 les	 disques	 intercalaires	 du	 CM.	 B.	 Portion	
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agrandie	de	A	montrant	que	l’hétérodimère	intégrine	α7β1D,	le	récepteur	prédominant	de	laminine	
dans	le	CM	mature,	peut	se	lier	à	la	MEC	à	travers	le	costamère	là	où	l’intégrine	forme	un	complexe	
de	protéines	de	structure	et	de	signalisation	(Israeli-Rosenberg	et	al.	2014).	
 

Intégrines	et	signalisation	via	les	kinases	cellulaires	

Les	intégrines	n’ont	pas	d’activité	enzymatique,	mais	elles	agissent	en	activant	des	molécules	

en	 aval	 (Clark	 and	 Brugge	 1995).	 Il	 y	 a	 une	 activation	 de	 tyrosines	 kinases	 comme	 la	 FAK	 (focal		

adhesion	 kinase)	 ou	 bien	 des	GTPase	 comme	 la	 Rho	ou	Rac	 et	 une	 régulation	 des	 composants	 du	

cytosquelette	comme	la	taline	ou	la	paxilline.	La	partie	cytoplasmique	des	 intégrines	est	essentielle	

dans	ce	processus	et	lie	plusieurs	molécules	comme	la	calreticuline	(Coppolino	et	al.	1997)et	la	FAK	

(Schaller	et	al.	1995),	ainsi	que	la	mélusine	(Itgb1bp2)	et	la	MIBP	(muscle	integrin	binding	protein	ou	

Itgb1bp3)	(Li	et	al.	1999)	qui	sont	toutes	les	deux	exprimées	de	façon	préférentielle	dans	les	muscles	

striés.	 En	 outre,	 la	 partie	 cytoplasmique	 de	 l’intégrine	 se	 lie	 directement	 aux	 composants	 du	

cytosquelette	comme	la	taline	et	l’α-actinine.	Finalement	la	signalisation	à	partir	des	intégrines	peut	

influencer	 des	 voies	 par	 lesquelles	 d’autres	 effecteurs	 cellulaires	 peuvent	 également	 signaler	 y	

compris	 les	 kinases	 AKT,	 PI3-k	 (Phosphoinositide	 3-kinase)	 ou	 MAPK	 (mitogen	 activated	 protein	

kinase)/ERK	 (extracellular	 signal-regulated	 kinase)	 toutes	 importantes	 dans	 les	 processus	

d’hypertrophie	cardiaque.	

La	 régulation	 de	 la	 phosphorylation	 de	 protéines	 est	 un	 composant	 central	 de	 toutes	 les	

voies	 de	 transduction	 de	 signal	 dans	 les	 cellules	 du	 système	 cardiovasculaire,	 ce	 qui	 rend	 ces	

molécules	 des	 cibles	 intéressantes	 dans	 l’intervention	 pharmacologique.	 Une	 des	 caractéristiques	

importantes	 de	 la	 phosphorylation	 protéique	 est	 son	 contrôle	 réversible;	 les	 substrats	 protéiques	

sont	 phosphorylés	 par	 des	 kinases	 et	 déphosphorylés	 par	 des	 phosphatases.	 Le	 changement	 dans	

l’activité	 des	 kinases	 ou	 des	 phosphatases	 ou	 bien	 des	 deux	 à	 la	 fois,	 régule	 le	 degré	 de	

phosphorylation	d’un	substrat.	

Les	 MAPKs	 des	 mammifères	 sont	 divisées	 en	 5	 familles	:	 ERK1/2	 (extracellular	 regulated	

kinases),	P38,	les	c-jun	N-terminal	kinases	(JNKs),	ERK3/4	et	ERK5.	

Une	 fonction	majeure	 des	 cardiomyocytes	 qui	 dépend	 de	 l’activation	 de	 ERK1/2	 est	 la	 croissance	

hypertrophique.	 L’hypertrophie	 cardiaque	 est	 un	 processus	 adaptatif	 qui	 a	 lieu	 en	 réponse	 aux	

stimuli	 physiologiques	 et	 pathologiques	 incluant	 l’angiotensine	 II,	 l’endothéline	 1	 et	 les	

catécholamines	 circulantes.	 Tous	 ces	 médiateurs,	 de	 même	 que	 le	 stress	 mécanique,	 stimulent	

l’activation	 de	 ERK1/2	 dans	 les	 myocytes	 cardiaques	 et	 utilisent	 cette	 voie	 pour	 déclencher	 les	

événements	 cytoplasmiques	 et	 nucléaires	 qui	 facilitent	 la	 synthèse	 protéique	 et	 la	 croissance	

cellulaire	 hypertrophique.	 Une	 autre	 molécule	 de	 signalisation	 importante	 	 pour	 la	 croissance	
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hypertrophique	est	 la	phosphatase	calcineurine.	La	calcineurine	est	une	phosphatase	activéé	par	 le	

calcium	qui	catalyse	la	déphosphorylation	de	facteurs	de	transcriptions	cytoplasmiques	connus	sous	

le	nom	de	NFATs	(nuclear	factors	of	activated	T	cells).	Dans	les	CM,	cette	déphosphorylation	permet	

le	déplacement	des	NFATs	dans	 le	noyau	où	 ils	 coopèrent	 avec	d’autres	 facteurs	de	 transcriptions	

pour	conduire	la	transcription	altérée	de	gènes	hypertrophiques.	

Dans	l’ischémie/réperfusion,	P38α	est	activée	mais	 la	P38β	est	 inhibée.	De	plus,	 l’activation	

de	 P38α	provoque	 l’apoptose	 des	 CM	alors	 que	 P38β	 induit	 l’hypertrophie	 des	 CM.	 Les	 JNKs	 sont	

aussi	impliquées	dans	l’hypertrophie	cardiaque	et	l’insuffisance	cardiaque	(Kumphune	et	al.	2012).	

Le	 taux	 de	 phosphorylation	 des	 protéines	 cardiaques	 peut	 être	 modulée	 par	 l’O-

GlucNAcylation,	 une	 autre	 forme	 de	 modification	 post-traductionnelle	 qui	 a	 lieu	 au	 niveau	 des	

résidus	sérine	et	thréonine.	Elle	constitue	un	mécanisme	important	dans	la	régulation	de	différents	

processus	 cellulaires	 en	 interférant	 ou	 modulant	 l’action	 des	 kinases	 et	 phosphatases	 sur	 les	

protéines	 cellulaires.	 Elle	 est	 favorisée	 lors	de	 l'hypertrophie	 cardiaque	pathologique	et	 son	action	

est	 mutiforme	 et	 variable	 selon	 le	 type	 d’hypertrophie.	 Les	 protéines	 O-GlucNAcylées	 sont	

impliquées	dans	la	régulation	de	la	contraction	des	myofilaments	(α-actin,	MHC,	TnT),	le	traitement	

du	calcium	(PLN),	le	métabolisme	(IR,IRS),	la	mitochondrie	(VDAC,	complexe	I	et	IV)	et	l’expression	de	

gènes	vis	des	facteurs	de	transcriptions	(NFAT,	ERα/β)	(Mailleux	et	al.	2016).	

Intégrines	et	Matrice	extracellulaire	

Dans	le	cœur	adulte,	les	interactions	cellule-MEC	produit	un	substrat	structural,	chimique	et	

mécanique	 essentiel	 pour	 une	 homéostasie	 normale	 et	 pour	 les	 adaptations	 aux	 signaux	

pathophysiologies.	Sachant	que	 les	 intégrines	constituent	 les	récepteurs	principaux	de	 la	MEC,	 leur	

expression	 et	 leur	 fonction	 sont	 importantes	 pour	 une	 fonction	 cardiovasculaire	 normale	 chez	

l’adulte.	

Dans	 des	modèles	 d’hypertrophie	 cardiaque,	 de	 cardiomyopathie	 dilatée	 et	 d’infarctus	 du	

myocarde,	des	changements	spectaculaires	se	produisent	dans	 l’organisation	des	composants	de	 la	

matrice,	 par	 exemple	 une	 altéartion	 dans	 l’expression	 de	 collagène,	 fibronectine,	 ostéopontine,	

ténacine	et	d’autres	composants	de	la	MEC.	

De	 multiples	 facteurs	 sont	 responsables	 de	 la	 réponse	 hypertrophique	 et	 les	 intégrines	

constituent	 une	 part	 importante	 du	 processus.	 La	 surexpression	 de	 l’intégrine	 β1	 a	 été	 liée	 à	 la	

réponse	hypertrophique	des	cardiomyocytes	de	nouveau-nés	induite	par	les	agents	α1	adrénergiques	

(>350%)	 alors	 que	 l’inhibition	 de	 la	 fonction	 de	 signalisation	 de	 l’intégrine	 β1réduit	 cette	 réponse	

hypertrophique	(Pham	et	al.	2000).	
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Des	études	mécanistiques	ont	impliqué	les	contacts	d’adhésion	cellulaire	comme	médiateurs	

de	 transduction	 de	 force.	 Plusieurs	 voies	 de	 signalisation	 associées	 aux	 intégrines	 comme	 la	

phosphoinositide	 3-kinase/protéine	 kinase	 B	 et	 les	 voies	 p38	 se	 sont	 avérées	 être	 activées	 en	

réponse	à	un	stress	mécanique,	suggérant	que	les	intégrines	pourraient	jouer	le	rôle	de	médiateurs	

des	 signaux	 mécaniques	 externes	 et	 aboutir	 à	 une	 amélioration	 de	 la	 différenciation	 et	 de	 la	

maturation	des	cardiomyocytes	(Young	et	al.	2014).	

La	 liaison	 des	 intégrines	 aux	 protéines	 de	 la	 matrice	 extracellulaire,	 génère	 des	 signaux	

intracellulaires.	 Cette	 signalisation	 est	 importante	 pour	 la	 croissance	 cellulaire,	 la	 migration	 et	 la	

survie.	La	FAK	(Focal	Adhesion	Kinase)	a	été	identifiée	comme	candidat	primaire	pour	la	signalisation	

médiée	par	l’intégrine	dans	la	cellule	(Hanks	et	al.	1992;	Schaller	et	al.	1992;	Miyamoto	et	al.	1995).	

L’adhésion	à	 la	MEC	par	 l’intermédiaire	des	 intégrines	pourrait	 aussi	 affecter	 l’activation	de	MAPK	

(Mitogen	 Activated	 Protein	 Kinase)	 indépendamment	 de	 la	 FAK	 (Lin	 et	 al.	 1997).	 La	 FAK	 est	 aussi	

connue	 pour	 son	 rôle	 d’association	 avec	 plusieurs	 molécules	 de	 signalisation	 en	 aval	 incluant	 la	

famille	 des	 kinases	 src,	 p130cas	 et	 la	 PI3K.	 Les	 intégrines	 se	 lient	 aux	 protéines	 du	 cytosquelette	

comme	la	taline	et	l’α-actinine	(Schaller	and	Parsons	1994)	(Figure	10).	

 

Figure	 10:	 Positionnement	 des	 intégrines,	 formation	 de	 complexes,	 signalisation	 et	
méchanotransduction	dans	le	CM.	
A.	Quelques	connecteurs	structuraux	 importants	se	 liant	aux	queues	de	 l’intégrine	dans	 le	CM.	Les	
intégrines	 lient	 et	 aggrègent	 des	 adaptateurs	 et	 des	 protéines	 de	 signalisation	 comme	 l’Integrin	
Linked	 Kinase	 (ILK),	 la	 focal	 adhesion	 kinase	 (FAK),	 la	 vinculine	 (Vcl),	 la	 kindline,PINCH,	 la	 parvine,	
l’actinine	 et	 l’actine.	 Ces	 connecteurs	 permettent	 la	 liaison	 du	 cytosquelette	 subsarcolemal	 au	
sarcomère	 et	 permet	 également	 la	 propagation	 de	 signaux	 bidirectionnels	 à	 travers	 la	membrane	
cellulaire.	La	formation	de	complexe	entre	les	intégrines	et	la	MEC	permet	la	direction	des	signaux	de	
la	 MEC	 vers	 la	 cellule,	 c’est	 la	 signalisation	 dite	 «outside-in».	 L’assemblage	 des	 protéines	 sur	 les	
queues	 cytoplasmiques	 des	 intégrines	 peut	 activer	 les	 intégrines,	 changer	 leur	 conformation,	 et	
permettre	des	interactions	améliorées	des	intégrines	avec	les	ligands	de	la	MEC,	ce	processus	est	dit	
«inside-out».	B.	Illustration	des	voies	de	signalisation	des	intégrines	dans	les	CM	soumis	à	un	stress	

A B 
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biomécanique.	 Lorsque	 les	 intégrines	 liées	 aux	 ligands	 de	 la	MEC	 (ex	:	 la	 laminine)	 sont	 stimulées	
mécaniquement,	 ils	 assemblent	 de	 nouvelles	 protéines	 sur	 leur	 domaine	 intracellulaire	
cytoplasmique	 et	 orchestrent	 en	 aval	 une	 variété	 de	 voies	 comme	 Akt,	 c-Jun,	 JNK,	 ERK,	 p38	 ou	
nuclear	factor	κ-light	chain	enhancer	of	B	cells	(NFκB).	En	retour,	des	événements	cellulaires	comme	
la	 croissance	 cellulaire,	 l’hypertrophie,	 la	 survie	 cellulaire	 ou	 la	 mort	 cellulaire	 ont	 lieu.	 MtVcl:	
metavinculin;	 PP1α:	 protein	 phosphatase	 1	 α;	 Pyk2:	 proline-rich	 tyrosine	 kinase-2;	 and	 RSU1:	 Ras-
suppressor-1	(Israeli-Rosenberg	et	al.	2014).	
	
	

Dans	 une	 étude	 faite	 sur	 un	 modèle	 murin	 de	 TAC	 (transverse	 aortic	 constriction)	 de	 dix	

minutes,	créant	une	surcharge	en	pression	sur	le	VG,	les	principaux	effets	de	ce	type	de	remodelage	

sur	 le	ventricule	gauche	sont	d’augmenter	 la	phosphorylation	de	FAK	et	de	ERK1/2	et	 si	 la	TAC	est	

maintenue	 plusieurs	 jours,	 on	 observe	 une	 surexpression	 des	 intégrines	 α1,	 α5	 et	 β1	 et	 une	

augmentation	 de	 l’expression	 des	 sous	 unités	 intégrines	 α7	 etβ1D	 qui	 sont	 déjà	 des	 sous-unités	

exprimées	de	façon	dominante	dans	le	muscle	strié	(Babbitt	et	al.	2002).	

De	même,	une	autre	équipe	a	démontré	que	la	mélusine,	une	protéine	d’interaction	avec	le	

domaine	 cytoplasmique	 de	 l’intégrine	 β1,	 est	 cruciale	 dans	 la	 réponse	 hypertrophique	 à	 une	

surcharge	 hémodynamique	 (TAC).	 Les	 souris	 mutantes	 mélusine	 -/-,	 présentent	 une	 structure	 et	

fonction	 cardiaque	 normale	 à	 l’état	 basal,	 mais	 une	 fois	 soumises	 à	 la	 TAC,	 elles	 développent	 un	

remodelage	 cardiaque	 anormal	 se	 développant	 en	 CMD	 et	 une	 dysfonction	 cardiaque	 plus	 sévère	

que	les	contrôles.	En	revanche	la	réponse	de	ces	mutants	était	identique	à	celle	des	contrôles	suite	à	

une	administration	chronique	d’angiotensine	 II	ou	de	phényléphrine	à	des	doses	qui	n’augmentent	

pas	 la	 pression	 sanguine	 et	 cela	 en	 absence	 de	 stress	 cardiaque	 biomécanique.	 L’analyse	 des	

événements	 de	 signalisation	 intracellulaires	 induits	 par	 la	 surcharge	 de	 pression,	 a	montré	 que	 la	

phosphorylation	de	la	GSK-3	(glycogène	synthèse	kinase	3)	a	été	inhibée	chez	les	mutants	mélusine.	

Ainsi,	la	mélusine	est	indispensable	pour	protéger	le	cœur	de	la	dilatation	au	cours	de	la	surcharge	de	

pression	 chronique	 en	 détectant	 le	 stress	mécanique.	 La	mélusine	 s’est	 révélée	 être	 une	 protéine	

chaperonne.	 Les	 protéines	 chaperonnes	 sont	 capables	 de	 faciliter	 la	 formation	 de	 complexes	

supramoléculaires	 et	 les	 changements	 conformationnels	 associés	 à	 l’activation/désactivation	 de	

molécules	de	signalisation.	En	particulier,	 la	mélusine	active	 la	signalisation	AKT	et	ERK1/2,	protège	

les	 CM	 de	 l’apoptose	 et	 induit	 une	 réponse	 hypertrophique	 compensatoire	 dans	 différentes	

conditions	pathologiques	(Sorge	and	Brancaccio	2016).	

3. Matrice	extracellulaire	et	fibrose	

Le	myocarde	est	un	muscle	strié.	C’est	un	tissu	hétérogène	composé	de	différents	types	cellulaires:	

les	 cellules	 endothéliales,	 les	 fibroblastes	 et	 les	 cardiomyocytes.	 Une	 fonction	 cardiaque	 normale	

nécessite	 une	 architecture	 solide,	 flexible	 et	 résistante	 aux	 contraintes	 mécaniques.	 La	 matrice	

extracellulaire	(MEC)	du	myocarde	soutient	la	cohésion	du	tissu,	alors	que	le	cytosquelette	assure	le	
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mouvement	cellulaire	et	 le	maintien	de	 l’organisation	 intracellulaire	 lors	des	cycles	de	contraction-

relaxation.	Les	liens	moléculaires	qui	existent	entre	la	MEC	et	le	cytosquelette	via	des	complexes	de	

protéines	 transmembrannaires	 (intégrines,	 complexe	 sarcodystroglycane)	 constituent	 un	 lien	

physique	entre	les	cellules	et	la	MEC.	La	dynamique	des	interactions	entre	la	MEC	et	le	cytosquelette	

joue	un	rôle	important	dans	l’activation	de	multiples	voies	de	signalisation.	

La	MEC	est	un	réseau	protéique	macromoléculaire	favorisant	 l’intégrité	du	myocarde	et	assurant	 la	

transmission	des	forces	électriques	et	mécaniques	entre	les	cardiomyocytes	pendant	la	systole	et	la	

diastole;	 les	 myocytes	 et	 les	 fibroblastes	 sont	 maintenus	 par	 la	 MEC.	 Cette	 dernière	 est	

principalement	constituée	de:	protéines	structurelles,	comme	le	collagène	et	l’élastine,	des	protéines	

adhésives	 comme	 la	 laminine,	 la	 fibronectine,	 collagènes	 de	 types	 IV	 et	 VI,	 des	 protéines	

antiadhésives,	 comme	 la	 ténascine,	 la	 thrombospondine	 et	 l’ospéontine,	 des	 protéoglycanes,	 des	

enzymes	telles	les	métalloprotéinases	qui	contrôlent	l’organisation	et	la	composition	de	la	MEC.	Les	

protéines	 de	 structures	 de	 la	MEC	 interagissent	 au	 niveau	 cellulaire	 avec	 les	 intégrines,	 véritables	

récepteurs	 transmembrannaires	 de	 la	 MEC.	 Les	 protéoglycanes	 contribuent	 à	 l’architecture	 du	

réseau	 de	 la	 MEC	 et	 lient	 des	 facteurs	 de	 croissance	 participant	 aux	 échanges	 intercellulaires	 et	

favorisant	le	remodelage.	Les	cardiomyocytes	sécrètent	les	collagènes	de	types	IV	et	VI,	l	laminine	et	

les	protéoglycans.	Les	collagènes	de	types	I	et	III,	la	fibronectine	ainsi	que	les	métalloprotéinases	sont	

synthétisés	principalement	par	les	fibroblastes.	La	MEC	exerce	différents	effets	sur	le	phénotype	des	

cellules	 du	 système	 cardiovasculaire	 via	 la	 modulation	 de	 la	 synthèse	 et	 dégradation	 de	 ses	

composants.	

Les	collagènes	

Cinq	types	de	collagène	(I,	III,	IV,	V	et	VI)	ont	été	identifiés	dans	le	cœur	adulte.	Dans	un	cœur	

adulte	sain,	 le	collagène	représente	2	à	4	%	du	myocarde(Segura	et	al.	2014).	 Il	existe	un	équilibre	

entre	 la	production	et	 la	dégradation	de	 ces	 fibres	en	 réponse	à	 l’ischémie,	 la	 tension	pariétale	et	

l’inflammation.	Les	collagènes	de	types	I	et	III	sont	les	plus	abondants	dans		le	cœur	(Zannad	and	Pitt	

2009),	 ils	 transmettent	 les	 forces	 au	 travers	 le	 myocarde	 et	 non	 seulement	 maintiennent	

l’organisation	 tridimensionnelle	 du	 tissu	 pendant	 le	 cycle	 contraction-relaxation	 mais	 contribuent	

aux	 propriétés	 viscoélastiques	 du	 myocarde	 (Bishop	 1998).	 Les	 fibres	 de	 type	 I	 sont	 majoritaires	

(85%)	mais	moins	spécifiques	du	cœur	;	elles	confèrent	la	force	élastique,	la	résistance	à	l’étirement	

et	 la	 déformation.	Alors	que	 les	 fibres	de	 type	 III	 sont	moins	 abondantes	mais	plus	 spécifiques	du	

myocarde,	leur	propriété	principale	étant	l’élasticité.	

Ce	 réseau	 collagénique	 est	 actif	 métaboliquement	;	 la	 durée	 de	 son	 turnover	 est	 évaluée	

entre	80	et	120	jours	(Laurent	1987).	
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Les	fibres	de	collagènes	dans	le	myocarde,	sont	des	substrats	des	MMPs	(métalloprotéinases)	

de	 la	 matrice.	 La	 famille	 des	 MMP-1	 possède	 le	 plus	 d’affinité	 au	 collagène	 et	 dégrade	

préférentiellement	les	fibres	de	types	I	et	III	(D'Armiento	2002).	MMP-1	participe	à	la	dégradation	de	

40%	 du	 collagène	 nouvellement	 synthétisé	 dans	 différents	 tissus.	 La	 dégradation	 par	 les	 MMPs	

donne	des	pro-peptides	C-terminaux	(PICP,	PIIICP)	et	pro-peptides	Nterminaux	(PINP	:	aminoterminal	

propeptide	 of	 type	 I	 procollagen,	 PIIINP	 :	 aminoterminal	 propeptide	 of	 type	 III	 procollagen)	 en	

proportions	 équivalentes.	 L’activité	 des	 MMPs	 est	 inhibée	 par	 les	 «	 tissue	 inhibitors	 of	

metalloproteinases	 »	 (TIMPs).	 Il	 existe	 donc	 un	 équilibre	 entre	 les	MMPs	 et	 les	 TIMPs	 permettant	

ainsi	 de	 conserver	 l’architecture	 de	 la	 MEC.	 L’affaiblissement	 du	 réseau	 fibreux,	 consécutif	 à	

l’activation	 des	 protéases	 de	 la	MEC,	 permet	 un	 glissement	 des	myocytes	 es	 uns	 par	 rapport	 aux	

autres,	favorisant	ainsi	la	dilatation	du	ventricule	(Deschamps	and	Spinale	2005).	

Les	collagènes	de	types	IV	et	VI,	composants	de	la	lame	basale,	possèdent	une	séquence	RGD	

(arginine,	glycine,	acide	aspartique)	qui	permet	l’interaction	des	molécules	avec	les	intégrines	et	qui	

favorise	 l’adhérence	 cellulaire.	 Leur	 expression	 augmente	 dans	 le	 cœur	 de	 rat	 avec	 surcharge	 de	

pression	et	lors	de	l’IC.	Ces	isoformes	de	collagène	non	fibrillaires	pourraient	être	impliquées	dans	les	

changements	d’interactions	entre	MEC	et	cellules.	

La	laminine	

Les	 laminines	sont	des	glycoprotéines	majeures	des	 lames	basales	;	elles	 sont	présentes	au	

niveau	des	cardiomyocytes.	La	molécule	de	laminine	est	formée	par	l’association	de	trois	chaînes	(α,	

β	et	γ	de	masse	moléculaire	400,	210	et	200	KDa),	semblables	mais	non	identiques	et	codées	par	des	

gènes	différents.	La	laminine	contrôle	les	processus	cellulaires	de	migration,	de	multiplication	et	de	

différentiation	de	façon	contraire	à	ceux	induits	par	la	FN.	La	liaison	de	la	laminine	aux	intégrines	β1		

en	particulier	à	l’intégrines	β1D	constitue	un	élément	clé	de	la	transmission	des	signaux	mécaniques	

(Brancaccio	et	al.	2006).	

	Dans	 le	 muscle	 strié,	 la	 laminine	 211,	 dite	 laminine	 α2,	 β1,	 γ1,	 aussi	 appelée	 mérosine,	

prédomine.	Le	niveau	de	 laminine	α2	semble	être	principalement	contrôlé	 lors	du	développement,	

car	la	transcription	de	la	chaîne	α2	est	stable	lors	de	l’hypertrophie	cardiaque	expérimentale	ou	dans	

le	cœur	humain	défaillant(Oliviero	et	al.	2000).	

Dans	le	muscle	cardiaque,	l’alpha	dystroglycan	via	son	interaction	avec	la	chaine	alha2	de	la	

laminine	211,	crée	une	connexion	 importante	à	 la	MEC,	 formant	un	 lien	entre	 le	sarcolemne	 	et	 la	

MEC	 (Lapidos	 et	 al.	 2004).	Une	dysfonction	 ventriculaire	 est	 observée	 chez	 les	 enfants	 atteints	 de	
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dystrophie	 musculaire	 liée	 à	 la	 déficience	 en	 mérosine	 (laminin	 α2)	 avec	 une	 fraction	 d’éjection	

réduite	(43%)	(Jones	et	al.	2001).	

La	fibrose	cardiaque	

La	fibrose	cardiaque	ou	dépôt	de	collagène,	est	caractéristique	de	remodelage	pathologique,	

c’est	 le	résultat	de	modifications	dans	 l’équilibre	de	 la	MEC	;	elle	est	 l’un	des	éléments	majeurs	du	

remodelage	 ventriculaire	 gauche	 dans	 différentes	 cardiopathies	 (CMD,	 CMH,	 cardiopathies	

ischémiques).	

Bien	que	la	fibrose	contribue	à	la	rigidité,	c’est	la	qualité	de	la	MEC	et	non	pas	la	quantité	qui	

est	 la	 plus	 importante.	 La	 fibrose	 perturbe	 la	 coordination	 du	 couplage	 myocardique	 excitation-

contraction	 dans	 la	 systole	 et	 la	 diastole.	 Dans	 un	 cœur	 sain,	 les	 cardiomyocytes	 sont	 connectés	

ensemble	 par	 un	 syncytium	 électrique	 qui	 permet	 une	 contraction	 temporellement	 couplée.	 La	

transmission	de	la	contraction	systolique	est	facilitée	par	un	réseau	de	fibres	de	collagènes	de	types	I	

et	III	qui	constituent	les	composants	majoritaires	de	la	MEC	cardiaque.	Suite	à	la	contraction,	il	y	a	un	

processus	 de	 relaxation	 active	 au	 cours	 de	 la	 diastole.	 Weber	 et	 Shirwany	 ont	 montré	 que	 la	

résistance	à	la	traction	du	collagène	de	type	I	est	similaire	à	celui	de	l’acier	ce	qui	le	rend	évident	que	

la	MEC	 soit	 le	 déterminant	majeur	 de	 la	 rigidité	 cardiaque	 au	 cours	 de	 la	 diastole	 (Shirwany	 and	

Weber	2006).	

Les	 myofibroblastes	 produisent	 une	 différente	 MEC	 que	 les	 fibroblastes	 et	 modifient	 l	

balance	des	MMPs	et	 leurs	 inhibiteurs	(TIMPs)	pour	 induire	 la	fibrose.	Le	changement	dans	 la	MEC	

modifie	 les	 signaux	 que	 les	 cardiomyocytes	 reçoivent	 de	 leur	 environnement,	 aboutissant	 à	 des	

changements	 de	 niveaux	 d’expression	 de	 gènes	 associés	 avec	 l’hypertrophie	 et	 la	 dysfonction	

contractile.	 Finalement,	 la	 voie	 TGF-β	 favorise	 le	dépôt	de	 cette	 fibrose,	 sachant	qu’elle	permet	 le	

dépôt	de	 la	MEC	en	augmentant	 la	 synthèse	du	collagène	et	de	 la	 fibronectine	et	en	diminuant	 la	

dégradation	 de	 la	MEC	par	 induction	 d’inhibiteurs	 de	 protéase.	 Les	 cytokines	 inflammatoires	 et	 le	

système	rénine-angiotensine	le	favorisent	également.	

On	distingue	deux	types	de	fibroses	myocardiques	:	le	type	réactif	et	le	type	réparateur.	

-Le	type	réactif	fait	suite	à	une	réaction	initiale	fibrotique	péri-vasculaire	avec	extension	interstitielle	

après	une	atteinte	vasculaire	coronaire	

-Le	 type	 réparateur	permet	 la	 constitution	d’un	 tissu	 cicatriciel,	 suite	à	une	perte	de	 substance	en	

cardiomyocytes	après	nécrose,	par	accumulation	de	collagène	(Weber	and	Brilla	1991;	Spinale	2007). 
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La	fibrose	est	un	des	éléments	clé	du	pronostic	des	patients	insuffisants	cardiaques	en	favorisant	la	

rigidité	 ventriculaire	 et	 l’hétérogénéité	 myocardique	 conduisant	 au	 risque	 de	 mort	 subite	 et	

d’insuffisance	cardiaque	terminale.	

La	 fibrose	 est	 une	 caractéristique	 pathologique	 commune	 à	 de	 nombreuses	 formes	 de	 maladies	

cardiaques,	qui	incluent	l’infarctus	du	myocarde	(IM),	les	cardiomyopathies	ischémiques,	dilatées	et	

hypertrophiques	 et	 l’IC.	 La	 base	 cellulaire	 de	 la	 fibrose	 est	 l’accumulation	 adverse	 de	 collagène	 et	

d’autres	protéines	de	 la	MEC,	ce	qui	perturbe	 la	 fonction	ventriculaire	et	prédispose	 le	cœur	à	des	

arythmies.	

TGF-β	(Transforming	Growth	factor	β),	un	stimulateur	puissant	de	la	production	du	collagène	

par	les	fibroblastes	cardiaques,	est	induit	en	réponse	à	une	lésion	cardiaque.	La	liaison	de	TGF-β	à	ses	

récepteurs	de	surface	cellulaire,	active	la	voie	en	aval	SMAD,	qui	régule	la	transcription	de	plusieurs	

gènes	clés	de	fibrose,	qui	incluent	ceux	qui	codent	pour	la	CTGF	(Connective	Tissue	Growth	Factor),	la	

fibronectine	et	le	PAI	(Plasminogen	Activator	Inhibiter).	Le	TGF-β	réduit	la	production	de	collagénase	

et	stimule	l’expression	des	inhibiteurs	des	métalloprotéases	(TIMP),	résultant	en	une	inhibition	de	la	

dégradation	de	la	MEC	et	aboutissant	à	une	accumulation	excessive	de	matrice.	Bien	que,	le	ciblage	

de	 la	 voie	 TGF-β	 parait	 prometteur	 dans	 la	 thérapeutique	 anti-fibrotique,	 l’effet	 sur	 le	 système	

cardiovasculaire	est	ambigu.	En	plus	de	ses	 fonctions	pro-fibrotiques,	TGF-β	 jour	un	rôle	 important	

dans	la	re-sténose	post-angioplastie,	le	remodelage	post-IM	(résultant	en	une	IC)	et	de	nombreuses	

autres	pathologies	fibrotiques	(Ouzounian	et	al.	2008).	Contrairement	aux	effets	pléiotropes	de	TGF-

β,	CTGF	régule	la	voie	de	fibrose,	plus	spécifiquement	en	induisant	la	prolifération	de	fibroblastes	et	

la	 production	 de	 MEC	 dans	 les	 désordres	 fibrotiques	 (Daniels	 et	 al.	 2009).	 Cependant	 la	 fibrose	

cardiaque	 est	multifactorielle	 et	 plusieurs	 aspects	 de	 ce	 trouble	 restent	 à	 élucider	 et	 des	 niveaux	

supplémentaires	de	régulation	doivent	être	considérés.	Par	exemple	notre	équipe	a	montré	que	les	

niveaux	de	CTGF	sont	sous	le	contrôle	de	mécanismes	activateurs,	comme	le	facteur	de	transcription	

SRF,	et	répresseurs	comme	le	microARN	miR-133	(Angelini	et	al.	2015).	

	

B.	Remodelage	métabolique	

1. Métabolisme	énergétique	du	cœur	

a) Métabolisme	énergétique	et	phosphorylation	oxydative	

Le	cœur	est	 souvent	présenté	comme	un	«omnivore»	métabolique.	 Il	 est	 capable	d’utiliser	

tous	 les	 substrats	 endogènes	 (glycogène,	 corps	 cétoniques,	 acides	 aminés)	 ou	 exogènes	 (lipides,	
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glucose,	lactate).	Dans	le	cas	normal,	les	principales	sources	sont	issues	de	la	β-oxydation	des	acides	

gras,	du	glucose	et	du	lactate.	Dans	le	cas	pathologique,	un	remodelage	métabolique	a	lieu.	

Le	 cœur	 constitue	 le	 tissu	 le	 plus	 oxydatif	 de	 l’organisme,	 sa	 production	 d’énergie	 dépend	

jusqu’à	90%	du	métabolisme	oxydatif	(Ventura-Clapier	et	al.	2011),	c’est-à-dire	que	cette	production	

est	 couplée	 à	 la	 consommation	 d’oxygène,	 ce	 qui	 rend	 l’activité	 cardiaque	 très	 dépendante	 de	

l’apport	 en	 oxygène.	 Le	 cœur	 est	 responsable	 de	 11%	 de	 la	 consommation	 totale	 d’oxygène	 de	

l’organisme	sachant	qu’il	ne	représente	que	0.4%	de	la	masse	corporelle	(Wilding	et	al.	2006)	.Pour	

pouvoir	 répondre	 aux	 besoins	 de	 l’organisme,	 il	 doit	 ajuster	 ses	 systèmes	 énergétiques	 en	

permanence.	 Des	 altérations	 du	 métabolisme	 énergétique	 du	 myocarde	 sont	 associées	 à	 des	

pathologies	cardiaques.	

L’ATP	est	le	donneur	d’énergie	ubiquitaire	de	la	cellule.	Il	contrôle	les	mécanismes	cellulaires	

vitaux	comme	la	synthèse	protéique,	le	flux	ionique,	les	cascades	de	signalisation,	la	croissance	et	la	

prolifération	 cellulaire,	 il	 régule	 également	 la	 contraction	 des	 CM.	 L’activité	 de	 pompe	 cardiaque	

provient	de	 la	contraction	cyclique	des	CM	qui	est	assurée	par	 l’interaction	entre	 les	myofilaments	

d’actines	et	de	myosine.	La	relaxation	du	CM	requiert	une	baisse	de	la	concentration	cytosolique	en	

Ca2+	 assurée	par	 la	 SERCA2a,	 la	 pompe	à	Ca2+du	 réticulum	 sarcoplasmique	qui	 a	 une	 forte	 activité	

ATPase	requise	pour	contrer	le	gradient	de	concentration	de	l’ion,	et	par	l’intense	activité	ATPase	de	

la	tête	de	la	myosine	qui	permet	la	dissociation	du	complexe	acto-myosine.	

Par	ailleurs,	le	CM	étant	une	cellule	excitable,	il	dispose	d’un	nombre	important	de	pompes	

et	d’échangeurs	 ioniques	au	niveau	du	 sarcolemme	qui	 contribuent	également	à	 la	 consommation	

d’énergie.	 La	 pompe	 électrogénique	Na+/K+	 ATPase	 joue	 notamment	 un	 rôle	 important,	 étant	 un	

récepteur	pour	les	glycosides	cardiaques,	effectuant	un	effet	inotrpique	positif	en	inhibant	l’activité	

enzymatique,	 diminuant	 ainsi	 la	 force	 de	 conduction	 pour	 l’échange	 Na/Ca	 au	 cours	 de	 la	

dépolarisation.	Son	rôle	principal	est	de	transporter	 le	Na	(sodium)	à	 l’extérieur	et	 le	K	(potassium)	

vers	 l’intérieur	 du	 CM.	 Il	 existe	 une	 corrélation	 entre	 l’altération	 de	 la	 fonction	 cardiaque	 et	 la	

concentration	de	l’ATPase	Na+/K+	(Schwinger	et	al.	2003).	

Dans	 	 les	 conditions	normales	de	 contraction,	 l’activité	de	 ces	ATPases	 fait	 utiliser	 le	 cœur	

environ	 1mM	 d’ATP/s.	 Ainsi	 ses	 faibles	 réserves	 en	 énergie	 (~8mM	 d’ATP	 et	 15	 mM	 de	

phosphocréatine)	ne	permettent	que	quelques	secondes	d’autonomie.	Par	exemple,	le	cœur	humain	

effectue	95000	battements	par	 jour	en	consommant	plus	de	30	kg	d’ATP	avec	une	 réserve	en	ATP	

inférieure	au	gramme.	 Son	 stock	ne	 lui	 permet	que	3	battements.	 Il	 consomme	plus	d'énergie	par	

gramme	 que	 tout	 autre	 organe.	 Le	 métabolisme	 cardiaque	 se	 doit	 donc	 se	 fonctionner	 en	 «flux	

tendu».	 L’ATP	 fournit	 l'énergie	 chimique	 qui	 alimente	 la	 fonction	 contractile	 du	 myocarde.	
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Relativement	de	 grandes	 vitesses	de	 synthèse	d'ATP	 sont	nécessaires	pour	maintenir	 les	 fonctions	

systoliques	 et	 diastolique	 normales.	 L’essentiel	 de	 cet	 ATP	 provient	 du	 métabolisme	 oxydatif,	 la	

réaction	de	la	créatine	kinase	(CK)	sert	de	réserve	d’énergie	principale.	

Lors	d’un	effort,	le	cœur	utilise	jusqu’à	95%	de	sa	capacité	oxydative,	ce	qui	correspond	à	20	

µmoles	d’O2	par	gramme	de	cœur	et	par	minute	 (Mootha	et	al.	1997).	La	consommation	d’O2	par	

rapport	à	la	production	d’ATP	peut	varier	selon	le	type	de	substrat	utilisé.	En	effet	pour	une	molécule	

d’ATP,	 les	 acides	 gras	 sont	 plus	 consommateurs	 d’O2	que	 le	 glucose.	 La	 consommation	d’oxygène	

peut	être	multipliée	par	5	selon	les	substrats	utilisés	et	l’état	de	l’activité	du	cœur.	

	

Phosphorylation	oxydative	

Le	métabolisme	oxydatif	a	lieu		au	sein	des	mitochondries	qui	sont	des	structures	spécialisées	

très	 dynamiques,	 sphériques	 ou	 bien	 en	 forme	 de	 bâtonnets	 ou	 même	 en	 réseau,	 animées	 de	

mouvements	 de	 fusion	 ou	 de	 fission	 rapides.	 La	 mitochondrie	 est	 constituée	 d’une	 membrane	

externe	 juxtaposée	 à	 une	 membrane	 interne	 formant	 dans	 l’espace	 matriciel	 des	 invaginations	

tubulaires	 ou	 lamellaires	 parfois	 connectées	 par	 des	 structures	 tubulaires.	 Les	mitochondries	 font	

partie	 de	 l’architecture	 cellulaire,	 elles	 interagissent	 avec	 le	 cytosquelette	 et	 des	 moteurs	

moléculaires	comme	les	dynéines.	

La	mitochondrie	constitue	le	 lieu	de	convergence	des	voies	métaboliques	de	la	dégradation	

des	glucides	et	des	lipides.	La	glycolyse	cytosolique	aboutit	au	pyruvate;	celui-ci	est	importé	dans	la	

mitochondrie,	 décarboxylé	 par	 le	 complexe	 de	 la	 pyruvate	 déshydrogénase	 (PDH)	 donnant	 de	

l’acétyl-coenzyme	A	(acétyl-CoA)	et	des	équivalents	réduits	(NADH	et	FADH2).	La	vitesse	d’entrée	des	

acides	gras	dans	la	cellule	dépend	principalement	de	leur	concentration	plasmatique.	Les	acides	gras	

sont	activés	dans	le	cytosol	sous	forme	d’acyl-CoA.	Ces	acides	gras	à	longue	chaîne	doivent	donc	être	

importés	 dans	 la	 mitochondrie	 par	 un	 système	 de	 transporteurs	 spécifiques	 comportant	 les	 deux	

isoformes	 de	 la	 carnitine	 pamlitoyl	 transférase	 (CPT-1	 et	 2).	 Dans	 la	mitochondrie,	 les	 acides	 gras	

sont	dégradés	par	 les	 enzymes	 responsables	de	 la	β-oxydation	et	donnent	des	molécules	d’acétyl-

CoA	qui	constituent	des	molécules	communes	à	la	dégradation	des	sucres	et	des	graisses.	

Le	 résultat	énergétique	de	 l'oxydation	complète	de	1	mole	de	palmitate	est	de	7	moles	de	

FADH2,	de	7	moles	de	NADH	et	de	8	moles	d'acétyl-CoA,	ce	qui	se	traduit	finalement	par	environ	108	

moles	d’ATP	après	le	cycle	de	Krebs	et	le	métabolisme	de	la	chaine	de	transport	des	électrons	(ETC).	
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Alors	 que	 pour	 le	 stockage	 et	 le	métabolisme	 de	 carbohydrate,	 le	 glucose	 rentre	 dans	 les	

myocytes	 par	 les	 transporteurs	 de	 glucose,	 GLUT1	 et	 GLUT4,	 localisés	 dans	 la	 membrane	

sarcolemmale	et	les	vésicules	microsomales	intracellulaires	(Katz	et	al.	1995).	

Le	transport	de	glucose	cardiaque	dépend	de	la	concentration	du	glucose	dans	le	sang	et	de	

l’activité	de	GLUT1	et	GLUT4;	ce	dernier	est	principalement	régulé	par	l’insuline.	La	première	étape	

du	métabolisme	du	glucose	intracellulaire	est	la	phosphorylation,	après	laquelle	le	glucose	entre	en	

glycolyse	ou	bien	sera	stocké	sous	forme	de	glycogène.	L’ATP	du	myocarde	qui	provient	directement	

de	la	glycolyse	représente	4%	de	l’ATP	total	(Kobayashi	and	Neely	1979).	

La	 glycolyse	 divise	 une	 seule	molécule	 de	 glucose	 en	 2	molécules	 de	 pyruvate	 et	 forme	 2	

molécules	d’ATP	et	2	molécules	de	NADH.	Malgré	la	contribution	relativement	faible	de	l’ATP	total	au	

cours	 de	 conditions	 normales,	 la	 contribution	 glycolytique	 est	 relativement	 augmentée	 dans	 des	

conditions	 ischémiques	 ou	 anaérobiques.	 La	 glycolyse	 est	 la	 voie	 métabolique	 primaire	 pour	 le	

principal	 réservoir	 de	 carbone,	 le	 glycogène.	 L’ATP	 dérivé	 par	 la	 glycolyse,	 pourrait	 jouer	 un	 rôle	

supplémentaire	dû	à	sa	localisation	proche	des	canaux	ioniques,	augmentant	la	relaxation	diastolique	

par	la	recapture	du	Ca2+	dans	le	réticulum	sarcoplasmique	et	pour	une	fonction	optimale	de	l’ATPase	

Na+/K+	pour	maintenir	un	gradient	électrochimique.	

Dans	le	cœur	normal,	60-90%	de	l’acétyl-CoA	proviennent	de	la	β-oxydation	des	acides	gras	

et	10-40%	de	l’oxydation	du	pyruvate.	Sa	dégradation	est	effectuée	dans	 la	matrice	mitochondriale	

par	la	suite	des	réactions	constituant	le	cycle	de	KREBS	qui	produit	des	équivalents	réduits	(NADH	et	

FADH2)	ainsi	qu’une	petite	quantité	d’ATP.	

L’utilisation	des	acides	gras	et	des	hydrates	de	 carbone	est	 régulée.	 L’activité	de	CPT-1	est	

fortement	 inhibée	par	 le	malonyl-CoA	produit	 par	 l’acétyl-CoA	 carboxylase	 à	 partir	 de	 l’acétyl-CoA	

cytosolique.	 Cette	 étape	 est	 essentielle	 pour	 le	 contrôle	 de	 l’utilisation	 de	 l’acide	 gras	 par	 la	

mitochondrie.	L’oxydation	du	glucose	est	quant	à	elle	contrôlée	par	la	vitesse	d’oxydation	des	acides	

gras,	à	travers	la	régulation	de	la	PDH	par	les	concentrations	intra-mitochondriales	d’acétyl-CoA	et	de	

NADH.	

La	 production	 d’ATP	 mitochondriale	 est	 basée	 sur	 la	 théorie	 chimio-osmotique	 émise	 par	

Peter	Mitchell	 en	1916.	 Les	molécules	de	NADH	produites	par	 la	β-oxydation	et	 le	 cycle	de	KREBS	

sont	 oxydéespar	 le	 complexe	 I	 de	 la	 chaîne	 respiratoire,	 donc	 transfèrent	 leurs	 électrons	 à	 cette	

chaîne.	 Le	 complexe	 II	 oxyde	 le	 FADH2	 produit	 par	 la	 β-oxydation	 et	 le	 cycle	 de	 KREBS.	 Ainsi	 les	

équivalents	 réduits	 issus	 de	 l’oxydation	 des	 substrats	 énergétiques	 cèdent	 leurs	 électrons	 à	 un	

système	 de	 transporteurs	 qui	 est	 la	 chaîne	 respiratoire	 située	 sur	 la	 membrane	 interne	 de	 la	
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mitochondrie	 qui,	 par	 une	 cascade	 de	 réactions	 d’oxydoréduction,	 amène	 ces	 électrons	 jusqu’à	

l’accepteur	 final,	 l’oxygène	 moléculaire.	 L’énergie	 libérée	 au	 cours	 de	 ce	 passage	 d’électrons	 est	

utilisée	pour	l’exportation	de	protons	de	la	matrice	mitochondriale	vers	l’espace	intra-membranaire.	

Les	électrons	se	déplacent	vers	des	composés	aux	potentiels	d’oxydation	plus	positifs	et	la	libération	

progressive	 de	 l’énergie	 pendant	 le	 transfert	 d’électrons	 est	 utilisée	 pour	 pomper	 les	 protons	 H+	

dans	 l’espace	 intra-membranaire	 par	 les	 complexes	 I,	 III	 et	 IV.	 Ce	 gradient	 de	 protons	 génère	 une	

force	motrice	 	 de	 rotation	 du	 domaine	 	 F0	 de	 l’ATP	 synthase	 (complexe	 V)	 qui	 permet	 de	 fournir	

l’énergie	nécessaire	à	la	fusion	d’un	ADP	et	d’un	phosphate,	une	réaction	fortement	endergonique.	

L’ATP	 est	 ensuite	 transporté	 vers	 l’espace	 inter-membranaire	 par	 le	 translocateur	 des	 nucléotides	

adényliques	 (ANT),	puis	 vers	 le	 cytosol	 via	 le	«le	 canal	d'anions	dépendant	de	 la	 tension»	 (Voltage	

Dépendant	Anion	channel	(VDAC)).	L’ATP	peut	également	être	immédiatement	utilisé	par	la	Créatine	

kinase	mitochondriale	(mtCK)	qui	est	couplée	à	l’ANT	et	convertit	réversiblement	l’ATP	et	la	créatine	

(Cr)	 en	ADP,	 immédiatement	 réutilisable	 par	 l’ATP	 synthase	 et	 en	 créatine	 phosphate	 (PCR)	 (voire	

aussi	paragraphe	suivant)		

Ces	mécanismes	 permettent	 un	 contrôle	 strict	 des	 concentrations	 d'ADP	 et	 d'ATP	 dans	 le	

muscle	cardiaque	(Weiss	et	al.	2005)	(Figure	11).	

 

Figure	11:	Les	différentes	sources	d’énergie	pour	la	cellule	musculaire	cardiaque	
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Bien	que	l’oxydation	des	acides	gras	et	des	glucides	mitochondriaux	constitue	la	source	principale	de	

production	d'ATP	dans	le	cœur,	il	devient	de	plus	en	plus	évident	que	l'oxydation	d'autres	substrats	

énergétiques,	 tels	 que	 les	 cétones	 et	 les	 acides	 aminés	 à	 chaîne	 courte,	 peuvent	 également	

contribuer	à	la	production	d'énergie	(Lopaschuk	and	Ussher	2016).	

b) Le	système	Créatine	kinase	

Il	nécessite	des	complexes	enzymatiques	à	la	création	de	microenvironnements	au	voisinage	

des	sites	consommateurs	d’ATP,	pour	distribuer	 l’énergie	dans	 le	CM.	Dans	ce	contexte,	 la	créatine	

kinase	(CK)	assure	le	transfert	d’une	liaison	riche	en	énergie	entre	l’ATP	et	la	phosphocréatine	(PCr).	

Il	existe	deux	sous-unités	de	CK	cytosolique,	la	B	pour	«brain»	et	la	M	pour	«muscle	type».	Ces	deux	

sous	unités	sont	capables	de	 former	 trois	 isoenzymes	dimériques	MM,	BB	et	MB.	De	plus,	 il	existe	

deux	 sous-unités	de	 la	CK	mitochondriale,	une	 forme	ubiquitaire	et	une	 forme	sarcomérique.	Elles	

peuvent	 exister	 sous	 formes	 dimérique	 ou	 octamérique	 (Wyss	 et	 al.	 1992).	 Alors	 que	 la	 CK	

mitochondriale	est	directement	impliquée	dans	la	formation	de	la	phosphocréatine,	la	CK	cytosolique	

régénère	 de	 l’ATP	 à	 partir	 d’ADP	 et	 de	 PCr.	 Elle	 agit	 comme	 un	 régénérateur	 local	 d’ATP.	 Cette	

organisation	est	nécessaire	pour	 les	 fonctions	musculaires,	 l’ADP,	 inhibiteur	des	ATPases,	doit	être	

rapidement	 régénéré,	 ce	 qui	 permet	 de	 maintenir	 localement	 un	 ratio	 élevé	 ATP/ADP	 près	 des	

enzymes	 consommatrices	 aussi	 bien	 au	 niveau	 de	 la	 myofibrille	 qu’au	 niveau	 du	 réticulum	

sarcoplasmique.	Le	transfert	et	l’adressage	de	l’énergie	aux	complexes	consommateurs	sont	assurés	

par	ce	système	CK/PCr	jouant	un	rôle	à	la	fois	dans	la	production	d’énergie	et	dans	la	consommation.	

	

2. Remodelage	métabolique	dans	l’insuffisance	cardiaque	

a) Déficit	énergétique	dans	le	cœur	insuffisant	

Les	mécanismes	conduisant	à	 l’insuffisance	de	la	pompe	cardiaque	ont	de	multiples	origines.	Cela	

inclue	 la	 surcharge	 de	 pression,	 l’ischémie	 cardiaque	 (résultant	 de	 l’altération	 de	 la	 circulation	

artérielle	 coronaire	 ou	 l’infarctus),	 les	 cardiomyopathies	 et	 les	 défauts	 dans	 les	 gènes	 codant	 des	

protéines	 ayant	 des	 fonctions	 contractiles,	 impliquées	 dans	 l’organisation	 du	 cytosquelette,	 de	 la	

matrice	extracellulaire	et	des	protéines	mitochondriales	(Ventura-Clapier	et	al.	2004).	

Ces		défauts	ont	comme	résultats	:	un	déséquilibre	entre	la	capacité	du	cœur	à	éjecter	le	sang	et	les	

besoins	 de	 l’organisme,	 un	 remodelage	 de	 la	 structure	 cardiaque	 initialement	 pour	 compenser	 la	

fonction	 altérée.	 Dans	 l’IC,	 	 la	 dépression	 de	 la	 force	 contractile	 n’est	 pas	 compensée	 par	 une	
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dépression	 concomitante	 de	 la	 consommation	 d’énergie	 ce	 qui	 conduit	 à	 un	 découplage	

mécanoénergétique	(Schipke	1994;	Saavedra	et	al.	2002).	

Dans	le	cœur	insuffisant,	une	des	anomalies	les	plus	importantes	altérant	la	synthèse	de	phosphate	

à	haute	énergie,	est	une	diminution	de	la	réserve	coronaire	qui	peut	diminuer	l’apport	en	nutriments	

et	en	oxygène	aux	cardiomyocytes	au	cours	des	charges	de	travail	élevées.	

Le	 cœur	 est	 un	 omnivore	 métabolique,	 capable	 	 de	 répondre	 à	 ces	 besoins	 en	 énergie	 par	

l’oxydation	 des	 acides	 gras,	 du	 glucose	 et	 du	 lactate	 et	 d’autres	 substrats	 oxydables.	 Malgré	 le	

rétrocontrôle	par	l’utilisation	des	acides	gras	et	du	glucose,	le	cœur	fonctionne	mieux	lorsqu’il	oxyde	

les	deux	substrats	simultanément	(Taegtmeyer	2000).	Dans	l’IC,	 il	y	a	un	«shift»	vers	l’utilisation	du	

glucose	comme	substrat	principal,	 c’est	une	 inversion	vers	un	substrat	énergétique	 fœtal	avec	une	

diminution	de	l’expression	des	enzymes	impliquées	dans	l’oxydation	des	acides	gras	(Sack	et	al.	1996;	

Razeghi	 et	 al.	 2001).	Un	 switch	 précoce	 des	A.G	 aux	 carbohydrates	 dans	 l’hypertrophie	 résulte	 en	

une	fonction	cardiaque	améliorée	tant	que	le	glucose	s’oxyde	(Taegtmeyer	2000).	Une	augmentation	

de	 la	glycolyse	et	des	enzymes	glycolytiques	est	observée	dans	 l’hypertrophie,	mais	 les	niveaux	de	

l’oxydation	du	glucose	sont	diminués	et	plus	le	lactate	s’accumule.	Plus	le	processus	de	remodelage	

avance	 vers	 un	 stade	 non	 compensé,	 plus	 l’adaptation	métabolique	 devient	 insuffisante	 avec	 une	

plus	faible	capacité	d’oxydation	du	glucose,	conduisant	à	une	efficacité	diminuée	(Leong	et	al	2003).	

Dans	l’IC	chez	l’homme,	les	niveaux	d’expression	des	transporteurs	de	glucose	GLUT1	et	GLUT4	et	

la	glycogène	synthèse	sont	diminués	(Razeghi	et	al.	2001;	Razeghi	et	al.	2002).	Par	contre	il	y	a	une	

augmentation	du	niveau	d’expression	du	transporteur	de	lactate	MCT1	dans	un	modèle	d’IC,	ce	qui	

peut	 favoriser	 le	 transport	 de	 lactate	 (Johannsson	 et	 al.	 2001).	 L’IC	 n’est	 pas	 accompagnée	 d’une	

induction	 des	 voies	 glycolytiques	 et	 l’IC	 en	 fin	 de	 stade	 entraine	 une	 diminution	 des	 enzymes	

glycolytiques	(De	Sousa	et	al.	1999;	Dzeja	et	al.	1999).	Ceci	est	vrai	pour	les	cardiomyopathies	dilatée	

et	hypertrophique	(Kalsi	et	al.	1999).	L’invalidation	de	Gut4	induit	une	hypertrophie	cardiaque	(Abel	

et	al.	1999),	alors	que	la	surexpression	de	Glut1	normalise	le	ratio	PCr/ATP	et	est	protecteur	contre	le	

développement	de	l’IC	induite	par	la	surcharge	de	pression	(Liao	et	al.	2002).	

Une	 diminution	 du	 ratio	 PCr/ATP	 est	 observée	 dans	 les	 cœurs	 défaillants	 humains	 et	 dans	 les	

modèles	animaux.	Chez	l’homme,	la	PCr	et	l’ATP	sont	diminués	(Beer	et	al.	2002)	et	la	diminution	du	

ratio	 PCr/ATP	 est	 décrite	 comme	 signe	 de	 mortalité	 pour	 la	 défaillance	 cardiaque	 congénitale	

(Neubauer	et	 al.	 1997).	Cependant	 les	mécanismes	moléculaires	qui	mènent	 à	 l’altération	des	 flux	

énergétiques	 et	 de	 la	 contractilité	 ne	 sont	 pas	 bien	 connus.	 L’augmentation	 de	 l’ADP,	 inhibant	 les	

ATPases	 impliqués	dans	 le	 couplage	excitation-contraction,	pourraient	être	un	des	points	 sensibles	

pour	la	mise	en	place	de	la	pathologie	(De	Sousa	et	al.	1999).	
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b) Dysfonction	mitochondriale	et	altération	de	la	navette	Créatine/Phosphocréatine	

L’IC	 chronique	 est	 associée	 avec	 des	 anomalies	 morphologiques	 de	 la	 mitochondrie:	

augmentation	du	nombre,	diminution	de	la	taille	et	une	intégrité	structural	compromise	(Schaper	et	

al.	1991).	La	lésion	mitochondriale	est	positivement	corrélée	avec	des	indices	de	sévérité	d’IC	comme	

la	noradrenaline	dans	le	plasma	(norepinephrine),	la	pression	du	ventricule	gauche	en	diastole	et	la	

fraction	d’éjection	(Sabbah	et	al.	1992).	

Dans	 l’IC	 humaine	 et	 expérimentale,	 des	 diminutions	 dans	 l’activité	 des	 complexes	 de	 la	 chaine	

respiratoire	 ou	 du	 cycle	 de	 Krebs	 on	 été	 décrits.	 L’expression	 diminuée	 des	 protéines	

mitochondriales	 est	 liée	 à	 une	 capacité	 de	 synthèse	 d’ATP	 limitée	 et	 des	 anomalies	 cinétiques	 de	

phosphate	à	haute	énergie	(Ning	et	al.	2000).	

De	plus,	les	taux	de	consommation	d'oxygène	défectueux	et	la	régulation	mitochondriale	émoussée	

par	 les	 accepteurs	 de	phosphate	AMP,	ADP	et	 créatine	 sont	 en	 faveur	 d'une	production	d'énergie	

myocardique	plus	faible	en	HF	via	la	phosphorylation	oxydative	(Sanbe	et	al.	1995;	Sharov	et	al.	1998;	

De	Sousa	et	al.	1999).	

Vu	 la	 forte	corrélation	entre	 la	consommation	d’oxygène	et	 le	 travail,	 la	capacité	oxydative	

diminuée	du	myocarde	insuffisant	limitera	la	fonction	cardiaque	au	moins	pour	les	charges	de	travail	

élevées.	Par	contre,	même	dans	les	conditions	basales,	les	niveaux	cellulaires	d’ATP	et	de	PCr	et	du	

ratio	PCr/ATP,	sont	tous	contrôlés	par	la	phosphorylation	oxydative,	sont	altérés	dans	l’IC.	

Le	 couplage	 de	 la	 CK	mitochondriale	 à	 la	 phosphorylation	 oxydative	 diminuée	 est	 observe	

dans	 des	modèles	 animaux	 de	 cardiomyopathies	 et	 pourrait	 être	 un	marqueur	 de	 transition	 entre	

l’hypertrophie	 compensatoire	 et	 l’insuffisance	 (Veksler	 and	 Ventura-Clapier	 1994).	 Suggérant	 une	

perte	 généralisée	 de	 la	 coordination	 entre	 le	 cytosol	 et	 la	 mitochondrie	;	 et	 une	 altération	 de	 la	

signalisation	 énergétique.	 Cela	 est	 responsable	 de	 l’altération	 des	 flux	 énergétiques	 et	 du	 ration	

PCr/ATP	 diminué,	 et	 de	 l’incapacité	 du	 myocarde	 défaillant	 d’adapter	 sa	 production	 d’énergie	 à	

l’utilisation	d’énergie	aussi	bien	que	de	mobiliser	sa	réserve	contractile	(Liao	et	al.	1996).	

Par	 ailleurs,	 la	 CK	 mitochondriale	 peut	 moduler	 la	 transition	 de	 la	 perméabilité	

mitochondriale	 en	 présence	 de	 l	 créatine	 (Dolder	 et	 al.	 2003).	 La	 chute	 dans	 la	 miCK	 cardiaque	

pourrait	 rendre	 le	 pore	 de	 transition	 mitochondrial	 pus	 prédisposé	 à	 s’ouvrir	 favorisant	 la	 mort	

cellulaire	apoptotique	pouvant	avoir	 lieu	dans	 l’IC.	En	outre,	 l’efficacité	des	ATPases	dépend	d'une	

alimentation	énergétique	adéquate	et	du	retrait	efficace	des	produits	finaux	de	l'hydrolyse	de	l'ATP.	
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En	 effet,	 l'ATP	 et	 l'ADP	 exercent	 une	 cinétique	 (par	 des	 constantes	 d'affinité	 et	 d'inhibition)	 ainsi	

qu’un	 contrôle	 thermodynamique	 sur	 la	 transduction	 d’énergie.	 En	 particulier,	 un	 défaut	 dans	 la	

capacité	du	RS	à	accumuler	le	calcium	est	considéré	comme	participant	dans	la	pathophysiologie	de	

l’IC.	

Le	cœur	défaillant	est	un	organe	en	état	de	déficit	énergétique.	Un	certain	nombre	d'études	

ont	 montré	 qu’il	 y	 a	 une	 diminution	 des	 niveaux	 d’ATP	 et	 de	 phosphocréatine	 au	 niveau	 du	

myocarde.	 L’ATP	myocardial	peut	diminuer	de	30	%	à	40	%	dans	 le	 cœur	défaillant	par	 rapport	au	

cœur	 normal	 en	 raison	 d’une	 inadéquation	 entre	 l’offre	 et	 la	 demande	 de	 l’ATP	 (Lopaschuk	 and	

Ussher	2016).	

L’analyse	 de	 la	 fonction	mitochondriale	 au	 cours	 de	 l’évolution	 de	 la	maladie,	montre	 que	

l’hypertrophie	 cardiaque	 compensatoire	 est	 associée	 avec	 une	 augmentation	 de	 la	 capacité	

mitochondriale	 oxydative	 dans	 le	 cœur	 et	 dans	 l’IC,	 les	mitochondries	 présentent	 une	 dysfonction	

prononcée.	Par	exemple,	Doenst	et	al.	Rapportent	que	 le	profil	d’oxydation	des	 substrats	prédit	 la	

progression	de	l’IC	chez	le	rat	avec	une	constriction	aortique	(Doenst	et	al.	2010).	

L’oxydation	 du	 glutamate,	 substrat	 du	 complexe	 I,	 présente	 un	 profil	 diphasique	 avec	 une	

augmentation	précoce	suivie	par	une	chute	qui	coïncide	avec	une	diminution	de	la	contractilité	et	de	

la	fraction	d’éjection.	La	diminution	de	contractilité	est	précédée	par	une	diminution	de	l’oxydation	

des	 acides	 gras.	 Lors	 de	 l’addition	de	découpleur,	 la	 consommation	d’oxygène	augmente	de	 façon	

similaire	dans	les	cœurs	normaux	perfusés	aux	catécholamines	et	les	cœurs	en	surcharge	de	pression	

mais	pas	dans	les	cœurs	en	insuffisance,	indiquant	que	la	phosphorylation	oxydative	est	préservée	en	

hypertrophie	compensatoire	et	est	diminuée	en	IC	(Gong	et	al.	2003).	

Un	profil	similaire	a	été	décrit	dans	le	muscle	squelettique;	Schrepper	et	al	démontrent	une	

réponse	 mitochondriale	 dipahsique	 dans	 le	 muscle	 squelettique	 en	 réponse	 à	 la	 surcharge	 de	

pression	cardiaque	chronique	avec	une	augmentation	précoce	de	la	phosphorylation	mitochondriale	

oxydative	et	un	déclin	plus	tardif	qui	coïncide	avec	la	transition	de	l’hypertrophie	cardiaque	vers	l’IC	

chronique.	

On	 constate	 que	 la	 diminution	 des	 capacités	 respiratoires	 (Dépendantes	 de	 l’ADP)	 a	 lieu	

lorsque	la	consommation	d’oxygène	a	été	mesurée	en	présence	de	glutamate+malate	dans	les	fibres	

cardiaques	isolées	des	cœurs	de	rat	(Garnier	et	al.	2003)	de	chien	(Sharov	et	al.	1998)et	de	l’homme	

(Sharov	et	al.	2000)en	cardiomyopathie	dilatée	et	également	en	 surcharge	de	pression	et	dans	 l’IC	

induite	par	ischémie	(Sanbe	et	al.	1993).De	manière	similaire,	le	cœur	humain	insuffisant	connait	des	
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défauts	précoces	dans	la	respiration	mitochondriale	liée	au	complexe	I	et	l’oxydation	des	acides	gras	

ainsi	que	dans	l’appareil	de	phosphorylation	(Lemieux	et	al.	2011).	

Différents	 défauts	 mitochondriaux	 ont	 été	 reportés	 dans	 les	 complexes	 de	 la	 chaine	 de	

transport	 d’électrons	 et	 des	 composés	 impliqués	 dans	 la	 phosphorylation	 au	 niveau	 des	

mitochondries	du	cœur	dans	 l’IC	de	différentes	étiologies	(Rosca	and	Hoppel	2009).	Des	altérations	

dans	 les	 composés	 de	 phosphorylation	 ont	 été	 caractérisés	 par	 une	 diminution	 du	 niveau	

d’expression	et	de	l’activité	de	l’ATP	synthase,	dans	le	cœur	de	cochon	en	IC	ischémique	induite	par	

la	ligature	de	l’artère	coronaire	circonflexe	gauche	(Liu	et	al.	2001),	et	également	chez	les	chien	ayant	

une	CMD	(McCutcheon	et	al.	1992)et	les	personnes	avec	une	CMD	(Unverferth	et	al.	1988).L’activité	

du	 complexe	V	est	 fortement	diminuée	dans	 le	 cœur	et	 le	muscle	 squelettique	d’animaux	atteints	

d’une	 IC	 induite	 par	 une	 stimulation	 (Marin-Garcia	 et	 al.	 2001;	 Moe	 et	 al.	 2004).	

Des	 anticorps	 anti-adénine	 nucléotide	 translocase	 (ANT)	 sont	 présents	 dans	 le	 plasma	 de	 patients	

atteints	 de	 cardiomyopathie	 dilatée	 et	 ils	 inhibent	 le	 transport	 nucléotidique	 des	 mitochondries	

cardiaques	(Schultheiss	and	Bolte	1985).	Schultheiss	et	al	ont	trouvé	une	diminution	dans	la	capacité	

de	transport	de	l’ANT	dans	le	tissu	cardiaque	explanté	de	patients	atteints	de	CMD	(Schultheiss	1992)	

associée	à	une	augmentation		du	taux	total	de	l’ANT	(Sylven	et	al.	1993).	

L'analyse	 des	 tissus	 cardiaques	 humains	 révèle	 un	 changement	 dans	 l'expression	 de	

l'isoforme	 ANT	 caractérisée	 par	 une	 augmentation	 de	 l'ANT1	 et	 une	 diminution	 de	 l'ANT2,	 ce	 qui	

restreint	 la	 fonction	 ANT.	 Une	 modification	 de	 l'expression	 de	 l'isoforme	 ANT	 a	 également	 été	

observée	 dans	 les	 biopsies	 endomyocardiques	 lors	 des	 premiers	 stades	 de	 la	 cardiomyopathie	

dilatée,	ce	qui	suggère	que	le	défaut	de	l'ANT	peut	causer	le	déficit	énergétique	et	la	progression	de	

la	HF.	 Le	changement	de	 l'ANT	se	produit	également	dans	 les	maladies	cardiaques	 inflammatoires,	

mais	 il	 est	 absent	 dans	 la	 cardiomyopathie	 ischémique,	 valvulaire	 et	 hypertrophique	 (Dorner	 and	

Schultheiss	2000).	

	

3. Régulation	du	métabolisme	énergétique	

a) Voie	AMPK	et	sirt	1	

L’AMPK	(AMP-activated	protein	kinase)	a	été	formellement	identifiée	en	1987	comme	étant	

l’unique	 enzyme	 responsable	 de	 l’inhibition	 conjointe	 de	 la	 synthèse	 du	 cholestérol	 et	 des	 acides	

gras.	Grâce	à	son	clonage	en	1994,	 les	rôles	de	 l’AMPK	ont	pu	être	mieux	définis.	L’AMPK	est	alors	

apparue	comme	un	senseur	métabolique	incontournable	permettant	l’ajustement	précis	des	besoins	

et	disponibilités	énergétiques	cellulaires.	
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Chez	 les	 mammifères,	 les	 cellules	 doivent	 maintenir	 une	 balance	 énergétique	 positive	 et	

stable,	 caractérisée	 par	 un	 rapport	 ATP/ADP	 élevé	 (ratio	 10/1).	 La	 perturbation	 de	 cette	 balance	

énergétique	par	un	 facteur	environnemental	mène	à	une	chute	de	 la	production	d’ATP.	Le	rapport	

ATP/ADP	ainsi	que	 le	 rapport	ATP/AMP	sont	alors	automatiquement	modifiés	par	 l’intervention	de	

l’adénylate	kinase.	L’activation	de	 l’AMPK	est	déterminée	par	 l’augmentation	du	rapport	AMP/ATP,	

en	 réponse	 aux	 épisodes	 de	 stress	 énergétique	 comme	 l’absence	 de	 glucose,	 l’exercice	 physique,	

l’ischémie	ou	l’hypoxie.	Une	fois	activée,	l’AMPK	participe	au	maintien	de	l’homéostasie	énergétique	

cellulaire	en	contrôlant,	à	court	terme,	 l’activité	de	certaines	enzymes	et	à	 long	terme,	 l’expression	

de	certains	gènes,	la	plupart	impliqués	dans	le	métabolisme	énergétique(Foretz	et	al.	1998;	Foretz	et	

al.	2005).	Ainsi,	afin	de	réajuster	la	balance	énergétique	cellulaire,	l’activation	de	l’AMPK	stimule	des	

voies	cataboliques	impliquées	dans	la	synthèse	d’ATP	(oxydation	des	acides	gras,	glycolyse)	et	inhibe	

des	 voies	 anaboliques	 ou	 consommatrices	 d’ATP	 (synthèse	 des	 protéines,	 de	 cholestérol	 et	 des	

acides	 gras).	 Ce	 système	 senseur	 du	métabolisme	 énergétique	 constitue	 un	mécanisme	 de	 survie	

cellulaire	hautement	conservé	chez	les	eucaryotes.		

	

Contrôle	du	métabolisme	myocardique	par	l’AMPK		

Le	 cœur	 doit	 produire	 quotidiennement	 près	 de	 35	 kg	 d’ATP	 pour	 assurer	 son	 activité	

contractile	 et	 son	 rôle	de	pompe.	 Il	 tire	 son	énergie	de	 l’oxydation	de	 substrats	 comme	 les	 acides	

gras	et	le	glucose.	Pour	cela,	un	apport	continu	en	oxygène	est	fourni	par	les	artères	coronaires.	Le	

rétrécissement	 ou	 l’occlusion	 d’une	 artère	 coronaire	 produit	 une	 diminution	 de	 la	 perfusion	 du	

myocarde	 (ischémie)	 et	 par	 conséquent	 une	 réduction	 de	 l’apport	 en	 substrat	 et	 en	 oxygène.	 En	

l’absence	 d’oxygène,	 le	 métabolisme	 oxydatif	 cesse	 et	 la	 glycolyse	 (glucose	 exogène	 et	

glycogénolyse)	 devient	 la	 seule	 voie	 métabolique	 susceptible	 de	 produire	 de	 l’ATP.	 Face	 à	 cette	

situation	 de	 stress	 métabolique,	 la	 glycolyse	 est	 stimulée,	 permettant	 de	 fournir	 un	 minimum	

d’énergie	pour	maintenir	 la	survie	cellulaire.	L’AMPK	joue	un	rôle	clé	dans	cette	stimulation.	D’une	

part,	l’activation	de	l’AMPK	entraîne	une	translocation	du	transporteur	de	glucose	GLUT-4	au	niveau	

de	 la	 membrane	 plasmique	 facilitant	 la	 pénétration	 du	 glucose	 dans	 le	 cardiomyocyte	 par	 un	

mécanisme	indirect	(Russell	et	al.	1999).	

De	 plus,	 les	 voies	 anaboliques	 consommatrices	 d’énergie	 sont	 inhibées	 au	 cours	 de	

l’ischémie.	 Ainsi,	 la	 synthèse	 des	 protéines	 (responsable	 de	 30	 %	 de	 la	 consommation	 d’ATP	 en	

métabolisme	basal)	est	 réduite	par	phosphorylation	et	 inhibition	du	 facteur	d’élongation	eEF-2	par	

l’AMPK,	rendant	impossible	l’élongation	des	chaînes	peptidiques.	Lorsque	la	perfusion	myocardique	

est	rétablie,	le	métabolisme	oxydatif	est	à	nouveau	possible	et	l’oxydation	des	acides	gras	devient	la	
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source	 principale	 d’énergie	 fournissant	 de	 80	 %	 à	 90	 %	 de	 la	 production	 d’ATP.	 Le	 mécanisme	

moléculaire	 proposé	 fait,	 une	 fois	 de	 plus,	 intervenir	 l’AMPK	 par	 son	 action	 sur	 l’ACC,	 facilitant	 la	

pénétration	des	acides	gras	dans	la	mitochondrie	et	donc	leur	oxydation.	Il	a	été	en	effet	démontré	

que	l’AMPK	reste	active	au	cours	des	premiers	moments	de	la	réperfusion	provoquant	une	inhibition	

de	 l’ACC,	 une	 diminution	 de	 la	 concentration	 en	 malonyl-CoA	 et	 donc	 une	 augmentation	 de	

l’oxydation	 des	 acides	 gras	 (Sambandam	 and	 Lopaschuk	 2003).	 L’importance	 de	 l’AMPK	 dans	 la	

protection	métabolique	du	cœur	 ischémique	a	été	bien	démontrée	grâce	à	 l’utilisation	de	modèles	

murins	 d’invalidation	 génique	 ou	 de	 transgenèse.	 L’isoforme	 α2	 de	 l’AMPK	 est	 essentielle	 pour	 la	

protection	métabolique	:	les	cœurs	isolés	perfusés	de	souris	AMPKa2-/-	développent	une	contracture	

de	manière	plus	précoce	et	plus	importante	lorsqu’ils	sont	soumis	à	un	épisode	ischémique.	Celle-ci	

est	 le	 résultat	 d’une	 chute	 plus	 rapide	 d’ATP.	 La	 surexpression	 cardiaque	 d’une	 forme	 dominante	

négative	de	 l’AMPK	 inhibe	 l’activation	de	 l’AMPK,	 la	stimulation	de	 la	glycolyse	et	 la	production	de	

lactate	au	cours	de	 l’ischémie	et	entraîne	une	aggravation	des	 lésions	 ischémiques	(mort	cellulaire)	

(Xing	 et	 al.	 2003;	 Russell	 et	 al.	 2004).	 De	 même,	 l’AMPK	 a	 été	 impliquée	 dans	 les	 effets	

cardioprotecteurs	de	l’adiponectine	en	inhibant	l’apoptose	des	cardiomyocytes	(Shibata	et	al.	2005).	

L’AMPK	 contrôle	 l’expression	 de	 gènes	 impliqués	 dans	 le	 métabolisme	 énergétique	 en	

agissant	 en	 coordination	 avec	 un	 autre	 senseur	 énergétique,	 la	 SIRT1,	 lysine	 désacétylase	

dépendante	 du	 NAD+(Canto	 et	 al.	 2009).L’AMPK	 améliore	 l’activité	 de	 SIRT1	 en	 augmentant	 les	

niveaux	cellulaires	en	NAD+,	résultant	en	la	désacétylation	et	la	modulation	de	l’activité	des	cibles	en	

aval	 SIRT1	 qui	 incluent	 PGC1α	 (peroxisome	 proliferator	 activated	 receptor)	 et	 les	 facteurs	 de	

transcriptions	 FOXO1	 et	 FOXO3a.	 La	 desacétylation	 de	 ces	 cibles	 médiée	 par	 la	 SIRT1	 induite	 par	

AMPK,	 explique	 plusieurs	 effets	 biologiques	 convergents	 de	 l’AMPK	 et	 SRT1	 sur	 le	 métabolisme	

énergétique	(Price	et	al.	2012)	

Le	 polyphénol,	 resvératrol	 (2,3,4’-trihydroxystilbene),	 présent	 dans	 le	 vin	 rouge,	 a	 attiré	

l’attention	scientifique	vu	son	rôle	protecteur	vis-à-vis	de	la	fonction	cardiaque	et	possède	également	

une	activité	anti	tumorale	(Jang	et	al.	1997).	

Des	souris	 traitées	avec	une	dose	modérée	de	resvératrol,	montre	une	augmentation	de	 la	

fonction	et	 la	biogenèse	mitochondriale,	 l’activation	de	AMPK	et	 l’augmentation	du	niveau	du	NAD	

cellulaire	dans	 le	muscle	squelettique,	alors	que	le	KO	de	Sirt1	n’a	aucun	de	ces	avantages	 lorsqu‘il	

est	traité	avec	du	resvératrol	à	faible	ou	forte	dose,	ce	qui	 indique	que	SIRT1	jour	un	rôle	essentiel	

dans	 la	 capacité	 de	 doses	 modérées	 de	 resvératrol	 de	 stimuler	 AMPK	 et	 améliore	 la	 biogenèse	

mitochondriale	in	vitro	et	in	vivo.	
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La	restriction	calorique	induit	une	augmentation	du	niveau	d’expression	des	Sirt1-4	en	ARNm	

et	 protéines	 dans	 les	 cardiomyocytes,	 suggérant	 que	 ces	 sirtuines	 jouent	 un	 rôle	 essentiel	 pour	

médier	une	réponse	à	la	restriction	calorique	dans	les	cardiomyocytes	in	vitro	et	in	vivo.	Ces	résultats	

pourraient	être	importants	pour	atténuer	les	maladies	associées	au	vieillissement	et	notamment	les	

maladies	cardiovasculaires.	

	

b) Régulation	par	les	voies	PPAR,	PGC1alpha/beta,	ERRalpha	

On	 constate	 dans	 plusieurs	 modèle	 d’IC	 qu’il	 y	 a	 une	 chute	 d’expression	 des	 facteurs	 de	

transcriptions	directement	impliqués	dans	la	biogénèse	mitochondriale	et	la	régulation	des	enzymes	

du	 métabolisme	 énergétique	 comme	 les	 facteurs	 Pgc1α	 et	 β	 (Peroxisome	 proliferator-activated	

receptor	gamma	cofactors)	ou	Errα	(Estrogen	receptor	related)	sans	que	la	cause	de	cette	chute	soit	

bien	comprise	(Schilling	and	Kelly	2011).	

La	production	constante	d’ATP	est	vitale	pour	le	tissu	cardiaque,	afin	qu’il	puisse	effectuer	sa	

fonction	 contractile.	 Les	 CM	 doivent	 être	 capables	 de	 reprogrammer	 leur	 capacité	 métabolique	

énergétique	 pour	 répondre	 aux	 besoins	 de	 l’organisme.	 Le	 niveau	 d’expression	 de	 gènes	

métaboliques	 constitue	 un	 mécanisme	 important	 dans	 cette	 régulation.	 Les	 coactivateurs	

transcriptionnels,	 PPARγ	 co-activateur	 1	 (PGC-1)	 α	 et	 β	 avec	 leurs	 récepteurs	 nucléaires	 cibles,	 les	

récepteurs	 liés	 à	 l’œstrogène	 (ERR)	 α	 et	 γ	 sont	 impliqués	 dans	 de	multiples	 voies	 de	 transduction	

d’énergie	mitochondriale	et	de	génération	d’ATP	à	l’état	basal	et	en	réponse	au	stress	physiologique.	

Les	 cibles	 connues	 de	 PGC1	 dans	 le	 cœur	 incluent	 des	 récepteurs	 nucléaires	 (ERRα,	 ERRγ,	 PPARα,	

PPARβ/δ)	et	des	facteurs	de	transcriptions	(NRF-1	et	MEF2)	(Finck	and	Kelly	2007).	

Le	 réseau	 PGC-1	 sert	 à	 réguler	 en	 coordination	 l’expression	 de	 nombreux	 gènes	 impliqués	

dans	les	voies	mitochondriales	comme	la	β-oxydation	des	acides	gras,	la	phosphorylation	oxydative,	

la	synthèse	d’ATP	et	la	biogenèse	mitochondriale.	

L’expression	de	PGC1	α	et	β		est	évidente	dans	les	tissus	aux	grands	besoins	énergétiques	et	

à	 forte	capacité	oxydative,	comme	 le	cœur,	 le	 tissu	adipeux	brun,	 le	 rein	et	 le	muscle	squelettique	

lent	(Puigserver	et	al.	1998;	Lin	et	al.	2002).	

L’expression	de	PGC1a	est	 fortement	 induite	 au	niveau	 transcriptomique	 via	 l’action	d’une	

variété	 de	 voies	 de	 signalisation,	 PGC1	 voit	 son	 niveau	 d’expression	 augmenter	 en	 réponse	 à	 une	

exposition	 au	 froid,	 au	 jeune	 et	 à	 l’exercice.	 De	 manière	 intéressante,	 l’induction	 de	 l’activité	 de	

PGC1	 parait	 suffisamment	 efficace	 pour	 induire	 les	 voies	 du	 métabolisme	 énergétique	 comme	 la	



 53 

thermogenèse	 adaptative,	 la	 biogenèse	mitochondriale	 et	 l’oxydation	 des	 acides	 gras	 (Goto	 et	 al.	

2000;	Lehman	et	al.	2000).	

Au	 cours	 de	 la	 période	 post-natale	 précoce,	 le	 cœur	 subit	 un	 changement	 d’utilisation	 de	

substrat	du	glucose	et	 l’oxydation	du	 lactate	dans	 la	période	 fœtale,	 vers	une	dépendance	de	 la	B	

oxydation	des	acides	gras	mitochondriale	après	la	naissance.	Ce	«	shift	»	métabolique	s’accompagne	

par	 une	 augmentation	 du	 niveau	 d’expression	 de	 PGC-1α	 et	 β	 de	 la	 biogenèse	 mitochondriale	

(Lehman	et	al.	2000;	Lai	et	al.	2008).	

Il	a	été	montré	que	 la	surexpression	de	PGC-1α	 	dans	 les	cardiomyocytes	 in	vitro	et	 in	vivo	

dans	 des	 souris	 transgéniques	 est	 capable	 d’induire	 la	 prolifération	mitochondriale	 (Lehman	 et	 al.	

2000).Par	 contre,	 les	 souris	 ayant	 une	 perturbation	 combinée	 de	 PGC1	 α	 /β,	 présentent	 une	

altération	de	la	biogenèse	périnatale	et	elles	meurent	quelques	jours	après	la	naissance	d’une	IC	(Lai	

et	al.	2008).	

Ces	 résultats	montrent	 que	 les	 coactivateurs	 de	 PGC1	 sont	 importants	 pour	 la	maturation	

métabolique	post-natale	et	la	fonction	cardiaque.	De	même	dans	le	cœur	adulte,	PGC-1α	et	β	jouent	

un	rôle	assez	 important	et	crucial.	 Les	cœurs	déficients	pour	PGC-1α	se	développent	normalement	

mais	 ils	 possèdent	 une	 capacité	 oxydative	 des	 acides	 gras	 altérée	 et	 réduite,	 une	 tolérance	 à	

l’exercice	 diminuée,	 une	 réserve	 cardiaque	 réduite	 en	 dobutamine.	 Et	 le	 niveau	 d’expression	 de	

gènes	 impliqués	dans	 la	B	oxydatrion	des	acides	gras	et	 la	biogenèse	mitochondriale	est	diminuée	

(Lin	et	al.	2004;	Arany	et	al.	2005;	Leone	et	al.	2005;	Lai	et	al.	2008;	Lehman	et	al.	2008).	

Cependant,	une	surexpression	chronique	de	PGC-1α		dans	le	cœur,	conduit	à	des	anomalies	

mitochondriales	structurales	significatives	et	une	cardiomyopathie	sévère	mais	réversible	(Russell	et	

al.	 2004).Ainsi,	 PGC-1α	et	 β	 constituent	 de	potentiels	 régulateurs	 de	 la	 prolifération	 et	 la	 fonction	

mitochondriale	et	du	métabolisme	«carburant»	dans	 le	cœur	adulte.	De	plus,	PGC-1α	et	β	peuvent	

également	 réguler	 l’expression	 de	 gènes	 codant	 pour	 les	 «éliminateurs»	 des	 espèces	 réactives	

l’oxygène	 (radicaux	 libres)	 (ROS).	 La	 production	 des	 ROS	 est	 associée	 à	 plusieurs	maladies	 comme	

l’IC,	 l’athérosclérose,	 le	diabète	et	 la	neurodégénération.	 In	vitro,	 l’induction	du	stress	oxydant	par	

l’hydrogène	péroxide,	conduit	à	une	augmentation	de	l’expression	de	PGC-1α	et	β	et	des	superoxide	

dismutases	SOD1	et	2,	sensibles	aux	ROS,	la	catalase	et	la	gluthatione	peroxidase	(GPX1).	

De	 manière	 intéressante,	 l’induction	 des	 molécules	 de	 défense	 contre	 les	 ROS,	 est	

dépendante	des		co-activateurs	de	PGC1.	La	pertinence	de	cette	réponse	est	validée	in	vivo	par	le	fait	

que	 les	souris	PGC1a	KO	présentent	une	expression	diminuée	des	molécules	anitoxydantes	et	sont	

plus	susceptibles	vis	a	vis	des	maladies	neurodégénératives	(St-Pierre	et	al.	2006).	
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ERRα	 et	 ERRγ	 induisent	 un	 nombre	 de	 fonctions	 biologiques	 des	 coactivateurs	 de	 PGC-1.	

L’expression	de	ERRα	et	γ	augmente	dramatiquement	dans	 le	cœur	après	 la	naissance	en	parallèle	

avec	le	profil	d’expression	des	coactivateurs	de	PGC-1	et	ses	gènes	cibles	(Huss	et	al.	2002;	Alaynick	

et	al.	2007).	

De	 plus,	 les	 souris	 ERRγ	 KO	 ne	 réussissent	 pas	 à	 faire	 la	 transition	 vers	 un	 métabolisme	

oxydatif	de	acides	gras	dans	 le	 cœur	 	après	 la	naissance,	 similairement	aux	 souris	double	KO	PGC-

1α/β	 (Alaynick	 et	 al.	 2007;	 Lai	 et	 al.	 2008).Encore,	 la	 surexpression	de	 ERRα	 induit	 l’expression	de	

gènes	 mitochondriaux	 et	 de	 l’oxydation	 des	 acides	 gras	 d’une	 manière	 similaire	 au	 profil	 qu’on	

observe	 dans	 la	 surexpression	 de	 PGC-1	 (Huss	 et	 al.	 2004).Ainsi,	 les	 coactivateurs	 PGC-1	 et	 les	

membres	 de	 la	 famille	 ERR	 sont	 des	 partenaires	 centraux	 dans	 la	 régulation	 du	 métabolisme	

cardiaque	et	du	flux	oxydatif	mitochondrial.	

Le	 facteur	 de	 transcription	 SRF	 (serum	 response	 facteur)	 	 est	 activé	 par	 différentes	 voies	

biomécaniques	dans	l’hypertrophie	du	myocarde	(Kuwahara	et	al.	2007).	SRF	est	désactivé	au	niveau	

transcriptionnel	dans	certaines	formes	de	CMD	comme	les	laminopathies	(Ho	et	al.	2013)	ou	clivé	au	

niveau	 protéique	 suite	 à	 une	 infection	 entérovirale	 conduisant	 à	 une	 CMD	 et	 dans	 l’insuffisance	

cardiaque	chez	l’homme	par	la	caspase	3	(Chang	et	al.	2003).	

Un	modèle	 inductible	 d’inactivation	 ciblée	 du	 gène	 SRF	 dans	 le	 cœur	 chez	 la	 souris	 adulte	

(SRFHKO),	 conduit	 au	 développement	 d’une	 CMD	 (Parlakian	 et	 al.	 2005).	 Différents	 cribles	

transcriptomiques	et	protéomiques	ont	été	 réalisés	pour	comprendre	 la	 réponse	du	myocarde	à	 la	

perte	d’expression	de	SRF.	Ils	ont	permis	de	montrer	que	SRF	«	co-régule	»	des	gènes	impliqués	dans	

la	contraction	et	les	flux	énergétiques	(ex	:	actine	cardiaque,	myosine,	créatine	kinase	musculaire,..)	

(Diguet	et	al.	2011)	ou	des	microARNs	comme	miR-1	impliqué	dans	la	réponse	hypertrophique	et	la	

régulation	des	flux	calciques	(Tritsch	et	al.	2013)	ou	les	miR-378	et	-378*	impliqués	dans	la	réponse	

hypertrophique	et	la	régulation	du	métabolisme	(Mallat	et	al.	2014).	

	

II. Nouvelle	piste:	Rôle	du	NAD	dans	le	cœur	

A.	Homéostasie	et	signalisation	du	NAD		

1. Rôle	de	coenzyme	

Une	 piste	 émergente	 dans	 le	 domaine	 de	 l’étude	 du	 remodelage	 métabolique	 et	

transcriptionnel	est	la	signalisation	médiée	par	le	coenzyme	nicotinamide	adénine	dinucléotide	NAD.	
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Le	NAD	est	un	coenzyme	clé	des	réactions	d’oxydo-réduction	du	métabolisme	énergétique	qui,	sous	

sa	forme	réduite	NADH,	constitue	le	principal	donneur	d’électrons	à	la	chaîne	respiratoire.	

	

Bien	que	 l'altération	de	 l'homéostasie	de	 l’ATP	 soit	 largement	étudiée	dans	 le	 contexte	du	

vieillissement	 et	 de	 l'insuffisance	 cardiaque,	 on	 sait	 beaucoup	 moins	 sur	 la	 régulation	 de	

l’homéostasie	du	 coenzyme	NAD,	en	dépit	de	 son	 rôle	majeur	en	 tant	que	 coenzyme	de	 réactions	

d'oxydoréduction	 dans	 le	 métabolisme	 énergétique.	 L'oxydation	 du	 glucose	 et	 des	 acides	 gras	

conduisent	 à	 la	 réduction	du	NAD	oxydé	 (NAD	+)	 en	NADH	 (Figure	 12).	 La	 glycolyse	 se	 produisant	

dans	le	cytosol	produit	deux	molécules	de	NADH.	Ce	NADH	cytosolique	est	reconverti	en	NAD+	par	la	

lactate	 dehydrogenase,	 notamment	 dans	 la	 glycolyse	 anaérobie	 avec	 conversion	 du	 pyruvate	 en	

lactate,	 et	 par	 la	 malate	 déshydrogénase	 qui	 initie	 le	 transfert	 des	 équivalents	 réducteurs	 aux	

mitochondries	 suivant	 le	 système	 de	 navette	 malate-aspartate,	 plus	 active	 dans	 les	 cellules	 à	

métabolisme	 oxydatif	 comme	 les	 CM.	 La	 β-oxydation	 des	 acides	 gras	 a	 lieu	 à	 l'intérieur	 de	 la	

mitochondrie,	 et	 génère	 une	 flavine	 adénine-2	 (FADH2)	molécule,	 une	molécule	 de	 NADH	 et	 une	

acétyl-coenzyme	 A	 pour	 chaque	 cycle	 de	 clivage	 de	 deux	 atomes	 de	 carbone.	 Par	 exemple,	 une	

molécule	 palmitate	 à	 16	 carbone	 génère	 sept	 molécules	 de	 NADH	 et	 FADH2	 et	 huit	 molécules	

d'acétyle	 coenzyme	 A.	 Comme	 le	 cycle	 de	 Krebs	 produit	 trois	 molécules	 de	 NADH	 et	 une	 seule	

molécule	de	FADH2	par	cycle,	le	NADH	est	le	principal	donneur	d'électrons	à	la	chaîne	de	transport	

des	électrons	dans	les	mitochondries.	

En	plus	de	cette	fonction	dans	le	métabolisme	énergétique,	le	NAD	est	aussi	le	précurseur	du	

Nicotinamide	 adénine	 dinucléotide	 phosphate	 (NADP),	 par	 l’intermédiaire	 de	 la	 phosphorylation	

médiée	par	la	NAD	kinase	ou	bien	la	nicotinamide	nucléotide	trans-hydrogénase	mitochondriale.	

Dans	 toutes	 ces	 fonctions	 en	 tant	 que	 coenzyme	 pour	 les	 réactions	 d’oxydo-réduction	 du	

métabolisme	 énergétique,	 le	 recyclage	 de	 NAD+	 et	 NAD	 ne	 modifie	 pas	 le	 pool	 total	 de	 NAD.	

Cependant,	 plusieurs	 voies	 cellulaires	 existent	 et	 constituent	 des	 consommateurs	 nets	 de	 NAD+	

(Mericskay	2016).	

	

2. La	biosynthèse	du	NAD	

Les	voies	de	biosynthèse	du	NAD	ont	été	découvertes	lors	de	l’étude	d’une	maladie	appelée	

pellagre	qui	était	fréquente	en	Amérique	du	sud	et	chez	les	paysans	américains	au	19ème	siècle	dont	

les	symptômes	sont	le	dermatite,	la	diahrée,	la	démence	et	la	fatigue.	Un	des	traitements	précoces	

de	 cette	 maladie	 de	 carence	 en	 vitamine,	 était	 la	 consommation	 de	 1,5	 à	 2	 litres	 de	 lait	 de	

vache(Goldberger	1914).	En	1937,	le	nicotinamide	(NAM)	et	l’acide	nicotinique	(AN)	ou	niacine,	ont	

été	identifiés	comme	facteurs	préventifs	de	la	pellagre	et	le	tryptophane	a	été	découvert	par	la	suite	
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comme	molécule	préventive	de	la	pellagre	également	(Trammell	et	al.	2016).	Le	nicotinamide	et	l’AN,	

contiennent	 un	 cycle	 pyridine	 qui	 peut	 être	 utilisé	 pour	 former	 le	 NAD+	 en	 2	 ou	 3	 étapes	

enzymatiques.	 Le	 tryptophane	 participe	 à	 la	 voie	 de	 novo	 de	 synthèse	 du	 NAD,	 nécessitant	 de	

nombreuses	étapes	enzymatique.	Le	tryptophane	peut	également	être	incorporé	dans	les	protéines,	

oxydé	comme	carburant	et	converti	en	plusieurs	autres	métabolites	comme	la	sérotonine.	Un	apport	

de	50	à	60	mg	de	tryptophane	est	considéré	comme	l’équivalent	niacine	de	1	mg	de	nicotinamide	ou	

d’acide	nicotinique.		

	

 

Figure	12:	Représentation	schématique	de	la	réaction	redox	du	nicotinamide	adénine	dinucléotide	

 

Les	précurseurs	vitaminiques	du	NAD+	sont	appelés	vitamines	B3et	existent	sous	3	 formes	:	

l’acide	nicotinique	(AN)	et	le	nicotinamide	(NAM)	comme	nous	l’avons	dit	précédemment,	mais	aussi	

une	 nouvelle	 forme	 étudiée	 plus	 récemment,	 le	 nicotinamide	 riboside	 (NR)	 (Bieganowski	 and	

Brenner	 2004;	 Belenky	 et	 al.	 2007).	 En	 effet,	 une	 grande	 partie	 de	 l’équivalent	 niacine	 dans	

l’alimentation	 est	 en	 effet	 le	 NAD+	 lui	 même	 qui	 est	 hydrolysé	 au	 cours	 de	 la	 digestion	 en	

nicotinamide	et	nicotinamide	riboside.	Mais	les	vitamines	B3	peuvent	aussi	provenir	du	catabolisme	

intracellulaire	du	NAD.		
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Voie	des	précurseurs	non	amidés:	Un	intermédiaire	clé	de	la	voie	de	novo	issue	du	tryptophane,	est	

l’acide	quinolinique	(AQ),	le	produit	final	de	la	voie	des	kynurenine,	qui	est	converti	ensuite	en	trois	

étapes	en	nicotinate	mononucléotide	(NaMN),	puis	en	nicotinate	adénine	dinucléotide	(NaAD+)	grâce	

à	 l’action	 	des	nicotinamide	mono	nucléotide	adénylyl	 transférases	(NMNAT).	Le	NaAD+est	donc	un	

dinucléotide	non	amidé	qui	nécessite	 l’action	de	la	NAD	synthase	(NADS)	pour	devenir	du	NAD+.	La	

NADS	 des	 mammifères	 est	 connue	 comme	 une	 protéine	 cytosolique	 homo	 hexamérique	;	 elle	

catalyse	 la	 réaction	 d’amidation	 qui	 convertit	 le	 NaAD	 en	 NAD,	 en	 utilisant	 l’ATP	 et	 la	 glutamine	

comme	 co-substrat	 donneur	 de	 groupe	 amide	 (De	 Ingeniis	 et	 al.	 2012).	 Le	 NaMN	 peut	 être	

également	synthétisé	directement	à	partir	de	l’AN	dans	la	voie	de	Preiss-Handler.	Le	rôle	essentiel	de	

NMNAT	et	NADS	 a	 été	 confirmé	par	 des	 expériences	 de	délétion	 et	 de	 knock	down	du	 gène	dans	

différents	organismes	(Conforti	et	al.	2011;	Gilley	et	al.	2013).	Même	si	aucune	évidence	n’a	été	mise	

en	 évidence	 à	 ce	 jour,	 concernant	 l’implication	de	 la	NADS	dans	 les	 conditions	 pathologiques,	 des	

altérations	du	gène	codant	pour	la	NMNAT,	ont	été	récemment	liées	au	cancer	(Stavrum	et	al.	2013). 

 

Figure 13: La	 biosynthèse,	 le	 transport	 et	 le	 catabolisme	 du	 NAD	 et	 ses	 intermédiaires	 dans	 les	
compartiemtns	intracellulaires	et	extracellulaires	chez	les	mammifères	
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Voies	 des	 précurseurs	 amidés:	 le	 NAM	 et	 le	 NR	 sont	 des	 précurseurs	 déjà	 porteurs	 du	

groupe	amide.	 Ils	 sont	 convertis	en	nicotinamide	mononucléotide	 (NMN),	et	ensuite	en	NAD+	 sans	

avoir	 besoin	 de	 la	 NADS.	 Le	 NAM	 est	 le	 substrat	 de	 la	 nicotinamide	 phosphoribosyl	 transférase	

(NAMPT)	qu’elle	 fusionne	à	un	phosphoribosyl	pyrophosphate	 (PRPP)	 issu	de	 la	première	étape	de	

synthèse	commune	à	 tous	 les	nucléotides	pour	 former	 le	NMN	(Figure	14).	Elle	consomme	à	cette	

occasion	 une	 molécule	 d’ATP	 pour	 effectuer	 dans	 le	 même	 temps	 une	 autophosphorylation	

permettant	l’activité	catalytique.	

Deux	voies	utilisent	du	NR	pour	synthétiser	 le	NAD	(Bogan	and	Brenner	2008).La	principale	

voie	 est	 une	 réaction	 catalysée	 par	 deux	 isoformes	 de	 nicotinamide	 riboside	 kinase	 chez	 les	

mammifères	 (NMRK1,	 2)	 qui	 utilise	 l’ATP	 pour	 phosphoryler	 le	 NR,	 générant	 du	 NMN,	 (figure	 14)	

(Bieganowski	 and	Brenner	 2004;	 Belenky	 et	 al.	 2007).	 En	outre,	 la	 liaison	 glycosidique	du	NR	peut	

être	cassée	par	des	purines	nucléoside	phosphorylase	(PNP),	et	le	nicotinamide	(NAM)	libéré	de	cette	

réaction	est	réutilisé	par	la	NAMPT	(Belenky	et	al.	2009).	L’activité	de	cette	voie	est	mal	connue	chez	

les	mammifères.	

Une	 fois	 le	 NMN	 formé	 à	 partir	 du	 NAM	 ou	 du	 NR,	 ce	 sont	 les	 mêmes	 enzymes	 NMNAT	

utilisées	dans	la	voie	de	novo	(TRP)	et	Preiss-Handler	(AN)	qui	fusionnent	le	NMN	à	une	adénine	pour	

former	 le	 NAD+.	 Chez	 les	 mammifères,	 la	 NMNAT	 est	 représentée	 par	 trois	 produits	 de	 gènes	

différents	:	 l’isoforme	 nucléaire	 NMNAT1,	 l’isozymecytosoliqueNMNAT2,	 et	 l’isoforme	

mitochondriale	 NMNAT3	 (Magni	 et	 al.	 2004;	 Zhai	 et	 al.	 2009).	 Elles	 représentent	 des	 propriétés	

différentes	in	vitro	(Sorci	et	al.	2007;	Orsomando	et	al.	2012),	mais	elles	catalysent	la	même	réaction	

d’adénylation	ATP-dépéndante,	en	utilisant	soit	le	NMN	soit	le	NaMN	comme	substrats,	pour	donner	

les	 dinucléotides	 correspondants.	 Par	 conséquent,	 elles	 opèrent	 de	 façons	 équivalentes	 dans	 les	

voies	de	synthèse	du	NAD+à	partir	des	précurseurs	amidés	et	non	amidés.	

	

Les	connaissances	récentes	sur	la	distribution	physiologique	dans	les	tissus	des	mammifères	

des	métabolites	liés	au	NAD+	et	au	NADH,	n’ont	cessé	de	croitre	grâce	au	progrès	des	méthodes	de	

détection	 analytiques	 (Formentini	 et	 al.	 2009;	 Evans	 et	 al.	 2010).	 La	 preuve	 du	 rôle	 joué	 dans	 la	

biologie	cellulaire	par	certains	précurseurs,	comme	le	NMN	et	le	NR	a	émergé	récemment	(Canto	et	

al.	2012).	Par	contre,	malgré	 la	connaissance	approfondie	sur	 les	plans	génétiques	et	biochimiques	

des	enzymes	de	 la	biosynthèse	du	NAD,	on	n’a	qu’une	 connaissance	partielle	de	 la	distribution	de	

leurs	activités	dans	les	différents	tissus.	Celà	est	essentiellement	dû	au	manque	d’essais	adaptés	pour	

mesurer	leurs	activités	dans	les	extraits	brut.	La	plupart	des	informations	actuelles	se	posent	en	effet	

à	 partir	 d’expériences	 de	 quantification	 de	 l’ARNm	 et	 des	 protéines.	 D’un	 autre	 coté,	 une	 vue	
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d’ensemble	 sur	 la	 physiologie	 de	 la	 biosynthèse	 du	 NAD,	 indique	 que	 les	 voies	 amidées	 et	 non	

amidées	ont	des	contributions	relatives	au	pool	total	de	NAD	différentes	selon	les		tissus.	Dans	le	foie	

par	 exemple,	 toutes	 les	 enzymes	 des	 voies	 décrites	 dans	 la	 figure	 13	 sont	 connues	 pour	 être	

présentes,	 permettant	 la	 conversion	 en	 NAD	 de	 tous	 les	 précurseurs	 à	 partir	 des	 sources	

nutritionnelles,	 peut	 être	 pour	 réalimenter	 tout	 l’organisme	 avec	 les	 précurseurs	 du	 NAD	 dans	 la	

circulation	 sanguine	 (Collins	 and	 Chaykin	 1972;	 Micheli	 et	 al.	 1990).	 Dans	 d’autres	 tissus,	

inversement,	 différents	 niveaux	 enzymatiques	 réflètent	 des	 besoins	 métaboliques	 particuliers	 et	

intrinsèques,	dépendant	aussi	de	la	disponibilité	de	source	de	pyridine	exogène.	

Le	 tryptophane	 est	 reconnu	 comme	 source	 de	 synthèse	 de	 NAD	 de	 novo,	 mais	 il	 est	

généralement	insuffisant	pour	maintenir	une	homéostasie	du	NAD	(Stavrum	et	al.	2013).	La	plupart	

du	NAD	chez	les	mammifères	est	synthétisée	à	partir	du	NAM	via	la	voie	amidée	(Figure	14).	Le	foie,	

avec	 son	 taux	 élevé	 de	 NAD,	 représente	 un	 tissu	 crucial	 où	 le	 recyclage	 du	 NAM	 prévaut	 et	 la	

resynthèse	du	NAD	est	régulée	par	la	Nicotinaide	phosphorbiosyl	transférase	(NAMPT)	(Imai	2009).	
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Figure	14:	Voie	des	pentoses	phosphates	et	voies	de	synthèse	du	NAD+	par	les	précurseurs	amidés	

 

Des	études	effectuées	chez	la	souris	ont	montré	que	l’enrichissement	de	la	nourriture	en	NR,	

augmente	 les	 niveaux	 	 de	 NAD	 dans	 les	 tissus	 et	 active	 les	 sirtuines	 1	 et	 3,	 aboutissant	 à	 une	

amélioration	 du	 métabolisme	 oxydatif	 et	 à	 une	 protection	 contre	 les	 anomalies	 du	 métabolisme	

induites	 par	 un	 régime	 riche	 en	 matières	 grasses	 caractérisé	 par	 une	 fonction	 mitochondriale	

défective	(Canto	et	al.	2012).	

Par	ailleurs,	une	autre	étude	a	montré	que	le	traitement	avec	le	NR,	constitue	un	traitement	

efficace	 de	 la	 myopathie	 mitochondriale,	 il	 retarde	 la	 progression	 de	 la	 maladie	 en	 induisant	 la	

biogenèse	mitochondriale	 dans	 le	muscle	 squelettique	 et	 les	 tissus	 adipeux	 bruns,	 empêchant	 les	

anomalies	de	l’ultra-structure	mitochondriale	et	la	délétion	d’ADN	mitochondrial	(Khan	et	al.	2014).	
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Le	 NAD+	 a	 un	 effet	 protecteur	 vis-à-vis	 des	 axones	 dans	 les	 neurones	 en	 culture.		

L’exposition	à	un	bruit	intense	provoque	une	perte	auditive	par	induction	d’une	dégénérescence	des	

neurites	des	ganglions	de	la	spirale	qui	innervent	les	cellules	ciliées	de	la	cochlée.	Le	traitement	avec	

le	NR	a	pu	empêcher	 la	perte	d’audition	après	 l’exposition	des	 souris	 à	un	bruit	 intense.	Cet	effet	

protecteur	est	médié	par	 la	Sirt3	mitochondriale,	 sachant	que	 les	 souris	 surexprimant	 la	 Sirt3	 sont	

résistantes	à	la	perte	d’audition	induite	par	un	bruit	intense	et	que	la	délétion	de	la	Sirt3	abolit	l’effet	

protecteur	du	NR	et	 l’expression	des	enzymes	de	biosynthèse	du	NAD.	Ces	études	montrent	que	le	

NR	 active	 la	 voie	 NAD+-Sirt3,	 qui	 réduit	 la	 dégénérescence	 de	 neurites	 causée	 par	 l’exposition	 au	

bruit	(Brown	et	al.	2014).	

La	supplémentation	alimentaire	en	nicotinamide	riboside,	dans	les	cellules	des	mammifères	

et	les	tissus	chez	la	souris,	augmente	les	niveaux	de	NAD+	et	active	Sirt1	et	Sirt3,	aboutissant	à	une	

amélioration	du	métabolisme	oxydatif	et	une	protection	contre	les	anomalies	métaboliques	induites	

par	un	régime	riche	en	gras	(Canto	et	al.	2012).	Yoshino	et	al	ont	aussi	démontré	que	le	nicotinamide	

mononucléotide	 (NMN)	 améliore	 l’intolérence	 au	 glucose	 et	 les	 profiles	 lipidiques	 dans	 le	 régime	

riche	en	matières	grasses	et	le	diabète	de	type	2,	partiellement	via	l’activation	de	Sirt1	(Yoshino	et	al.	

2011).	

Dans	 le	 contexte	 de	 l’altération	 et	 la	 dérégulation	 de	 l’homéostasie	 du	 NAD	 dans	 des	

modèles	de	surcharge	de	pression	et	l’ischémie/reperfusion	(Pillai	et	al.	2010;	Zhang	et	al.	2016),	des	

études	ont	été	faites	sur	l’enzyme	NAMPT	de	la	voie	de	sauvetage	du	NAM	dont	l’expression	diminue	

dans	 ces	 différents	modèles	 de	 pathologies	 cardiaque	 ainsi	 que	 dans	 le	modèle	 SRF	HKO	de	 CMD	

(Diguet	et	al	2017,under	submission,	article	2	de	la	thèse).	

La	 NAMPT	 régule	 les	 niveaux	 de	 NAD+,	 jouant	 ainsi	 un	 rôle	 dans	 la	 survie	 cellulaire	 en	

inhibant	l’apoptose	et	stimulant	les	flux	autophagiques	dans	les	cardiomyocytes.	La	prévention	de	la	

diminution	d’expression	de	Nampt	inhibe	la	lésion	cardiaque	en	réponse	à	l’ischémie	myocardique	et	

la	réperfusion	et	d’autres	conditions	de	stress	dans	le	cœur.		

	

3. Signalisation	Sirtuine	/PARP	/	CD38	

Cependant,	 le	 NAD	 est	 une	 molécule	 de	 signalisation	 en	 tant	 que	 substrat	 utilisé	 par	

différentes	enzymes,	il	y	a	donc	une	consommation	nette	du	NAD	dans	la	cellule.	

Les	différentes	familles	d’enzymes	consommant	le	NAD	sont	:	Les	sirtuines	(lysines	déacétylases),	les	

poly(ADP)	ribosyl-polymérases	(PARPs)		et	l’ectoenzyme	CD38.	
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Les	sirtuines	

Les	 sirtuines	 sont	 une	 famille	 de	 protéines	 ayant	 une	 homologie	 avec	 le	 gène	 «Silent	

information	 regulator	 2»	 (sir2)	 dans	 le	 Saccharomyces	 cerevisiae,	 initialement	 identifié	 comme	

facteurs	de	silence	génétique	(Gomes	et	al.	2015).	

Les	sirtuines	ont	 intrigué	de	nombreux	chercheurs	qui	étudient	 le	vieillissement	vu	qu’elles	

étaient	liées	d’abord	au	remodelage	de	la	chromatine,	la	survie	cellulaire	la	longévité	chez	la	levure	

(North	 and	 Verdin	 2004)	 et	 elles	 régulent	 l’expression	 des	 gènes	 du	 métabolisme	 énergétique	

notamment	 en	 condition	 de	 stress	 énergétique	 et	 dans	 le	 contexte	 de	 l’insuffisance	 cardiaque	

(Cencioni	et	al.	2015).	

Les	sirtuines	sont	des	lysines	déacétylases	dépendantes	du	NAD,	elles	catalysent	une	réaction	

unique	qui	consiste	à	casser	 le	NAD	en	Nam	et	ADP-ribose	sur	 lequel	est	transféré	le	groupe	acétyl	

retiré	du	substrat	pour	donner	du	O-acétyl-ADP-ribose	(Borra	et	al.	2004).	

Chez	les	mammifères	sept	familles	de	sirtuines	sont	identifiées	et	classés	en	quatre	classes:	

-SIRT	1,	classe	I,	nucléaire	et	cytosolique	(Déacétylation)	

-SIRT	2,	classe	I,	cytosolique	et	nucléaire	(Déacétylationet	démyristoylation)	

-SIRT	3,	classe	I,	mitochondriale	(Déacétylation)	

-SIRT	4,	classe	II,	mitochondriale	(ADP-ribosylation)	

-SIRT	5,	classe	III,	mitochondriale	(Déacetylation,	démalonylation,	désuccinylation)	

-SIRT	6,	classe	IV,	nucléaire	(Déacétylation,	ADP	ribosylation)	

-SIRT	7,	classe	IV,	nucléolaire	(Déacétylation)	

La	SIRT	1	nucléaire	peut	activer	des	facteurs	de	transcription	tels	que	Pgc1α	impliqué	comme	

nous	l’avons	vu	dans	la	stimulation	du	métabolisme	énergétique,	ou	encore	FoxO1	impliqué	dans	la	

réponse	au	stress	oxydant	et	la	stimulation	de	l’autophagie.	Ceci	a	bien	été	démontré	dans	le	muscle	

squelettique	(Gurd	2011;	Li	et	al.	2011;	Sin	et	al.	2014).	L’axe	Sirt1-FoxOA1	existe	dans	le	cœur	(Sin	et	

al.	2014)mais	la	stimulation	par	l’exercice	de	l’axe	Sirt1-PGC1α	n’opère	pas	par	exemple	dans	le	cœur	

comme	dans	le	muscle	(Li	et	al.	2011).	Dans	le	cœur,	la	surexpression	de	SIRT1à	un	niveau	modéré	a	

un	 effet	 protecteur,	mais	 à	 haut	 niveau,	 elle	 est	 associée	 au	 développement	 de	 cardiomyopathies	

(Alcendor	et	al.	2007).	
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SIRT2	 est	 importante	 pour	 la	 stabilité	 des	 chromosomes	 pendant	 la	 mitose	 (Inoue	 et	 al.	

2007).	 Elle	 inhibe	 l’adipogenèse	 en	 déacétylant	 FOXO1	 et	 donc	 peut	 être	 protectrice	 contre	 la	

résistance	 à	 l’insuline.	 De	 même	 SIRT2	 réprime	 la	 réponse	 inflammatoire	 dans	 la	 souris	 via	 la	

déacétylation	 de	 p65	 et	 l’inhibition	 de	 l’activité	 de	 NF-kB	 (Gomes	 et	 al.	 2015).Les	 SIRT	 3,	 4	 et	 5	

principalement	 localisées	 dans	 la	 mitochondrie,	 sont	 des	 senseurs	 du	 stress	 mitochondrial	 qui	

peuvent	jouer	sur	l’activité	des	enzymes	du	métabolisme	énergétique	(Huang	et	al.	2010).	

De	plus	SIRT3	aurait	un	effet	positif	sur	le	cœur.	Lors	d’une	cardiomyopathie,	le	taux	de	SIRT3	

est	 plus	 faible	 que	 dans	 le	 cœur	 sain.	 Une	 surexpression	 de	 Sirt3	 protège	 le	 cœur	 contre	 le	

remodelage	hypertrophique	(Pillai	et	al.	2010).	Les	cibles	de	Sirt3	sont	principalement	des	enzymes	

mitochondriales	comme	l’acétyl-coenzyme	1	synthétase	qui	voient	leur	activité	renforcée	lorsqu’elles	

sont	déacétylées	et	l’ajout	de	NAD	bloque	la	réponse	hypertrophique	via	l’augmentation	de	l’activité	

de	 SIRT3	 (Pillai	 et	 al.	 2010).La	 SIRT6	 est	 associée	 à	 la	 chromatine	 et	 impliquée	 dans	 la	 stabilité	

génomique,	 l’homéostasie	du	glucose	et	 l’inflammation	 (Alcendor	et	 al.	 2007).Enfin,	 SIRT7	 joue	un	

rôle	de	la	biogenèse	ribosomale,	régulant	à	la	fois	la	transcription	et	l’élongation	de	l’ARN	(Chen	et	al.	

2016).	 Les	 souris	 déficientes	 en	 SIRT7	 présentent	 une	 réduction	 de	 l’espérance	 de	 vie,	 une	

hypertrophie	cardiaque	et	une	cardiomyopathie	inflammatoire	(Vakhrusheva	et	al.	2008).	

Les	PARPs	

La	 deuxième	 catégorie	 d’enzymes	 utilisant	 le	 NAD	 est	 les	 PolyADPRibosyl	 polymérases	

(PARPs)	qui	catalysent	la	formation	de	polymères	d’ADP-ribose	permettant	de	recruter	les	protéines	

nucléaires	de	réparation	des	lésions	de	l’ADN	induites	par	le	stress	oxydant.	

Certains	 signaux,	 comme	 l’accumulation	 dans	 le	 noyau	 de	 calcium,	 de	 magnésium	 ou	 de	

polyamines	 et	 le	 stress	 oxydatif	 dans	 la	 cellule	 déclenchent	 l’activation	 des	 PARPs	 (Babbitt	 et	 al.	

2002).Les	 PARPs	 s’associent	 aussi	 à	 certains	 facteurs	 de	 transcriptions	 spécifiques	 du	 muscle	

cardiaque	 et	 squelettique	 comme	 TEF-1	 ou	 MyoD	 et	 régulent	 l’activation	 de	 gènes	 musculaires	

(Butler	 and	Ordahl	 1999).	 L’inactivation	 des	 PARPs	 peut	 avoir	 des	 effets	 cardioprotecteurs	 (Jagtap	

and	Szabo	2005),	par	exemple	 l’inhibition	de	PARP-2	protège	 les	 cardiomyocytes	de	 l’hypertrophie	

via	l’activation	de	SIRT1	(Geng	et	al.	2013).	

Une	étude	indépendante	montre	que	les	souris	déficientes	en	PARP-1	sont	protégées	contre	

l’hypertrophie	 induite	par	 l’angiotensine	 II	 et	 la	 déplétion	en	NAD,	 ainsi	 que	par	 le	 traitement	des	

cellules	 avec	 le	 resvératrol	 un	 activateur	 de	 Sir2α.	 La	 diminution	 des	 niveaux	 de	 Sir2α	 par	 siRNA	

élimine	 l'effet	protecteur	du	 resvératrol,	 	 indiquant	ainsi	 indirectement	que	 l'activation	de	 la	PARP	

menace	la	survie	des	cellules	en	réduisant	l'activité	des	histones	désacétylases	de	classe	III	(sirtuines)	
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dépendantes	 du	 NAD	 (Pillai	 et	 al.	 2006).Ceci	montre	 l’importance	 du	 NAD	 dans	 le	 signal	 de	mort	

cellulaire.	

La	suractivation	de	PARP-1	joue	un	rôle	dans	l’apoptose	des	cardiomyocytes	et	son	inhibition	

protège	 les	 cardiomyocytes	 de	 l’inflammation	 et	 l’apoptose	 dans	 la	 cardiomyopathie	 diabétique.	

Plusieurs	 études	 ont	 montré	 que	 la	 forte	 activation	 des	 PARPs	 survient	 suite	 une	 insuffisance	

cardiaque	et	que	cette	forte	activation	dans	le	cœur	induit	une	dérégulation	des	gènes	musculaires	

et	la	mort	cellulaire	des	myocytes,	sans	activation	des	caspases	(Pillai	et	al.	2005).	

Il	existe	aussi	des	monoADP-ribose	transférases	(ART)	qui	modifient	post-traductionellement	

les	 protéines	 en	 clivant	 le	NAD	et	 en	 ajoutant	 la	 partie	ADP-ribose	 à	 certains	 résidus	 (Arginines	 la	

plupart	 du	 temps)	 de	 protéines	 nucléaires	 ou	 liées	 au	 cytosquelette	 (ex	 :	 intégrine	 α7,	 desmine,	

actine)	(Zolkiewska	et	al,	Biochem	J,	2005).	

Les	CD38	

Enfin,	 le	 NAD	 est	 clivé	 par	 l’ectoenzyme	 CD38	 pour	 générer	 de	 l’ADP-ribose	 cyclique,	 un	

messager	 secondaire	 dans	 la	 signalisation	 calcique.	 Le	 CD38	 a	 une	 préférence	 de	 substrat	 pour	 le	

NADP+	par	rapport	au	NAD	et	il	est	présent	dans	le	cœur	avec	de	hauts	niveaux	dans	l’endolthélium.	

L’inhibition	de	CD38	empêche	la	déplétion	en	NADP(H)	et	préserve	la	relaxation	dépendante	

de	 l’endothélium	 et	 la	 génération	 de	 l’oxide	 nitrique	 avec	 une	 récupération	 accrue	 de	 la	 fonction	

contractile	et	une	diminution	de	 l’infarctus	du	myocarde	post-ischémie.	Ainsi,	 l’activation	de	CD38	

constitue	 une	 cause	 importante	 du	 dysfonctionnement	 endothélial	 post-ischémie.	 Du	 coup,	 les	

agents	 thérapeutiques	 qui	 rétablissent	 le	 NADPH	 et/ou	 empêchent	 sa	 dégradation	 peuvent	 être	

bénéfiques	dans	le	traitement	du	syndrome	coronarien	instable	et	de	l'infarctus	du	myocarde	(Reyes	

et	al.	2015).	

Ce	double	rôle	du	NAD,	à	 la	 fois	comme	coenzyme	du	métabolisme	énergétique	et	comme	

co-substrat	 consommé	 par	 différentes	 enzymes	 cellulaires,	 place	 ce	 métabolite	 au	 centre	 de	

différentes	voies	de	signalisation	pouvant	jouer	un	rôle	important	dans	le	remodelage	cardiaque,	et	

pourrait	exiger	une	activation	des	voies	de	biosynthèse	de	ce	métabolite.	

B. NAD	et	pathologies	cardiaques	

1. Chute	de	la	NAMPT	dans	le	cœur	insuffisant	

Le	NAD+	peut	être	synthetisé	par	la	voie	de	novo,	mais	la	majorité	est	synthetisée	par	la	voie	

de	sauvetage	à	partir	de	ses	précurseurs,	l’acide	nicotinique	(AN),	le	(NAM)	ou	le	nicotinamide	ribose	
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(NR).	Dans	les	cellules	des	mammifères,	la	conversion	d	NAM	en	NAM	mononucléotide	(NMN)	par	la	

NAMPT	 est	 l’étape	 limitante	 de	 cette	 voie.	 De	 manière	 intrigante,	 Nampt	 existe	 sour	 forme	

intracellulaire	 (iNampt)	et	extracellulaire	 (eNampt)	 sous	 forme	d’un	dimère	actif	enzymatiquement	

et	 la	 eNampt,	 également	 connues	 sous	 le	 nom	 de	 visfatine,	 est	 produite	 par	 les	 adipocytes,	 les	

cellules	 mononulcéaires,	 les	 hépatocytes	 et	 les	 cardiomyocytes.	 La	 production	 extracellulaire	 de	

NMN	médiée	par	eNampt	a	été	proposée	comme	régulant	la	biosynthèse	du	NAD	intracellulaire	dans	

les	tissus	métaboliques	comme	le	foie,	le	tissu	adipeux	(blanc)	chez	les	souris	ayant	un	diabète	induit	

par	un	 régime	gras	 (Imai	 2009).	 Cette	 théorie	 est	 cependant	 remise	en	question	par	 l’incapacité	 à	

détecter	du	NMN	dans	le	plasma	sanguin	reportée	par	plusieurs	auteurs	((Trammell	et	al.	2016).	

Dans	le	cœur,	le	niveau	d’expression	de	la	protéine	NAMPT	est	diminué	dans	les	conditions	

pathologiques	 comme	 l’ischémie,	 l’ischémie/répefusion,	 et	 la	 surcharge	 de	 pression	 et	 chez	 le	

mutant	 SRF	 un	 modèle	 de	 cardiomyopathie	 dilatée,	 dans	 l’infarctus	 du	 myocarde	 et	 dans	 ce	

contexte,	un	modèle	 transgénique	de	 surexpression	de	Nampt	est	protecteur	 (Hsu	et	al.	2009).Par	

contre,	 il	 n’est	 pas	 encore	 connu	 si	 la	 NAMPT	 est	 bénéfique	 ou	 déterminante	 pour	 la	

pathophysiologie	cardiaque	et	comment	la	biosynthèse	de	NAD+	dans	le	myocarde	est	régulée	par	la	

iNampt	et	la	eNampt	dans	les	conditions	pathologiques.	

2. NAD	myocardique	

La	 dysfonction	 mitochondriale	 s’accompagne	 par	 une	 hyperacétylation	 des	 protéines	

mitochondriales	qui	constitue	une	régulation	positive	du	remodelage	pathologique	dans	l’IC	chez	la	

souris	et	chez	l’homme.	

La	 normalisation	 du	 ratio	 NADH/NAD	 dans	 le	 cœur,	 par	 des	 approches	 génétiques	 ou	

pharmacologiques,	 allège	 l’hyperacétylation	 et	 abolit	 le	 mécanisme	 pathologique	 et	 ralentit	

l’évolution	de	l’IC.	

Dans	 les	 tissus	 cardiaques	 de	 patients	 d’insuffisance	 cardiaque	 avec	 une	 cardiomyopathie	

dilatée	ou	 ischémique,	 il	ya	un	fort	niveau	d’acétylation	comparé	aux	personnes	saines.	De	plus,	 la	

surcharge	de	pression	générée	par	la	constriction	aortique	(TAC)	aboutit	à	une	augmentation	du	ratio	

NADH/NAD+	 et	 une	 hyperacétylation	 des	 protéines	 mitochondriales,	 d’où	 la	 corrélation	 entre	

l’acétylation	des	protéines	sensibles	a	NAD+	et	le	développement	de	l’IC.	L’élévation	de	la	synthèse	

du	NAD	par	l’intermédiaire	de	la	voie	de	sauvetage	du	NAD,	comme	la	supplémentation	en	NMN	ou	

la	 surexpression	 de	 nampt	 dans	 le	 cœur,	 n’a	 pas	 affecté	 la	 fonction	 cardiaque	 dans	 les	 souris	

contrôles	(Lee	et	al.	2016).		
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Cette	normalisation	de	ce	ratio,	restore	 l’activité	de	Sirt	3	reversant	ainsi	 l’hyperacétylation	

des	 protéines	 mitochondriales	 dans	 des	 modèles	 de	 pathologie	 cardiaque	 comme	 l’hypertrophie	

cardiaque	comme	la	TAC	ou	le	traitement	avec	l’isoproténérol.	

Un	 modèle	 murin	 de	 déficience	 en	 complexe	 I	 mitochondrial	 constitue	 un	 modèle	 de	

compréhension	du	mécanisme	par	lequel	la	dysfonction	mitochondriale	module	la	réponse	de	stress	

cellulaire	via	l’acétylation	de	protéines	dépendante	du	ratio	NADH/NAD	(Lee	et	al.	2016).	

	

III. La	kinase	Nmrk2:	un	nouvel	acteur	dans	le	remodelage	cardiaque	

A. Profil	d’activation	dans	différentes	pathologie	cardiaques	

Notre	 laboratoire	 s’intéresse	depuis	plusieurs	années	au	 rôle	particulier	que	 joue	SRF	dans	

l’expression	 coordonnée	 de	 nombreux	 gènes	 et	 le	maintien	 des	 fonctions	 cardiaques.	 SRF	 est	

activé	 par	 différentes	 voies	 biomécaniques	 dans	 l’hypertrophie	 du	myocarde	 (Kuwahara	 et	 al.	

2007).	Inversement,	SRF	est	désactivé	au	niveau	transcriptionnel	dans	certaines	formes	de	CMD	

comme	 les	 laminopathies	 (Ho	 et	 al.	 2013)	 ou	 clivé	 au	 niveau	 protéique	 suite	 à	 une	 infection	

entérovirale	conduisant	à	une	CMD	(Chang	et	al.	2003;	Wong	et	al.	2012).	et	dans	l’insuffisance	

cardiaque	chez	l’homme	par	la	caspase	3	(Chang	et	al.	2003).	

Un	modèle	 inductible	 d’inactivation	 ciblée	 du	 gène	 SRF	 dans	 le	 cœur	 chez	 la	 souris	 adulte	

(SRFHKO),	 conduit	 au	 développement	 d’une	 CMD	 (Parlakian	 et	 al.	 2005).	 Différents	 cribles	

transcriptomiques	et	protéomiques	ont	été	réalisés	pour	comprendre	la	réponse	du	myocarde	à	

la	 perte	 d’expression	 de	 SRF.	 Ils	 ont	 permis	 de	 montrer	 que	 SRF	 «	 co-régule	 »	 des	 gènes	

impliqués	dans	 la	contraction	et	 les	 flux	énergétiques	 (ex	 :	actine	cardiaque,	myosine,	 créatine	

kinase	 musculaire,..)	 (Diguet	 et	 al.	 2011)	 ou	 des	 microARNs	 comme	 miR-1	 impliqué	 dans	 la	

réponse	hypertrophique	et	la	régulation	des	flux	calciques	(Tritsch	et	al.	2013)	ou	les	miR-378	et	-

378*	 impliqués	dans	 la	 réponse	hypertrophique	et	 la	 régulation	du	métabolisme	 (Mallat	 et	 al.	

2014).	

Une	 analyse	 du	 crible	 Affymetrix	 réalisée	 grâce	 au	 logiciel	 Ingenuity	 pathway	 a	 mis	 en	

évidence,	 outre	 la	 répression	 des	 gènes	 impliqués	 dans	 la	 contraction	 et	 la	 β-oxydation	 des	

acides	gras,	l’activation	d’une	voie	de	sauvetage	particulière	du	NAD.	Cette	voie	est	caractérisée	

principalement	 par	 l’activation	 de	 la	 kinase	 Nmrk2	 ainsi	 que	 des	 phopshatases	 (Acp1,	 Acpl2)	

d’enzymes	 5’	 nucléotidases	 (NT5c2,	 Nt5ecto	 (CD73)	 impliquées	 dans	 l’homéostasie	 et	 les	

échanges	de	nucléotides	(Figure	15).	
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Figure	15:	Activation	de	la	voie	de	sauvetage	du	NAD	de	type	II	
Les	phosphatases	acides	de	type	Acp1	de	large	spectre	sont	connues	pour	différentes	fonctions	dont	
des	activités	phosphotyrosine	phosphatase	réprimant	la	signalisation	du	récepteur	à	l’insuline	ou	de	
la	 FAK	 et	 riboflavine	monunucleotide	 phosphatase.	 Son	 activité	 sur	 le	 NADP	 est	 théorique.	 La	 5’-
nucléotidases	membranaire	CD73	permet	d’apporter	une	source	de	nicotinamide	riboside	à	partir	du	
nicotinamide	mononucléotide	extracellulaire	 (Grozio	et	 al.	 2013).	 Les	 5’-nucléotidases	 cytosoliques	
sont	 connues	 pour	 dégrader	 l’AMP	 et	 l’IMP	 en	 adénosine	 et	 inosine	 en	 situation	 d’ischémie	
cardiaque	 (Bak	 and	 Ingwall	 1998)mais	 son	 rôle	 n’est	 pas	 connu	 dans	 la	 CMD.	 Leur	 activité	 sur	 le	
nicotinamide	mononucléotide	est	théorique.	
 

	

L’activation	précoce	de	la	kinase	Nmrk2	d’un	facteur	≈9	dès	8	jours	après	la	perte	de	SRF,	un	

stade	qui	est	encore	asymptomatique	sur	le	plan	fonctionnel,	a	attiré	notre	attention,	ainsi	que	son	

augmentation	progressive	avec	la	mise	en	place	de	la	CMD	et	l’apparition	de	l’insuffisance	cardiaque	

jusqu’à	30	fois	le	niveau	normal	à	25	jours	et	57	fois	après	une	administration	de	phényléphrine	(PE,	

80	mg/kg/j	du	jour	10	à	25)	accélérant	la	transition	vers	l’insuffisance	cardiaque	dans	ce	modèle.	Ce	

même	 traitement	 PE	 chez	 les	 souris	 contrôle	 induit	 une	 hypertrophie	 du	 VG	 sans	 insuffisance	

cardiaque,	et	active	le	gène	Nmrk2	d’un	facteur	4.	6.	

Nous	avons	également	 interrogé	 la	base	de	données	GEO	(Gene	Expression	Omnibus)	pour	

comprendre	si	l’expression	de	Nmrk2	était	modulée	dans	d’autres	modèles	de	pathologie	cardiaque.	

Nmrk2	 est	 clairement	 induit	 dans	d’autres	modèles	murins	 de	 cardiomyoapthie	dilatées	 tel	 que	 le	

modèle	 Emery-Dreifuss	 de	 mutation	 du	 gène	 lamine	 A	 H222P	 (Muchir	 et	 al.	 2007)(induction	

confirmée	par	qPCR	dans	une	étude	en	collaboration	avec	A.	Muchir,	Institut	de	Myologie,	Paris)	ou	

le	modèle	de	surexpression	de	 formes	mutées	de	 l’isocitrate	déhydrogénase	2	 (Akbay	et	al.	2014).	

Nmrk2	 est	 également	 activé	 chez	 le	 double	mutant	 PGC1α-/-/β-/-	 (Martin	 et	 al.	 2014)	 et	 par	 des	

procédures	comme	le	pré-conditionnement	ischémique	(Eckle	et	al.	2012).	Il	semble	que	Nmrk2	est	

modulé	 à	 la	 hausse	 ou	 à	 la	 baisse	 de	 manière	 modeste	 (<2X)	 dans	 différentes	 études	 sur	 les	
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cardiomyopathies	dilatées	humaines,	notamment	d’origine	diabétique	(Greco	et	al.	2012)	mais	il	faut	

noter	que	son	niveau	d’expression	de	base	dans	le	cœur	humain	est	plus	haut	que	chez	la	souris.	Le	

profil	d’expression	de	Nmrk2	dans	 les	cardiomyopathies	humaines	reste	cependant	à	explorer	dans	

des	études	plus	ciblées.	

De	 manière	 intéressante,	 l’induction	 de	 Nmrk2	 dans	 les	 modèles	 souris	 de	 pathologies	

cardiaques	est	à	l’opposé	de	la	diminution	observée	pour	l’autre	enzyme	principale	impliquée	dans	la	

biosynthèse	 du	 NMN	 qui	 est	 la	 Nampt	 (nicotinamide	 phosphoribosyltransferase)	 (Figure	 2)	 dans	

plusieurs	modèles	de	RC	tels	que	l’ischémie-réperfusion,	la	constriction	aortique	ou	l’administration	

d’Angiotensine	II	(Hsu	et	al.	2014).	

	

B. Rôle	dans	la	signalisation	intégrine	

La	 Muscle	 integrin	 Binding	 Protein	 (MIBP)	 était	 le	 premier	 nom	 du	 gène	 Nmrk2.	 Il	 a	 été	

montré	 dans	 les	 cellules	 musculaires	 C2C12,	 que	 cette	 protéine	 est	 impliquée	 dans	 la	

signalisation	intégrine.	Les		études	ont	montré	l’interaction	de	cette	petite	protéine	de	19	kDa	au	

domaineintracellulaire	 le	 plus	 proche	 de	 la	 membrane,	 partagé	 par	 les	 deux	 isoformes	

d’intégrines	 β1A	 et	 β1D.	 Elle	 intéragit	 avec	 l’intégrine	 β1	 associée	 à	 l’intégrine	 α7,	 et	 sa	

surexpression	stimule	via	un	mécanisme	 inconnu	 la	phosphorylation	de	 la	paxilline	et	 inhibe	 le	

dépôt	de	 la	 laminine	dans	 la	matrice	extracellulaire	 (MEC)	 (Li	 et	 al.	 2003).	 Par	 ailleurs,	 Il	 a	 été	

montré	 que	 sa	 surexpression	 dans	 les	 cellules	 musculaires	 C2C12,	 perturbe	 la	 formation	 des	

myotubes	(Li	et	al.	1999).	

Cependant	 l’absence	 de	 Nrk2b	 (homologue	 de	 Nmrk2)	 chez	 le	 poisson	 zèbre	 entraine	

également	un	défaut	de	dépôt	de	la	laminine	et	des	anomalies	de	la	morphologie	musculaire,	des	

jonctions	myotendineuses	 discontinues	 aboutissant	 à	 de	 longues	 fibres	musculaires	 anormales	

(Goody	 et	 al.	 2010)suggérant	 que	 le	 taux	 d’expression	 de	Nmrk2	 doit	 être	 régulé	 précisément	

pour	obtenir	une	morphogénèse	musculaire	et	matricielle	normale	(Figure	16).	
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Figure	16:	Implication	de	NMRK2	dans	la	signalisation	intégrine	
MIBP	interagit	avec	l’intégrine	β1	associée	à	l’intégrine	α7,	et	sa	surexpression	stimule	indirectement	
la	 phosphorylation	 de	 la	 paxilline	 et	 inhibe	 le	 dépôt	 de	 la	 laminine.	 L’intégrine	 α7	 peut	 être	
ADPribosylée	 par	 l’ectoenzyme	 ART1	 stimulant	 son	 affinité	 pour	 la	 laminine.	 Le	 lien	 entre	 ce	
processus	et	Nmrk2	n’est	pas	connu.		
	

C.	Biosynthèse	du	NAD	

Plus	récemment,	une	fonction	complètement	nouvelle	a	été	découverte	pour	cette	protéine.	

En	effet,	l’équipe	de	Charles	Brenner	a	cloné	le	gène	Nrk	impliqué	dans	la	voie	de	synthèse	du	NAD	

chez	 la	 levure	 à	 partir	 du	 NR	 et	 a	 identifié	 les	 homologues	 Nmrk1	 et	 Nmrk2	 chez	 l’homme	

(Bieganowski	 and	 Brenner	 2004).	 NMRK2	 s’est	 révélée	 être	 similaire	 à	MIBP	 qui	 serait	 issue	 d’un	

épissage	alternatif	du	même	gène	Nmrk2.	

Nmrk1	 semble	 être	 exprimée	 de	 manière	 ubiquitaire	 alors	 que	 Nmrk2	 est	 spécifique	 des	

muscles	 striés	 (cœur,	 muscle	 squelettique)	 d’après	 l’interrogation	 de	 la	 banque	 de	 donnée	 GEO	

(Gene	Expression	Omnibus).	Les	mécanismes	régulant	l’homéostasie	du	NAD	dans	le	myocarde	et	le	
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muscle	sont	mal	connus	et	la	production	de	NMN	précurseur	du	NAD	par	la	kinase	NMRK2	pourrait	

jouer	un	rôle	dans	ces	processus.	
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OBJECTIFS	

En	 dépit	 des	 progrès	 majeurs	 dans	 le	 domaine	 de	 la	 recherche	 cardiovasculaire	 et	

l’amélioration	de	la	prise	en	charge	des	patients	atteints	d’IC,	cette	maladie	reste	une	maladie	grave,	

de	 mauvais	 pronostic	 et	 elle	 constitue	 toujours	 l’une	 des	 premières	 causes	 de	 mortalité	 et	 de	

morbidité	dans	les	pays	développés.	En	effet,	plus	de	50%	des	patients	meurent	dans	les	cinq	années	

suivant	 le	diagnostic.	 La	compréhension	des	mécanismes	physiopathologiques	 sous-jacents,	encore	

largement	inconnus,	permettrait	de	développer	des	thérapeutiques	visant	à	soigner	les	causes	de	l’IC	

plutôt	 que	 les	 conséquences	 et	 ainsi	 d’améliorer	 la	 prise	 en	 charge	 des	 patients.	 Le	 cœur	 en	

insuffisance	se	caractérise	par	une	altération	fonctionnelle	associée	un	remodelage	structural	et	une	

défaillance	bioénergétique	qui	n’est	pas	actuellement	abordée	par	les	approches	cliniques	classiques.	

Le	nicotinamide	adénine	dinucléotide	est	un	coenzyme	majeur	pour	 les	réactions	d’oxydoréduction	

et	 il	 constitue	 le	 principal	 donneur	 d’électrons	 à	 la	 chaîne	 respiratoire.	 Il	 a	 récemment	 émergé	

comme	 molécule	 de	 signalisation	 avec	 une	 large	 gamme	 d'activités,	 allant	 de	 calcium	 (Ca	 (2	 +))	

signalisation	 (CD38	 ectoenzyme)	 à	 la	 régulation	 épigénétique	 de	 l'expression	 des	 gènes	 impliqués	

dans	 la	 réponse	 au	 stress	 oxydatif,	 le	 métabolisme	 catabolique	 et	 la	 biogenèse	 mitochondriale	

(sirtuines	et	PARPS)	

	

Notre	 étude	 vise	 à	 comprendre	 le	 rôle	 de	 Nmrk2	 dans	 le	 cœur	 à	 l’état	 basal	 et	 dans	 le	

contexte	d’un	stress	cardiaque	et	déterminer	son	 impact	sur	 la	signalisation	NAD	et	 la	signalisation	

intégrine	 qui	 peuvent	 toutes	 les	 deux	 jouer	 un	 rôle	 important	 dans	 le	 remodelage	 cardiaque.	 La	

fonction	de	cette	kinase	n’a	jamais	été	étudiée	in	vivo	chez	les	mammifères.	Nous	avons	donc	généré	

un	modèle	d’inactivation	du	gène	Nmrk2	chez	la	souris	pour	déterminer	formellement	la	fonction	de	

ce	gène.		

Nous	 nous	 sommes	 intéressés	 en	 premier	 temps	 à	 l’analyse	 du	 phénotype	 cardiaque	 des	

souris	 Nmrk2-KO	 à	 l’état	 basal	 sur	 le	 plan	 fonctionnel	 (échocardiographies,	 tests	 d’endurance),	

structural	et	moléculaire	(synthèse	et	signalisation	NAD,	signalisation	intégrine).	

Dans	 un	 second	 temps,	 	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 à	 analyser	 le	 phénotype	 des	 souris	

Nmrk2	KO	exposées	à	un	stress	induisant	un	remodelage	cardiaque	:	administration	d’angiotensine	II	

et/ou	 stress	 hémodynamique	 par	 constriction	 de	 aortique	 transverse	 (TAC	 :	 transversal	 aortic	

constriction).	 Les	 réponses	 en	 termes	 de	 fonction	 cardiaque,	 de	 remodelage	 et	 de	 signalisation	

analysées	 chez	 les	 souris	 Nmrk2	 KO	 en	 comparaison	 avec	 les	 souris	 contrôles.	 Ces	 deux	 premiers	

points	font	l’objet	de	l’article	1.	
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Enfin,	nous	avons	contribué	à	une	étude	les	effets	de	la	supplémentation	de	la	nourriture	en	NR,	 i)	

sur	 le	 remodelage	 cardiaque	 hypertrophique	 (modèle	 TAC,	 analyses	 en	 cours)	 ou	 ii)	 sur	 le	

remodelage	de	dilatation	en	traitant	les	doubles	mutants	SRFHKO	(article	2).	
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RESULTATS	

Le	remodelage	cardiaque	est	associé	à	des	changements	majeurs	dans	le	niveau	d’expression	

des	 gènes.	 De	 telles	modifications	 de	 l’expression	 génique	 peuvent	 être	 qualifiées	 de	 remodelage	

transcriptionnel	 au	 cours	 duquel	 on	 observe	 de	 forte	 variation	 de	 l’activité	 de	 facteurs	 de	

transcriptions	comme	les	facteurs	SRF	(Serum	Response	Factor),	MEF2	(Myogenic	Enhancer	Factor),	

GATA4	ou	NFAT.	Ce	remodelage	transcriptionnel	peut	être	considéré	comme	adaptatif	dans	certains	

cas	mais	souvent	la	persistance		de	cette	réponse	devient	maladaptative	et	joue	un	rôle	majeur	dans	

l’évolution	de	la	pathologie.	Notre	laboratoire	s’intéresse	depuis	plusieurs	années	au	rôle	particulier	

de	 que	 joue	 SRF	 dans	 l’expression	 coordonnée	 de	 nombreux	 gènes	 et	 le	 maintient	 des	 fonctions	

cardiaques.	 SRF	 est	 désactivé	 dans	 certaines	 formes	 de	 CMD	 comme	 les	 laminopathies(Ho	 et	 al.	

2013)	et	dans	l’insuffisance	cardiaque	chez	l’homme	(Chang	et	al.	2003).	

Dans	le	laboratoire,	a	été	mis	au	point	un	modèle	inductible	d’inactivation	ciblée	du	gène	SRF	

dans	le	cœur	chez	la	souris	adulte,	cette	inactivation	conduit	au	développement	de	CMD	(Parlakian	

et	 al.	 2005).	 Dans	 ce	modèle	 de	 souris,	 un	 crible	 transcriptomique	 a	 permis	 	 d’identifier	 	 le	 gène	

Nmrk2	 comme	 le	 gène	 le	 plus	 précocement	 et	 le	 plus	 fortement	 induit	 en	 réponse	 à	 la	 perte	

d’expression	de	SRF	et	de	ses	gènes	cibles	impliqués	dans	la	contraction	et	les	flux	énergétiques	(ex	:	

actine	 cardiaque,	 myosine,	 créatine	 kinase	 musculaire,..)	 (Diguet	 et	 al.	 2011)	 ou	 des	 microARNs	

dépendants	de	SRF	(Tritsch	et	al.	2013).	L’expression	de	Nmrk2	augmente	d’un	facteur	4	dès	8	jours	

après	la	perte	de	SRF,	un	stade	qui	est	encore	asymptomatique,	et	augmente	progressivement	avec	

la	mise	en	place	de	la	CMD	et	 l’apparition	de	l’insuffisance	cardiaque	jusqu’à	30	à	50	fois	 le	niveau	

normal	 selon	 les	 stades.	 Dans	 ce	modèle	 de	 CMD,	 j’ai	 participé	 à	 un	 projet	 qui	 visait	 à	 traiter	 les	

souris	avec	le	substrat	-NR-	de	cette	kinase	NMRK2	et	en	effet,	ce	traitement	a	amélioré	de	manière	

remarquable,	la	fonction	cardiaque	et	a	pu	limiter	le	remodelage	excentrique	(Article	2).	

	

Mon	projet	de	thèse	vise	à	étudier	 le	rôle	de	la	kinase	NMRK2	 in	vivo,	à	 l’état	basal	et	dans	un	

contexte	pathologique	et	les	résultats	de	cette	étude	se	résument	comme	suit	:	

1. Dans	 un	 premier	 temps,	 nous	 avons	 généré	 Les	 souris	 Nmrk2	 -/-	 par	 recombinaison	

homologue,	un	KO	complet	a	été	réalisé.	La	cassette	de	sélection	utilisée	comporte	le	gène	

rapporteur	 Lac	 Z	 pour	 détecter	 la	 localisation	de	 la	 protéine	 et	 un	 gène	de	 résistance	 à	 la	

néomycine.	Les	 résultats	montrent	que	Nmrk2est	un	gène	spécifique	du	muscle	strié	et	du	

cœur.	Les	souris	sont	viables	et	fertiles.	
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2. Ensuite	 nous	 avons	 analysé	 le	 phénotype	 des	 souris	 Nmrk2-KO	 exposées	 à	 deux	 types	 de	

stress	 cardiaque	:	 administration	 d’angiotensine	 II	 et	 TAC.	 Les	 souris	 Nmrk2-KO	 étaient	

capables	 de	développer	une	 réponse	hypertrophique	normale	 face	 à	 l’angiotensine	 II	mais	

les	 échocardiographies	 à	 partir	 de	 8	 semaines	 de	 TAC	 et	 au	 cours	 du	 vieillissement	 (6	 à	

24mois)	 montre	 une	 diminution	 plus	 sévère	 de	 la	 fraction	 d’éjection	 cardiaque	 et	 le	

développement	d’une	CMD	se	stabilisant	toutefois	après	12	mois.	

	

3. Au	 niveau	 génomique,	 les	 RT-QPCR	 montrent	 notamment	 une	 augmentation	 du	 niveau	

d’expression	de	l’isoforme	lente	β	de	la	chaine	lourde	de	la	myosine,	à	partir	de	12	mois.	

	

4. Au	 niveau	métabolique,	NMRK2	 ne	 s’avère	 pas	 nécessaire	 pour	maintenir	 le	 pool	 total	 de	

NAD	myocardique	en	réponse	aux	stimulations	pro-hypertrophiques	et	chez	l’animal	jeune	et	

adulte.	 Par	 contre,	 il	 y	 a	 un	 fort	 déclin	 à	 24	mois	 d’âge	 du	 niveau	 d’expression	 des	 gènes		

Nmrk1	 et	 de	 Nampt,	 codant	 pour	 des	 enzymes	 qui	 comme	 NMRK2	 produisent	 du	

nicotinamide	 mononucléotide	 précurseur	 du	 NAD+.Les	 souris	 Nmrk2-KO	 montrent	 une	

diminution	de	50%	des	niveaux	de	NAD	à	24	mois.	

	

5. A	 ce	 même	 stade,	 le	 complexe	 intégrine	 α7β1est	 réprimé.	 Au	 niveau	 histologique,	 les	

analyses	immunofluorescentes	et	la	MET	révèlent	un	défaut	dans	le	dépôt	de	la	laminine	au	

niveau	de	la	lame	basale	et	des	espaces	intra-cellulaires	élargis	chez	le	mutant	Nmrk2-KO.	Le	

marquage	Rouge	Sirius	confirme	le	développement	de	fibrose	cardiaque.	

	

La	suite	de	ce	projet	sera	de	mieux	comprendre	le	mécanisme	qui	mène	à	ce	défaut	de	dépôt	

de	la	laminine.	Une	de	nos	hypothèses	est	en	rapport	avec	le	fait	que	l’intégrine	α7	peut	être	

ADP-ribosylée	 par	 l’enzyme	 ART1,	 ce	 qui	 nécessite	 du	 NAD+	 (Zolkiewska	 et	 al,	 Biochem	 J,	

2005).	 Nous	 faisons	 l’hypothèse	 que	 NMRK2	 pourrait	 être	 nécessaire	 pour	 la	 production	

locale	de	NAD	pour	induire	cette	modification	post-traductionnelle,	qui	a	été	décrite	comme	

renforçant	l’affinité	de	l’intégrine	α7	pour	la	laminine	(Zolkiewska	et	al,	Biochem	J,	2005).	

Et	enfin,	la	dernière	partie	du	projet	concernant	plus	spécifiquement	le	rôle	de	NMRK2	dans	la	CMD	
qui	se	développe	chez	le	mutant	SRF	nous	à	mener	à	générer	des	doubles	mutantsNmrk2-KOxSRF-
HKO.	Nous	avons	commencé	à	croiser	le	mutant	SRFHKO	avec	le	mutant	Nmrk2	KO	pour	empêcher	
l’induction	du	gène	Nmrk2	chez	le	mutant	SRF-HKO	et	observer	les	conséquences	en	termes	de	
fonction	et	de	remodelage	cardiaque,	et	en	terme	de	temps	de	survie.	 	
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ABSTRACT 

Aims-Dilated cardiomyopathy (DCM) is a severe heart disease characterized by reduced systolic 

function, extracellular matrix disorganization and metabolic defects. In various mouse models 

of DCM, we found a robust increase in the expression of the nicotinamideriboside kinase 2 

(Nmrk2) implicated in the synthesis of NAD, a major coenzyme in energy metabolism and a 

signaling molecule used bysirtuins. NMRK2 protein is similarto the muscle integrin binding 

protein (MIBP) that binds to the iŶtegƌiŶ αϳβϭheterodimer.The role of Nmrk2 in the heart is 

unknown.Methods and Results-We generated Nmrk2-KO mice that were viable. Young Nmrk2-

KO mice were able to develop a normal cardiac hypertrophic response to angiotensin-II 

exposure and transverse aorta constriction (TAC) but follow-up echocardiography until 8 weeks 

post-TAC and during ageing from 5 to 24 months revealed a more severedecrease in the 

ejection fraction (EF) and the development of a DCM phenotype. RT-qPCR analysis of cardiac 

mRNAs showed an increase in the slow, cardiac, β ŵǇosiŶ heaǀǇ ĐhaiŶ isofoƌŵ starting at 12 

months. NMRK2 was not essential to maintain myocardial NAD levels in response to pro-

hypertrophic treatments and in young adults. However Nmrk1 and Namptexpression level 

declined strongly with aging and Nmrk2-KO mice displayed a 50% reduction in myocardial NAD 

levels at 24 months. The αϳβϭ iŶtegƌiŶ Đoŵpleǆ ǁas ƌepƌessed at this age. At the histological 

level,immunofluorescent analyses and electron microscopy revealed a defect in laminin 

deposition in the basal lamina and enlarged intercellular space in the Nmrk2-KO heart. Red 

sirius staining confirmed the development of cardiac fibrosis. Conclusion-The Nmrk2gene is 

required to preserve cardiac function and structure during ageing and becomes a major 

component of the NAD biosynthetic pathways at late age. Molecular characterization of 

compounds modulating this pathway could give future therapeutic prospect. 

  



INTRODUCTION 

Dilated Cardiomyopathy (DCM) is a severe heart disease characterized by the dilation of the left 

and right ventricles leading to a systolic dysfunction and reduced ejection fraction, without 

hypertension or pressure overload or coronary artery disease sufficient to cause global systolic 

impairment 
[1, 2]

.DCM most often leads in its final stage to heart failure (HF) and is the principal 

cause of heart transplantation in the western world 
[3]

.The lack of specific therapeutic options 

for DCM patient drives the need for further research on the molecular mechanisms involved in 

the remodelingof cardiac chamber and the transition toward HF to identify new therapeutic 

avenues for this disease. There are genetic and non-genetic causes to DCM. Mutations in 30 

genes encoding mostly but not only cytoskeletal or sarcomeric proteins, have been identified in 

monogenic forms of DCM though modern high-throughput genome sequencing approaches 

suggest that multiple gene variants may be involved in some cases 
[2, 4]

. Non-genetic causes are 

linked to exposure to toxins such as alcohol or anthracyclines, or enteroviral infection 

(myocarditis) but the susceptibility to develop DCM and ultimately HF is likely to be modulated 

by genetic mechanisms 
[2]

. 

A major issue for the development of therapeutic molecules for rare diseases like DCM resides 

in the fact that developing drugs for each different subtype of patients with different genetic 

etiologies is a strategy that can only be supported by public health programs as the economical 

incentive for pharmaceutical companies is limited.If only for the reason of feasibility, an 

appealiŶg alteƌŶatiǀe stƌategǇ to a ͞siŶgle Đause siŶgle Đuƌe͟ appƌoaĐhes to ideŶtifǇ poteŶtial 

therapeutic targets that will be common to DCM with different etiologies, allowing designing a 

drug useful for the largest number of patients. A common feature to many forms of DCM is the 

combination of cardiac structural remodeling, which involves major alterations in 

cardiomyocytes shape as well as cell-to-cell and cell-to-extracellular matrix interactions; and 

metabolic remodeling, which involves mitochondrial dysfunction and depressed energy transfer 

through the creatine-phosphocreatine shuttle 
[5, 6]

. Several gene expression profiling studies 

performed in different animal models of DCM and human DCM patients have shown that these 

defects are associated with major changes in the expression level of cardiac genes encoding 



sarcomeric proteins, cytoskeleton linkers and components of the plasma membrane complexes 

like the integrin receptors and the dystrophin-glycoprotein complex connected to the 

extracellular matrix 
[7, 8]

. Genes encoding proteins involved in the regulation of energy 

ŵetaďolisŵ, ŶotaďlǇ glǇĐolǇsis, fattǇ aĐid β-oxydation and mitochondrial oxidative metabolism 

are also clearly depressed in DCM 
[9]

. Changes in a gene expression level is commonly regarded 

as an indication of a potential role for the gene product in the pathogenic process or as a 

possible adaptation mechanism of the organ to activate rescue pathways in response to 

pathological injuries. 

With the aim of identifying pathways common to different forms of DCM, we searched in 

publicly available data sets from transcriptomic screens directed to cardiac gene expression 

profiling in DCM. We identified a gene that has two names in different databases, integƌiŶ βϭ 

binding protein 3 (Itgb1bp3) or nicotinamideriboside kinase 2 (Nmrk2, official symbol), as very 

strongly upregulated in several animal models of DCM with different etiologies. Nmrk2 

expression is increased in several models of DCM related to phospholamban missense mutation 

PLNR9C/+ [9], lamin-A H222P mutation (GEO dataset GDS2746) 
[10]

, isocitrate dehydrogenase 2 

mutations (GDS4893)
[11]

, cardiac-specific PPAR coactivator 1-alpha ;PGCϭαͿ deletioŶ ;GDSϰϳϳϲͿ 
[12]

, or transferrin receptor Tfr1 deficiency (GDS4776) 
[13]

. In our own model of Serum Response 

Factor cardiac-specific knock-out mice that develop a severe DCM phenotype evolving to 

terminal HF, Nmrk2 is strongly upregulated (GSE84142)
[14]

. Our examination of recent RNA-seq 

studies on cardiac biopsies of DCM patients revealed that Nmrk2can be upregulated in some 

individuals though the baseline expression level appears to be higher in human non failing 

hearts 
[15]

. 

The first identification of this gene and functional analysis of the protein product,ofItgb1bp3, 

the muscle-specifiĐ βϭ iŶtegƌiŶ ďiŶdiŶg pƌoteiŶ ;MIBPͿ Đaŵe fƌoŵ a Ǉeast tǁo-hybrid screen for 

βϭ iŶtegƌiŶ ĐǇtoplasŵiĐ tail[16]
. The mRNA of this gene was detected predominantly in the heart 

in humans.These authors showed that overexpression of MIBP in C2C12 skeletal muscle cell line 

disƌupts the foƌŵatioŶ of ŵǇotuďes. MIBP iŶteƌaĐts ǁith the αϳβϭ iŶtegƌiŶ heteƌodiŵeƌ aŶd 

stimulates via an unknown mechanism the phosphorylation of paxillin, an integrin binding 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?token=wngreeuujzolnsh&acc=GSE84142.


protein, and inhibits the deposition of laminin the extracellular matrix 
[17]

 .Strikingly a mutation 

of the Nrk2b gene, the homologue in zebrafish of mammalian Nmrk2/Itgb1bp3 gene also 

causes a defect in the deposition of laminin and abnormal muscle morphology 
[18]

 suggesting 

that the expression level of Nmrk2/Itgb1bp3 must be regulated precisely for coherent 

morphogenesis of muscle and extracellular matrix. In a different field of research, the group of 

Charles Brenner identified a previously unknown but apparently conserved eukaryotic NAD
+
 

biosynthetic pathway mediated by the nicotinamideriboside kinase gene Nrk1 in yeast and 

Nmrk1 and Nmrk2 genes in humans. Nmrk2was described as encoding a 230 amino acid (aa) 

splice variant (26 kDa) of the previously described 186 aa MIBP protein 
[19]

.While MIBP was 

unable to phosphorylate the nicotinamideriboside, aB3vitamin precursor of the NAD
+
, the full 

length NMRK2 was as efficient as NMRK1. In the actual build of GenBank, the human full length 

predicted isoform 1 is 235 a.a long and the 186 aa MIBP variant is not described anymore, 

though a different 150 aa variant (isoform 2) is now reported that presents similarities with 

MIBP. 

The mouse Nmrk2 gene is described in NCBI GenBank as producing a single 195 amino-acids 

protein (22.4 kDa) that contains the catalytic domain present in human NMRK1 and full-length 

human NMRK2 proteins with whom it is shares 83% identity. 

Considering that Nmrk2 was involved both in i) integrin signaling and extracellular matrix 

composition which are major altered mechanism in DCM 
[7]

; ii) synthesis of NAD
+
, a hydride 

transfer coenzyme in the oxidation of energetic substrate and mitochondrial oxidative 

phosphorylation metabolism, and a cosubstrate in signaling pathways such as 

Sirtuinsdeacetylases, poly(ADPribose) polymerases (PARPs), and CD38 ADP ribosecyclase, 

regulating energy metabolism,, resistance to oxidative stress and calcium signaling, all 

important mechanisms involved in cardiac remodeling
[20]

, we postulated that Nmrk2 could play 

a role in the heart during development or in the adult. Here we present the first analysis of 

Nmrk2 knock-out mice showing its important role in cardiac functions and remodeling during 

ageing. 

 



MATERIALS AND METHODS 

Transgenic mice 

All experiments with animals conformed to the Directive 2010/63/EU of the European 

Parliament and were approved by the ethics committee Charles Darvin #5 (agreement 

00369.01). ES cells heterozygous for the Nmrk2
tm1(KOMP)Vlcg

 allele were obtained from the 

Knockout Mouse Project Repository (KOMP). Definitive null allele was obtained by replacement 

of all exons and introns of the Nmrk2 gene by a lacZ reporter gene followed by floxed neomycin 

resistance gene in VGB6 ES cells in C57BL/6NTac genetic background. ES were implanted in 

C57BL/6N blastocysts at CNRS-TAAM Transgenic animals facility (TAAM), Villejuif, France. Mice 

were maintained in this background. Homozygous Nmrk2-KO mice were viable and fertile. 

SRF
HKO

 mice bear the tamoxifen-inducible α-MHC-MerCreMer transgene and the Srffloxed allele 

(Sf/Sf) as described previously 
19

. Tamoxifen (Sigma T5648) was administrated by i.p.  injection 

at a dose of 0.7 mg diluted in 100 µl peanut oil at D0, D1 and D2 to SRF
HKO

 mice and Sf/Sf 

littermates used as controls. 

 

Transverse aortic constriction (TAC) 

Mice were anesthetized with 2% isoflurane. The neck was opened to release the trachea 

quietly and gently the skin is cut and the muscle above the trachea gently spread in order to 

visualize the trachea and to verify that the introduction of the intubation cannula is done 

correctly. Then the respirator is connected and switched on (about 170 strokes/minute and 

V = ϮϬϬ μl foƌ ϯϬg. TAC was created using 7.0 suture banded between the carotid arteries 

over a 27-gauge needle. The needle was then gently removed, creating a constriction. The 

heart accelerates immediately. The 27-gauge needle was then removed and a 6.0 suture 

was done. Following chest closing and skin suturing, mice were allowed to recover and 

continued with the experimental process. 

 

 

 

https://www.komp.org/
http://transgenose.cnrs-orleans.fr/eng/taam/presentation.php


Angiotensin-II administration 

Angiotensin-II (SIGMA-Aldrich, St Louis, MO, USA, #A9525) was dissolved in 150mM NaCl and 

1mM aceticacid. Angiotensin-II was delivered chronically at a rate of 3.0µg/g of body 

weight/day for 14 days by implanting osmotic mini-pumps (ALZET 2002) subcutaneously.  

 

X-Gal staining 

X-Gal detection of the LacZ reporter gene product was performed as follow: The embryo as 

well as the different organs were fixed 30minutes at 4°C in 1% formaldehyde, 0.02% NP40, 

0.01% Sodium deoxycholate in PBS 1X pH 7.4, the washed in PBS 1X solution containing 

0.02% NP40, 0.01% and 0.01% Sodium deoxycholate. The coloration was then performed 

o/n at 30°C with agitation in PBS solution containing 1mg/ml X-Gal, 5mM MgCl2, 5mM 

K3Fe(CN)6, K4Fe(CN)6 0.02% NP40, 0.01% Sodium deoxycholate
[21]

. 

 

NicotinamideRiboside supplementation 

For NR supplementation experiments, NR (kindly supplied by Chromadex Inc., Irvine, USA) was 

dissolved in the drinking water at 2 mg/mL in light-protected bottles and changed every 3 days 

for a period of 40 days. For a measured average water consumption of 6 ml/day/mouse of 25 to 

30 g, it corresponds to an average dosage of 400 to 480 mg NR/kg/day. 

 

Echocardiography 

Transthoracic echocardiography was performed on lightly anesthetized mice   given isoflurane 

(induction with 2% isoflurane 100% O2 and maintained with 0.5% isoflurane 1O2). 

NoŶ‐iŶǀasiǀe ŵeasuƌeŵeŶts of left ventricular dimension were evaluated using Doppler 

echocardiography (Vivid 7 Dimension/Vivid7 PRO; GE Medical Systems) with a 

probe ultrasound fƌeƋueŶĐǇ ƌaŶge of ϵ−ϭϰ MHz.  The two-dimensionally guided time motion 

recording mode ;paƌasteƌŶal loŶg‐aǆis ǀieǁͿ of the left ventricle (LV) provided the following 

measurements:diastolic and systolic septal (IVS) and posterior wall thicknesses (LVPW); 

iŶteƌŶal eŶd‐diastoliĐ ;LVEDDͿ aŶd eŶd-systolic diameters(LVESD); and heart rate. Each set of 



measurements was obtained from the same cardiac cycle.  At least 3 sets of measurements 

were obtained from 3 different cardiac cycles. LV fractional shortening (FS) was calculated 

using the formula: (LVEDD–LVESDͿ/LVEDD×ϭϬϬ. LV ŵǇoĐaƌdial ǀoluŵe ;LVVͿ, LV eŶd‐diastoliĐ 

volume (EDV), aŶd eŶd‐sǇstoliĐ   volume   (ESV) were calculated using a half-ellipsoid model 

of the LV. From these volumes, LV ejection fraction (EF) was calculated using the formula: 

 (EDV-ESV)/EDV×100.   

 

RNA Extraction and Quantification 

cDNAs were reverse transcribed from 1.5 µg RNA extracted in TRIZOL (Thermofisher) from 

cardiac tissue using the superscript II Reverse transcriptase (Life Technologies). Quantitative 

PCR was carried out on a Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) using Fast Start SYBR Green 

Master (Roche Diagnostics). Quantification of gene expression was calculated as R=2ΔCt (Ref 

Cp-target Cp), with GAPDH or HPRT used as a reference. Primers were designed using the NCBI 

Primer Blast Software. 

 

Western Blot Analysis 

Proteins were homogenized in a lysis buffer (50 mMTris, 150 mMNaCl, 1% Triton X-100, 0.5% 

sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, pH 7.4) containing protease inhibitors (1mM 

Phenylmethylsulfonyfluoride, 5mM EDTA, E64, Aprotinin) and phosphatases inhibitors (1mM 

Sodiuŵ OƌthoǀaŶadate, ϰϬ ŵM β-Gycerophosphate, 30mM NaF, 20 mM Sodium 

pyrophosphate). Equal amounts of proteins (20 to 30 µg) were separated on one-dimensional 

PAGE using the NuPAGE® Novex® 4–12% Bis-Tris Bolt Gel from Invitrogen according to the 

manufacturer's instructions. Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond 

C, Amersham Biosciences) and the blots were saturated in TBS buffer (20 mMTris, pH 7.5, 136.8 

mMNaCl, and 0.1% (v/v) Tween 20) containing 5% (w/v) milk. Proteins were detected by 

overnight incubation at 4°C with primary antibodies, followed by HRP-labeled secondary 

antibodies (1:2500) and then exposed to ECL (OzymeRevelBlot® Plus) and scanned on FUJIFILM 

LAS3000 systems. 

 

http://www.mcponline.org/cgi/redirect-inline?ad=Invitrogen


Target Protein Antibody Supplier. ref # Dilution 

NMRK2 (MIBP) Gaƌeth LaǀeƌǇ’s laď 1:500 

Extracellular signal-regulated kinase (ERK) Cell signaling #4695 1:1000 

Phospho-ERK Cell signaling #4370S 1:1000 

Paxillin (PAX) Cell signaling #2542S 1:1000 

Phospho-PAX Cell signaling #2541S 1:1000 

IŶtegƌiŶ αϳ DeaŶ BuƌkiŶ’s laď 1:200 

GAPDH Sigma #G9545 1:3000 

 

Immunofluorescence staining 

Hearts were harvested after cervical dislocation. Frozen heart sections (8µm) were fixed in 3.7% 

formaldehyde in PBS at room temperature (RT) for 10 minutes followed by permabilization in 

PBS/Titon X100 (0.2%) for 10 minutes. Saturation of non-specific sites with 2% BSA and 10% of 

goat serum. Sections were incubated o/n at 4°C with primary antibodies diluted in saturation 

solution. The day after, sections were incubated with Cy3-coupled secondary antibodies (1:400, 

Jackson ImmunoResearch) or Alexa 488 coupled secondary antibodies (Invitrogen, 1:400) and 

Cy3 coupled anti rat (Jackson ImmunoResearch, 1:500) or Cy3 coupled anti rabbit (Confocal 

images were acquired on LEICA with identical gain and offset parameters for all samples. 

 

Target Protein Antibody Supplier. ref # Dilution 

NMRK2 (MIBP) MBL International Corp. #K0099-3, 

mouse monoclonal 5B4.7 

(immunofluorescence) 

1:100 

 

 

Vinculin (FITC coupled anti-hVIN-1) Sigma mouse monoclonal, F7053 1:500 

IŶtegƌiŶ αϳ DeaŶ BuƌkiŶ’s laď, ƌaďďit polǇĐloŶal 1:500 

Laminin Sigma rabbit polyclonal, #L9393 1:100 

LaŵiŶiŶ αϮ Sigma rat monoclonal,clone 4H8-2, 

#L0663 

1:200 

 



NAD extraction and quantification 

NAD levels were measured using a colorimetric approach. Weighted frozen heart tissue (20 to 

30 mg) were crushed in 10 volumes (µl/mg) of buffered ethanol (BE) (75% Ethanol, 25% HEPES 

10mM pH7.1) (20µl/mg of tissue) as previously described [22]Extracts were cold on ice for 20 

minutes and then centrifuged 10 minutes at 13000 g. To determine the NAD
+
 and NADH levels 

in the buffered ethanol extraction of myocardial metabolites, 5 µl of extract were diluted 1:10 

in 10 mMHCl (45 µl) and heated at 60°C for 30 minutes to selectively destroy NADH. In these 

conditions we validated that over 95% of pure commercial NAD
+
 is resistant to this treatment 

whereas 100% of pure commercial NADH is destroyed. Extracts were neutralized by the 

addition of 1/5 of the volume (10 µl) of 1 M Tris-HCl buffer pH 8. Total NADt levels 

corresponded to the same amount of extract heated in the neutralized solution instead of the 

acid solution. For each sample, 25 µL of NADT and NAD
+
 extracts were quantified in duplicates 

by the addition of 100µL of reaction buffer (600 mM ethanol, 0.5 mM 3-(4.5-dimethyltiazol-2-

yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 2 mMphenazineethosulfate (PES), 120 mMBicine 

(pH 7.8), yeast alcohol dehydrogenase (SIGMA A3263>300 u/mg) 0.05 mg/ml). Kinetics of the 

reaction (OD at 570 nm, every 30 seconds for 40 minutes) was followed on a TECAN INFINITE 

F500 microplate reader. NADt and NAD
+
 were quantified by comparison to a range of standard 

NAD
+
 concentration (linear regression curve equation method). In this recycling assay, both 

NAD
+
 and NADH are indistinctly detected in the NADt fraction. Levels of NADH were obtained 

by the formula: [NADH] = [NADt] – [NAD
+
]. Data are expressed in pmole of NAD / mg of tissue. 

 

Transmission Electron Microscopy (TEM) 

Foƌ tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ, the Đells ǁeƌe ǁashed iŶ Ϭ.ϭ M phosphate ďuffer, pH 

ϳ.ϰ aŶd fiǆed iŶ Ϯ% glutaƌaldehǇde foƌ ϭ h at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. The saŵples ǁeƌe fiƌst 

ǁashed iŶ Ϭ.ϭ M phosphate ďuffeƌ aŶd theŶ iŶ ďidistilled ǁateƌ aŶd fiŶallǇ post -fixed in 1% 

osmium-ďidistilled ǁateƌ foƌ ϭ h at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. Afteƌ ǁashes iŶ bidistilled water, the 

samples were dehydrated in increasing concentrations of ethanol, infiltrated in 1:1 

ethaŶol:epoŶ ƌesiŶ foƌ ϭ h aŶd fiŶallǇ ϭϬϬ% epoŶ ƌesiŶ foƌ ϰϴ h at ϲϬ °C foƌ polǇŵeƌizatioŶ. 

Seventy-nm-thick sections were cut with an ultracut UCT microtome (LEICA) and picked up 



on copper rhodium-Đoated gƌids. Gƌids ǁeƌe staiŶed foƌ Ϯ ŵiŶ iŶ UƌaŶǇless ;DELTA 

MiĐƌosĐopiesͿ foƌ ϱ ŵiŶ iŶ Ϭ.Ϯ% lead Đitƌate. Gƌids ǁeƌe aŶalǇsed oŶ aŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐope 

;EM ϵϭϮ OMEGA, ZEISSͿ at ϴϬ kV, aŶd iŵages ǁeƌe Đaptured with digital camera (Side-

Mounted TEM CCD, Veleta 2kx2k). The software used is iTEM. 

 

  



RESULTS 

Nmrk2 is a striated muscle specific protein 

To analyze the function of the Nmrk2 gene in vivo, all the 7 exons of the gene were replaced by 

a cassette including a LacZreporter gene sequence and a neomycin resistance gene via 

homologous recombination in ES cells (Fig. 1A). ES cells bearing one null Nmrk2 allele were 

injected in the inner cell mass of wild-type blastocysts to produce chimeric founders. 

Heterozygous Nmrk2 +/- mice were obtained among chimeric founders offspring and bred 

together. Breedings generated homozygous Nmrk2 -/- (KO) mice at the expected 25% 

Mendelian ratio at birth. No mortality or major macroscopic phenotype was observed during 

postnatal development and both Nmrk2-KO males and females were viable and fertile. We took 

advantage of the position of the LacZƌepoƌteƌ geŶe iŵŵediatelǇ doǁŶstƌeaŵ of the ϱ’-

untranslated region of the Nmrk2 gene coding sequence to analyze the expression pattern of 

the lacZ reporter that is expressed in replacement of the Nmrk2 mRNA. In 2 month-old Nmrk2 

+/- adult ŵiĐe, β-galactosidase activity resulting from lacZexpression was detected exclusively 

in the heart and skeletal muscles (Fig.1C, E, F, G). No activity was detected in brain, lungs and 

liver (Fig.1D and data not shown).LacZ expression was not detected at the early stages of 

embryonic development from 9.5 to 12.5 days post-coïtum (d.p.c.) and started in developing 

muscle masses only at the fetal stage (14.5 d.p.c.). Nmrk2 mRNA was quantified by real-time 

quantitative (RTq) PCR analysis in different tissues. Nmrk2 mRNA was detected exclusively in 

the heart and skeletal muscles as the lacZ reporter. This results show that murine Nmrk2 is a 

striated muscle-specific gene as reported previously for the human Nmrk2 gene under the 

name of MIBP
[16]

. The level of Nmrk2 mRNA was higher in the gastrocnemius and plantaris that 

are rich in rapid glycolytic fibers than in the soleus postural muscle, a slow oxidative muscle and 

cardiac muscle that is highly oxidative (Fig.1H). Strikingly, the level of NMRK2 protein was 

inversed compared to the mRNA level so that the protein was clearly detected in wild-type 

heart protein extract and was below detection limit in the liver as expected but also in the 

gastrocnemius muscle in the same blot(Fig.1I). Upon longer exposure, NMRK2 protein may be 

faintly detected in gastrocnemius though at the cost of non-specific band appearance in other 

http://jcb.rupress.org/content/139/1/129.long#F1
http://jcb.rupress.org/content/139/1/129.long#F1
http://jcb.rupress.org/content/139/1/129.long#F1
http://jcb.rupress.org/content/139/1/129.long#F1


parts of the gel (not shown). This observation suggests that either the translation of the Nmrk2 

mRNA is repressed in skeletal muscles or that the protein is less stable in this tissue than in the 

heart. In the mouse SRF-HKO model of dilated cardiomyopathy, NMRK2 protein was robustly 

induced in the failing heart but not in the gasctrocnemius. To determinethe cellular and 

subcellular localization of the NMRK2 kinase in the myocardium, immunofluorescent staining 

was performed for NMRK2 and for vinculin, a cytoskeletal linker present at the inner face of the 

sarcolemma membrane at intercalated disks and costameres. A partial overlap of these two 

proteins at the sarcolemma and intercalated disks of cardiomyocytes was observed in control 

hearts (Fig. 1J). When NMRK2 was highly increased in the SRF-HKO failing heart, in which 

cardiomyocytes are deformed and intercalated disks stretched and sinuous
[14]

, the NMRK2 

staining still overlapped with vinculin in these same regions though it also appeared to increase 

in the cytosol of the most affected cardiomyocytes (Fig. 1J,asterisk). Altogether, these 

observations suggested that the Nmrk2 gene function is to be exerted mainly in the heart. 

 

Cardiac dysfunction and altered NAD homeostasis in young adult mice lacking Nmrk2 

following two weeks of TAC 

To assess cardiac functions in the Nmrk2-KOmice, we performed echocardiography in adult 

mice at 2 months of age. We observed no differences in left ventricle ejection fraction (LVEF) 

and cardiac chamber dimensions in systole or diastole (Table 1A) at this age. Nmrk2 is also 

kŶoǁŶ uŶdeƌ the Ŷaŵe of MIBP, oƌ Itgďϭpϯ, as a ďiŶdiŶg pƌoteiŶ of iŶtegƌiŶ βϭ. IŶtegƌiŶβϭ oƌ its 

partners such as melusin (Itgb1bp2) play an important role in the transduction of biomechanical 

stress in the heart, especially in the context of hemodynamic loading leading to pressure-

overload hypertrophy
[23, 24]

. To assess the role of NMRK2 kinase in this context, we performed 

transverse aortic constriction (TAC) in Nmrk2-KO mice and compared the response to control 

mice subjected to the same procedure and followed the mice by echocardiography over a 

period of 8 weeks (Table 1A and 1B).We performed this experiment at 2 month of age when 

the response to TAC is maximal. There was no difference in mortality between the two groups 

of mice until 6 weeks. ANOVA statistics indicated a significant genotype effect of TAC on left 



ventricle ejection fraction (LVEF) and most cardiac remodeling parameters, notably the 

increase in LV mass index (LVMI) and LV posterior wall thickness (LVPWT) but not for the 

transient increase of the interventricular septum thickness (IVST) that occured at 2 weeks 

after TAC in both groups. The general trend over the survey period was that the decrease in 

LVEF and the dilatation and thinning of LV chamber was more pronounced in Nmrk2-KO mice. 

In order to compare the response of Nmrk2-KO and controls hearts to the TAC procedure at 

the cellular and molecular level, we selected the stage of 2 weeks post-TAC, when the 

controls develop concentric cardiac hypertrophy whereas the KO mice develop a more 

eccentric type of cardiac remodeling. Echocardiography analysis on this second series of mice 

reproduced the results obtained in the first series (Table 2). After sacrifice, the hearts were 

weighted and processed for histological examination as well as mRNA, protein and 

metabolites extraction. The heart weight/body weight ratio was increased in both groups 

subjected to TAC compared to controls and Nmrk2-KO mice subjected to sham surgery (Fig. 

2A). Immunostaining with anti-laŵiŶiŶ αϮ aŶtiďodǇ alloǁed deliŶeatiŶg ĐaƌdiaĐ fiďeƌs 

contours to perform histomorphometric analyses (Fig. 2B). The mean cross-sectional area 

(CSA) and diameter of cardiomyocytes (LV endomyocardium) was increased in WT and Nmrk2 

KO mice following TAC compared to baseline but did not differ between the two groups (Fig. 

2C, D). Frequency plot of cardiomyocytes CSA showed the decreased frequency of small to 

intermediate size cardiomyocytes and increased frequency of large cardiomyoctytes in 

control and Nmrk2-KO mice subjected to TAC (Chi2 p value = 5.13E-08 and 3.28E-05 for 

controls TAC versus baseline and Nmrk2-KO TAC versus baseline, respectively) but no 

difference between the two TAC groups (Fig. 2E). TAC procedure increased the expression of 

cardiac stress markers to a similar extent in control and Nmrk2-KO mice (Fig. 2F). TAC 

increased the level of Nmrk2 mRNA in control mice but decreased the expression of Nmrk1 

(Fig. 2G). TAC repressed Sirt1 expression level in both genotypes (Fig. 2H). Changes in Nampt 

and Sirt3 expression were not significant (Fig. 2G, H). Despite the modulations in Nmrk2 and 

Nmrk1 expression, myocardial NAD levels were unchanged in TAC compared to SHAM 

groups.TAC has been reported to recruit integrin and MAPK signaling
[24]

and Nmrk2 level has 

been linked to paxillin phosphorylation status in C2C12 skeletal myotubes
[17]

. TAC increased 



ERK1/2 phosphorylation, a target of MAPK signaling and decreased paxillinphosphotylation to 

a similar extent in both genotypes although there was already a trend of Nmrk2-KO mice to 

display lower paxillin phosphorylation level and higher ERK1/2 without TAC (Fig. 2J, K). 

Angiotensin-II delivered chronically at a rate of 3.0 mg/kg/day for 14 days was shown to 

induce a cardiac hypertrophy associated with a loss myocardial NAD in the mouse 
[25]

.We 

used the same protocol for Angiotensin-II administration to control and Nmrk2-KO mice to 

determine the contribution of NMRK2 to the effect of Angiotensin-II on NAD homeostasis, 

cardiac dysfunction and hypertrophy. Since we had seen no difference in cardiac function at 

baseline and after TAC at 2 months of age, we performed the experiment of angiotensin-II 

chronic delivery in slightly older 7 month-old mice give more time for a potential cardiac 

phenotype to develop in Nmrk2-KO mice. Echocardiography analysis showed that LV end-

diastolic diameter (LVEDD) increased and LV thickness to radius (h/r) ratio decreased at 

baseline in 6 month-old Nmrk2-KO mice compared to age-matched controls, together with a 

reduced LVEF and fractional shortening (FS) (Supplementary Fig. S1). Angiotensin-II 

decreased LVEF and FS in control mice but had no further impact on Nmrk2-KO mice though it 

increased LVMI and h/r ratio in both group as expected for an agonist triggering cardiac 

hypertrophy. We found that angiotensin-II trend to increase Nmrk2 expression level in 

control mice but decreased Nampt expression level in both groups (Supplementary Fig. S2A). 

Angiotensin-II also decreased Sirt1 but not Sirt3 levels in control hearts while Sirt1 was 

already depressed in Nmrk2-KO. Surprisingly, we found that in our hands angiotensin-II 

increased rather than decrease myocardial NAD levels in control hearts (Supplementary Fig. 

S2A). This increase was slightly less pronounced in Nmrk2-KO mice though it was still 

significant. On the other hand, angiotensin-II increased the expression level of cardiac stress 

markers like the BNP and the CTGF associated with cardiac fibrosis and decreased the 

expression of the NMRK2 binding partner integrin αϳ aŶd iŶtegƌiŶ sigŶaliŶg pƌoteiŶ ŵelusiŶ 

(Supplementary Fig. S3A). Finally angiotensin-II increased perivascular fibrosis in controls, 

which was already higher at baseline and not further increased by angiotensin-II in Nmrk2-KO 

hearts (Supplementary Fig. S3B). 

 



Nmrk2 mutants develop dilated cardiomyopathy with ageing 

The previous analyses suggested that young adult Nmrk2-KO mice (2 to 3 months-old) have a 

subclinical phenotype that mildly worsen cardiac functions but does not totally impairs the 

ability of the myocardium to respond to pressure overload while 7 month-old Nmrk2-KO mice 

present mild cardiac remodeling and dysfunction. To determine if the cardiac phenotype of 

Nrmk2-KO mice evolves during ageing, we assessed cardiac function in 12 Nmrk2-KO mice and 

8 wild-type control mice by serial echocardiography at 5, 8, 12 and 24 months. In the mutant 

group, two death events occurred before 8 months and 2 animals out of the remaining 10 mice 

died between 12 and 24 months. In the control group, 4 out of the 8 mice died between 12 and 

24 months. From 5 till 12 months, a progressive and significant decrease in left ventricle (LV) 

systolic functions was evidenced in mutant mice compared to controls (Fig.3A, B). LV chamber 

dilated (Fig. 3C, D) and interventricular septum became thinner during this period (Fig. 3E, F), 

resulting in a decreased LV thickness/radius (h/r) ratio indicative of a DCM phenotype (Fig. 3G). 

These results indicate that the lack of NMRK2 triggers a progressive remodeling of the cardiac 

chambers and compromises cardiac performance at intermediate stages in adulthood life. 

However, after the age of 12 months, the cardiac functions remained subnormal, yet above 

50% for the rest of the survey period until 24 months (Fig. 3A, B). In parallel, the process of LV 

chamber dilatation slowed down (Fig. 3C, D). During this second period of adulthood the LV 

walls seemed to regain thickness (Fig. 3E, F) in a process of age-associated hypertrophic 

remodeling that was also observed in the control mice during this period (Fig. 3H), raising the 

h/r ratio in the Nmrk2-KO mice (Fig. 2G). 

To summarize, adult Nmrk2-KO mice develop a moderate cardiac dysfunction associated with 

DCM phenotype during ageing though it does not evolve towards terminal heart failure in the 

absence of stress in sedentary conditions. 

 

 

 



Dysregulated gene expression in Nmrk2-KO mice during ageing 

We assessed the consequence of NMRK2 loss on the cardiac gene expression by quantitative 

RT-PCR at the ages of 6 and months in independent series of mice and in the ageing cohort 

sacrificed at 24 months after the last echocardiography (Fig. 4). The expression of genes 

involved in cardiac remodeling change with ageing in both. The main difference between the 

control and the Nmrk2-KO group was at the level of the βMHC mRNA encoding the cardiac, 

slow isoform of myosin heavy chain, which increased progressively in both controls and 

mutants during ageing, but was always higher in the mutant at all ages. The level of Serca2a, 

the gene encoding the sarcoplasmic reticulum calcium pump ATPase and SOD1, the superoxide 

dismutase decreased with age as expected. Genes involved in the regulation of energy 

ŵetaďolisŵ like the PPARγ ĐofaĐtoƌ ϭα ;PGCϭαͿ aŶd the tƌaŶspoƌt of gluĐose Glutϭ aŶd Glutϰ 

did not change significantly. 

 

Nmrk2 is required in aged mice to preserve cardiac NAD levels 

We observed a decrease in the expression of Nmrk2 with age in control mice. Levels of the 

mRNAs of the genes encoding Nmrk1 and Namptwere also reduced during aging and were 

moderately increased in the mutant at 12 and 24 months (Fig. 5A). The levels of Sirt1 and Sirt3 

decreased similarly in both groups with age (Fig. 5B). To determine the contribution of Nmrk2 

in maintaining cardiac total NAD levels (NADt = NAD
+
 + NADH), we measured the NAD 

concentration in metabolite extracts of control and Nmrk2-KOhearts at the ages of 4, 12 and 24 

months. The results show there wasclose to 50% NADt loss in the heart of Nmrk2-KO mice 

compared to controlsat 24 months (Fig. 5C). This loss in the global pool of NAD reflected a 

similartrend to lower NAD
+
 and NADH levels at 24 motnhs, though there was more individual 

variation in the respective percentage of oxidized and reduced NAD at this age compared to 4 

month-old mice and we cannot conclude on the redox state of the coenzyme (NAD
+
/NADH 

ratio). 

To test whether NMRK2 could be required at younger age to boost NAD
+
 synthesis in 

response to nicotinamideriboside (NR) administration, we provided NR in drinking water (2 



mg/ml, i.e. 400 mg/kg/day for a 30 g mouse) during 40 days to control and Nmrk2-KO mice (6 

to 9 months-old) and compared NAD levels in the liver expressing NMRK1 (NRK1 controls 

nicotinamide mononucleotide and nicotinamideriboside metabolism in mammalian cells
[26]

 and 

the heart expressing NMRK2. NR increased hepatic NAD
+
 and NADH levels, so total NADt level, 

by ~193% in the control group and ~174% in the mutants (Supplementary Fig. S4), confirming 

the efficiency of the NR-enriched diet. However, NR did not increase myocardial NAD levels in 

controls or Nmrk2-KO mice. 

 

Laminin disorganization and cardiac fibrosis in Nmrk2-KOmice 

Since the NMRK2 kinase is also known under the name of MIBP, which binds to the 

heteƌodiŵeƌ iŶtegƌiŶ αϳ/βϭ, a ƌeĐeptoƌ foƌ the laŵiŶiŶ pƌeseŶt iŶ stƌiated ŵusĐle Đells ďasal 

lamina, we assessed the expression of these genes and the localization of the corresponding 

pƌoteiŶs iŶ the ŵǇoĐaƌdiuŵ. The eǆpƌessioŶ leǀel of the ŵRNAs eŶĐodiŶg iŶtegƌiŶ αϳ, iŶtegƌiŶ 

βϭ aŶd ŵelusiŶ, ǁhiĐh like NMRKϮ ;MIBPͿ ďiŶds to the ĐǇtosoliĐ paƌt of iŶtegƌiŶ βϭ, aŶd laŵiŶiŶ 

αϮ deĐƌeased ǁith age iŶ ďoth gƌoups although theƌe ǁas a transient upregulation at 12 

months (Fig. 6A). Change in NMRK2 (MIBP) levels were reported to alter laminin deposition in 

C2C12 myotubes and zebrafish
[18]

. We examined, using immunostaining, the organization of 

laminin, on frozen heart sections from mutants and control mice. The anti-laminin antibody 

signal delineated a thin and sharply defined basal lamina surrounding the cardiomyocytes and 

capillaries in the control hearts (Fig. 6B, left). In theNmrk2-KO mice, the laminin signal was 

diffused and spread in a wider intercellular space at 12 month (Fig. 6B, right). This defect was 

already apparent at 4 months in the Nmrk2-KO hearts (supplementary data Fig. S5Ϳ. IŶtegƌiŶαϳ 

protein expression was maintained up to 12 month but then specifically decreased in the 

Nmrk2-KO hearts at 24 months (Fig. 6C, D). Integrin βϭ pƌoteiŶ Đould still ďe deteĐted at this 

age in the Nmrk2-KO hearts though it was reduced compared to controls. Red Sirius staining of 

collagen fibers evidenced the development of cardiac fibrosis in the Nmrk2-KO hearts at 12 

months compared to controls(Fig. 7A, B).Electron microscopy analysis of control and Nmrk2-KO 

heart sections showed thatNmrk2-KOcardiomyocytes present slightly thinner myofibrils than 



controls (Fig. 7C, D). Subsarcolemal and intermyofibrillar mitochondria were smaller and less 

aligned than in controls (Fig. 7C, D). The extracellular space separating cardiomyocytes in the 

Nmrk2 KO hearts was strongly enlarged compared to control heart section (Fig. 7E, F)and 

quantification in the inset and we observed the presence of large collagen fibers in the 

extracellular space that were not observed in the controls (Fig. 7G, H).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSSION 

This study was realized to understand the in vivo role of Nmrk2 (or Itgb1bp3 encoding MIBP 

protein), a striated muscle-specific gene with a potential dual role in NAD
+
 biosynthesis and 

integrin signaling that is strongly upregulated in the heart in various mouse models of DCM. The 

in vivo role of Nmrk2 in the mouse had not been formally addressed previously addressed by 

reverse genetics. Here, we showed that that the Nmrk2 gene is a striated muscle-specific gene 

whose protein product is predominantly found in cardiac tissue. Nmrk2-KO mice are viable but 

develop a slowly progressive cardiac dysfunction and DCM phenotype associated with 

alterations in laminin deposition in the extracellular matrix starting at 4 months and cardiac 

fibrosis starting at 9 months while the impacts of NMRK2 deficiency on the maintenance of 

NAD homeostasis is revealed in aged mice at 24 months.  

 

Role of Nmrk2 in NAD biosynthesis 

NMRK kinases phosphorylate NR to generate NMN, an immediate precursor of NAD
+
 in the 

pathway. We found that the lack of NMRK2 does not affect the steady-state level of NAD
+
 or 

NADH in the myocardium at baseline in young adults and that NR supplementation does not 

increase significantly myocardial NAD level in controls expressing NMRK2. Similarly, there was 

no reduction at baseline in tissue NAD levels in the mice knocked out for the more ubiquitously 

expressed gene Nmrk1, as measured in the liver, brown adipose tissue (BAT), kidney and 

skeletal muscles 
[26]

. However, these authors showed that NR supplementation does increase 

NAD levels in these tissues as we found in our own experiment in the liver. The increase in 

NAD
+
 levels in these tissues following NR treatment is only partially blunted in absence of 

NMRK1 
[26]

 The lack or extremely low level of NMRK2 in these non-muscular tissues and 

conversely the very low level of NMRK1 in the heart seems to limit the possibility of 

compensation of one enzyme by the other. Another, non exclusive hypothesis is that a part of 

the NR that is administrated systematically is converted to alternative NAD
+
 precursors such as 

NAM by the purine nucleoside phosphorylase and NAM is efficiently transformed into NMN 

precursor by the NAMPT enzyme, a major rate-limiting enzyme in mammals 
[27]

. Moreover the 



tryptophane-kynurenin pathway and the nicotinic acid pathway provide additional sources of 

NAD
+
 precursors

[28]
. Hence it is clear that NMRK enzymes are not essential for NAD 

maintenance in young healthy adults. However, we found, that the expression of Nmrk1, 

Nmrk2 and especially Nampt strongly decline with ageing in the heart at 24 months. This 

observation revealed the necessary contribution of NMRK2 kinase to the maintenance of NAD 

levels in the heart at 24 months that were reduced by 50%. This finding opens interesting 

perspectives for the future treatment of age-associated cardiac diseases as loss of NAD
+
-

dependant sirtuin activity has been involved in aging and diseases
[29]

. 

 

Role of NMRK2 in laminin deposition and integrin stabilization  

Overexpression of MIBP in skeletal myoblasts
[17]

and knock-out of Nrk2b gene in zebrafish 

embryo 
[18]

 have both been shown to impact on laminin deposition in the basal membrane of 

muscle cells. In this study, we found that an aberrant pattern of laminin organization in the 

extracellular matrix of the myocardium is one of the earliest defects that we can observe in the 

mouse Nmrk2-KO model, suggesting a conserved function for this gene through evolution. The 

eǆpƌessioŶ of laŵiŶiŶ αϮ ĐhaiŶ geŶe, ǁhiĐh is the predominant isoform in the basal membrane 

of cardiomyocytes, is developmentally regulated in both human and rodents. Its relative level 

increases rapidly after birth to follow normal cardiomyocyte growth and then decreases 

progressively to adulthood. During the development of cardiac hypertrophy and failure, the 

imbalance between the increased size of myocyte and the steady state or decreased level of 

laminin-αϮ ĐhaiŶ ŵight ĐoŶtƌiďute to the alteƌed saƌĐoleŵŵa pƌopeƌties iŶ the failiŶg heaƌt[30]
.A 

thickening of the laminin layer has been described in the rat heart in isoproterenol-induced 

cardiac failure, and during hypertrophy induced by myocardial infarction 
[31]

. We observed a 

similar defect in the laminin organization in the young Nmrk2-KO after TAC and during late 

postnatal maturation of the heart between 3 to 4 months when their heart start to dilate and 

systolic function decreases. Interestingly, mutations in the laminin-αϮ geŶe, ǁhiĐh aƌe 

essentially associated with a phenotype of muscular dystrophy 
[32]

 can also be associated with 

DCM phenotype in some patients
[33, 34]

. 



 

The nature of the molecular mechanism linking NMRK2 activity to laminin deposition remains 

elusive. In the case of the closely related MIBP protein, the selective impact of MIBP 

overexpression on laminin deposition but lack of effect on fibronectin was linked to its ability to 

ďiŶd to αϳβϭ iŶtegƌiŶ, a kŶoǁŶ ƌeĐeptoƌ foƌ laŵiŶiŶ, aŶd Ŷot to αϱβϭintegrin, a receptor for 

fibronectin 
[17]

. Interestingly muscular dystrophies similar to those observed in the case of 

laminin-αϮ ŵutatioŶs also arise from mutations affeĐtiŶg the αϳβϭ iŶtegƌiŶ fuƌtheƌ[17]
. This type 

of impact of an intracellular integrin binding protein on the organization of an extracellular 

protein may relate to the inside-out integrin activation signals, which, through conformational 

changes of the integrin transmembrane domains, increase their affinity for extracellular 

ligands
[35, 36]

. 

 

The link between NMRK2 kinase activity leading to NR conversion into NMN and integrin to 

laminin interaction is less obvious. However, it is noticeable that treatments with niacin 

cocktails or NAD
+
 ƌeduĐe ŵusĐle degeŶeƌatioŶ iŶ zeďƌafish ŵutaŶts foƌ iŶtegƌiŶ αϲ, αϳ oƌ 

dystroglycan receptors through a paxillin-dependent mechanism impacting on laminin 

deposition[18] Whether this beneficial impact of NR or NAD
+
 was linked to a global increase of 

NAD
+
 metabolism and signaling improving survival and adhesion of muscle cells or to a more 

direct NAD
+
-dependent posttranslational modification of membrane receptors that would be 

favored by presence of Nrk2b protein remains unknown. Interestingly, the NAD
+
-dependant 

ADP-ƌiďosǇlatioŶ of iŶtegƌiŶ αϳ ďǇ the ARTϭ eŶzǇŵe has ďeeŶ shoǁŶ to iŶĐƌease its affiŶitǇ to 

laminin
[4]

 (In the Nmrk2-KO mice, we show that paxillin phosphorylation levels are reduced at 

ďaseliŶe iŶ ǇouŶg ŵiĐe aŶd αϳ iŶtegƌiŶ pƌoteiŶ is deĐƌeased at a late stage iŶ adulthood ďut 

interestingly at the same time than the decrease in NAD
+
 levels. In conclusion, the link between 

NMRK2, αϳβϭ iŶtegƌiŶ aŶd laŵiŶiŶ is Ŷoǁ ĐleaƌlǇ estaďlished iŶ diffeƌeŶt ŵodels ďut fuƌtheƌ 

research is required to elucidate the underlying molecular mechanisms. Close links between 

integrins signaling and cell metabolism has been observed in cancer and the molecular 

mechanisms that relate to AMPK signaling and integrin post-translational glycosylation can 

probably be extended to other cell types in the future
[3]

. 



The characterization of therapeutic molecules capable of modulating the NAD biosynthetic 

pathway in a relation with integrin signaling offers new therapeutic perspectives for cardiac 

pathologies. 
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LEGENDS 

Figure 1. Nmrk2 gene is expressed in striated muscles.(A)Definitive null allele was obtained by 

replacement of all exons and introns of the Nmrk2 gene by an expression cassette including the 

lacZ reporter gene and a floxed neomycin resistance gene. The lacZ gene is under the control of 

Nmrk2 regulatory sequences. The lacZ reporter gene was visualized by histochemical reaction 

of its product, the β-galactosidase  in the embryo at 14.5 d.p.c. (B), the heart (C), the liver 

(negative) (D)and the skeletal muscles;plantaris(E), soleus(F) and gastrocnemius (G). (H)Nmrk2 

mRNA expression level in the heart and skeletal muscles of wild-type mice measured by qPCR 

and normalized on housekeeping genes expression level. Data are expressed as mean ± SEM. (I) 

NMRK2 protein levels analyzed by western blot in the heart, liver and gastrocnemius. (J) 

Confocal microscopy of cardiac sections stained with anti-vinculin antibody and anti-

NMRK2antibody in control mice and dilated heart from SRF-HKOmice.Bottom left white Bar = 

10 µm, arrowheads: intercalated disks (stretched in SRF-HKO), arrows: lateral sarcolemma, 

asterisks: cytosol filled with NMRK2. 

 

Figure 2. Nmrk2-KO mice develop cardiac hypertrophy in response to transverse aortic 

constriction. Wild type (Wt) and Nmrk2-KOmice were subjected to transverse aortic 

constriction (TAC) or sham surgery (control) and sacrificed 15 days later for histological and 

molecular analyses. (A) Heart weight body weight (HW/BW) ratio, **<0.01. (B) Cardiac 

sections stained with anti-laŵiŶiŶαϮ aŶtiďodǇ to deŵaƌĐate Đell ďouŶdaƌies, sĐale ďaƌƌs = ϮϬ 

µM. (C) Mean value forcardiomyocyte cross-sectional area and for (D) cross-sectional area 

MinFeret diameter. (E) Fequency, (F) Markers of cardiac stress and (G) Genes involved in NAD 

biosynthesis and signaling. (H) Total NAD content in the myocardium of Wt and Nmrk2-KO mice 

at baseline and 15 days after TAC.Wt SHAM: n=5; Wt TAC: n=3; KO Sham: n=4, KO TAC: n=5. 

Data are expressed as mean ± SEM. Student test was applied to calculate the P value. 

(I)Western blot analysis of phosphorylated Pax and total Pax shows a decrease in Pax 

phosphorylation following acute pressure overload.(J) Western blot analysis of 

phosphorylated ERK and total ERK shows an increase in ERK phosphorylation following acute 



pressure overload. n=5 for WtSham,n=3 for WtTAC, n=4 for KO Sham and n=5 for KO TAC. 

Data aƌe pƌeseŶted as ŵeaŶs ± SEM.StudeŶt test ǁas applied to ĐalĐulate p ǀalue.*p≤Ϭ.Ϭϱ, 

**p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

 

Figure 3.Cardiac dysfunction and left ventricle dilatation takes place with ageing in the 

Nmrk2-KO mice. Longitudinal echocardiography analysis of Wt and Nmrk2-KO mice at 5, 8, 12 

and 24 months.(A) Ejection fraction (EF), (B) fractional shortening (FS).(C) LV end-systolic 

diameter (LVESD) and (D) left ventricle end-diastolic diameter (LVEDD). (E) Left Ventricle 

Posterior Wall (diastole) and (F) septal thickness (diastole) (SIVd). (G) Left ventricular 

thickness/radius (h/r) and (H) left ventricle mass index (LVMI). (I) Cardiac output (CO) and (J) 

Heart rate (HR).Wt 5 months (N=8), KO 5 months (N=12); Wt 8 months (N=8), KO 8 months 

(N=10); Wt 12 months (N=8), KO 12 months (N=10); Wt 24 months (N=4), KO 24 months (N=8). 

Data are presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value *p≤Ϭ.Ϭϱ, 

**p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

 

Figure 4. Time course analysis of cardiac genes expression during ageing.Cardiac RNA was 

extracted at the age of 6, 12 and 24 months in control and mutant mice and analyzed by RT-

qPCR. The ratio of RNA levels of controls and mutants hearts is normalized on housekeeping 

genes expression level. GeŶes iŶǀolǀed iŶ ĐaƌdiaĐ stƌess aŶd heaƌt failuƌe: βMHC, SeƌĐaϮa, BNP, 

ANF and SOD1. Genes involved in glucose transport: Glut 1 and Glut 4.Data are presented as 

means ± SEM. Student test ǁas applied to ĐalĐulate p ǀalue *p≤Ϭ.Ϭϱ, **p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

 

Figure 5. Expression level of genes involved in NAD salvage pathway and quantification of 

NAD contents in the heart lysate of control and Nmrk2 KO mice. 

(A, B) RT-qPCRanalysis of cardiac RNA from control and Nmrk2-KO mice at the age of 6, 12 and 

24 months.(A) Genes involved in NAD salvage pathway (B) Genes involved in NAD signaling 



(C)MyocardialNADt (NAD
+
 + NADH) at indicated ages.(D) Liver and (E) myocardial NADt in wild 

type and Nmrk2-KO mice fed with control diet (CD) or nicotinamideriboside supplemented diet 

(NR). Data are presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value 

*p≤Ϭ.Ϭϱ, **p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

 

Figure 6. Membrane and extracellular matrix organization 

(A) RT-qPCR analysis of integrins and melusin mRNA s from control and Nmrk2-KO mice at the 

age of 6, 12 and 24 months.(B) Frozen heart sections from6 month-old control and mutant mice 

were incubated with an antibody directed against total laminin. Top panel, low magnification, 

bar = 50 µM. Bottom, high magnification, bar = 20 µM. Note how the laminin staining 

delineates a thin linear basal lamina in controls (arrowheads) whereas it spreads on a thicker 

disorganized area in the mutant(arrowheads). (C) Endomyocardium cross sections of 24 month-

old control and Nmrk2-KOmice stained with anti-iŶtegƌiŶ αϳaŶtiďodǇ.(D) LV posterior wall 

longitudinal sections of the same mice co-labelled with anti-iŶtegƌiŶ αϳ aŶd ǀiŶĐuliŶ foƌ 

intercalated disks. Note the thicker intercalated disks in the KO. Bar= 20 µm.(E)Western blot 

shoǁiŶgiŶtegƌiŶαϳ eǆpƌessioŶ iŶ the heaƌt of ĐoŶtƌol aŶd Nmrk2-KO mice at 4, 12, and 24 

months age. GAPDH was used as loading control. 

 

Figure 7.Histological analysis and ultrastructural analysis of cardiac muscle 

Frozen heart sections from controls (A) and mutant (B) were stained with Sirius red. Note the 

increase of collagen fibers in the region of the atrioventricular junction of the left ventricle in 

the mutant. Bar = 100 µm. (C,D) Sarcomere structure of cardiomyocytes. The control and 

mutant have well-aligned myofibrils at the z disks. Asterisks highlight the wide extracellular 

space separating cardiomyocytes in Nmrk2-KO heart sections. Arrows point to the thin basal 

lamina that run along the plasma membrane in controls (E, G) while the basal lamina is poorly 

defined in the Nmrk2-KO (F, H) and intermixed with amorphous extracellular matrix spreading 

away from the sarcolemma (brackets). Arrowhead in H points to large collagen bundles 



observed in Nmrk2-KO sections but not in controls.Quantification of the space between 

cardiomyocytes through ImageJ © fit-ellipse analysis plugin. Data are presented as means ± 

SEM. StudeŶt test ǁas applied to ĐalĐulate p ǀalue *p≤Ϭ.Ϭϱ. 

 

  



SUPPLEMENTARY DATA 

 

Figure S1. Echocardiographic analysis of Wt and Nmrk2-KO mice at the age of 7 months at 

baseline and 15 days after Angiotensin II treatment. (A) Ejection Fraction (EF), (B) Fractionnal 

shortening (FS), (C) Left ventricle end diastolic diameter (LVEDD), (D) Left ventricle wall 

thickness/radius (h/r) and (E) left ventricle mass index/body weight (LVMI/BW). Data are 

presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value versus controls at 

ďaseliŶe *p≤Ϭ.Ϭϱ, **p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ 

Figure S2. Regulation of genes related to NAD metabolism and signaling and NAD 

homeostasis in response to angiotensin-II treatment. (A) RT-qPCR analysis of cardiac genes. 

Data are normalized on housekeeping genes expression level. (B) Total NAD content in the 

myocardium of Wt and Nmrk2-KO mice at baseline and 15 days after AngII treatment. Data are 

presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value versus controls at 

ďaseliŶe *p≤Ϭ.Ϭϱ, **p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

Figure S3. Regulation of genes related to fibrosis and integrin signaling in response to 

angiotensin-II treatment. (A) RT-qPCR analysis of cardiac genes. Data are normalized on 

housekeeping genes expression level. (B) Frozen heart sections were stained with Sirius Red. 

Perivascular fibrosis is observed in control mice treated with angiotensine-II and at base line as 

well as after treatment in Nmrk2-KO mice. Data are presented as means ± SEM. Student test 

ǁas applied to ĐalĐulate p ǀalue ǀeƌsus Wt at ďaseliŶe *p≤Ϭ.Ϭϱ, **p≤Ϭ.Ϭϭ, ***p≤Ϭ.ϬϬϭ. 

 

Figure S4. NAD
+
 and NADH contents in the liver and heart lysates of control and Nmrk2-KO 

mice 

Wild type and Nmrk2-KO mice were fed with control diet (CD) or nicotinamideriboside 

supplemented diet (NR) for 45 days. (A, B) NAD
+
 and NADH contents in the liver (C, D) NAD

+
 

and NADH contents in the heart. Data are presented as means ± SEM. Student test was applied 

to ĐalĐulate p ǀalue *p≤Ϭ.Ϭϱ ďetǁeeŶ CD aŶd NR tƌeatŵeŶt. 

 



Figure Sϱ. LaŵiŶiŶ αϮ staiŶiŶg iŶ the heart of ϰ ŵoŶths old coŶtrol and Nmrk2-KO mice 

Frozen cross heart sections from 4 months-old control (A) and mutant (B) mice were incubated 

ǁith aŶ aŶtiďodǇ diƌeĐted agaiŶst the αϮ isofoƌŵ of laŵiŶiŶ. FƌozeŶ loŶgitudiŶal seĐtioŶs from 4 

months-old control (C) and mutant (D) mice were incubated with an antibody directed against 

the αϮ isofoƌŵ of laŵiŶiŶ. Note that laŵiŶiŶ αϮ staiŶiŶg is less shaƌp aŶd spƌead oŶ a thiĐkeƌ 

area in the mutant (arrowheads) than in the control heart where it delineates finely the basal 

lamina. Bottom right scale bar =40µm. 

 

Figure Sϲ. IŶtegriŶ βϭ iŵŵuŶostaiŶiŶg 

Endomyocardiumcross sections of 24 month-old control and Nmrk2-KOmice stained with anti-

iŶtegƌiŶ βϭ aŶtiďodǇ ;ƌed staiŶiŶgͿ aŶd ǀiŶĐuliŶ foƌ iŶteƌĐalated disks ;iŶ gƌeeŶͿ. Scale bar = 50 

µM. 
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Abstract	1	

Background—	Myocardial	metabolic	impairment	is	a	major	feature	in	chronic	heart	failure	2	

(HF).	The	major	drugs	used	in	the	clinic	to	treat	HF	do	not	directly	address	this	problem.	As	3	

a	major	 coenzyme	 in	 fuel	 oxidation	 and	 oxidative	 phosphorylation	metabolism	 and	 a	 co-4	

substrate	molecule	for	enzymes	signaling	energy	stress	and	oxidative	stress	response	(e.g.	5	

SIRT1,	PARP1),	NAD+	 is	emerging	as	a	metabolic	 target	 in	a	number	of	diseases	 including	6	

HF.	However,	little	is	known	on	mechanisms	regulating	homeostasis	of	NAD+	in	the	failing	7	

heart	and	the	interest	of	stimulating	NAD+	biosynthetic	pathways	for	HF	therapy.	8	

Methods—	 To	 explore	 possible	 alterations	 of	 NAD+	 homeostasis	 in	 the	 failing	 heart,	 we	9	

quantified	 the	 myocardial	 levels	 of	 NAD+	 and	 the	 expression	 of	 NAD+	 signaling	 and	10	

biosynthetic	 enzymes	 in	 the	 heart	 of	 a	 mouse	 model	 of	 dilated	 cardiomyopathy	 and	 in	11	

human	failing	heart	and	studied	the	impact	of	NAD+	precursor	supplementation	on	cardiac	12	

functions.	13	

Results—	We	observed	a	30%	 loss	 in	 levels	of	NAD+	in	 the	murine	 failing	heart	 that	was	14	

accompanied	by	a	shift	in	the	expression	level	of	enzymes	involved	in	NAD+	synthesis.	The	15	

expression	 of	 the	 NAMPT	 enzyme	 that	 recycles	 the	 nicotinamide	 (NAM)	 precursor	 is	16	

depressed	whereas	the	NMRK2	kinase	that	phosphorylates	the	nicotinamide	riboside	(NR)	17	

precursor	is	strongly	increased.	This	shift	was	also	observed	in	human	failing	heart	biopsies	18	

compared	to	non-failing	controls.	We	show	that	the	Nmrk2	gene	is	an	AMPK	and	PPARalpha	19	

responsive	 gene	 that	 is	 activated	 by	 energy	 stress	 and	 NAD+	 depletion	 and	 that	 NR	20	

efficiently	contributes	to	NAD+	synthesis	in	isolated	neonate	and	adult	rat	cardiomyocytes.	21	

Accordingly,	NR	supplementation	 in	 food	stabilizes	myocardial	NAD+	 levels	 in	 the	murine	22	

failing	 heart	 while	 raising	 the	 levels	 of	 methyl-NAM	 and	 N1-Methyl-4-pyridone-5-23	

carboxamide,	which	are	terminal	products	of	NAD+	metabolism	inducing	NRF2	antioxidant	24	

responses.	 NR	 supplementation	 also	 preserves	 citrate	 synthase	 activity	 and	 raises	 the	25	

acetylation	level	of	FoxO1	transcription	factor.	26	

Conclusions—	The	data	show	that	nicotinamide	riboside	could	be	useful	for	treatment	of	27	

HF	 notably	 in	 the	 context	 of	 dilated	 cardiomyopathy,	 a	 disease	 with	 few	 therapeutic	28	

options.	 	29	
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INTRODUCTION	1	

Advanced	 congestive	 heart	 failure	 (HF)	 is	 a	 leading	 cause	 of	 death	 worldwide.	 Despite	2	

progress	 in	 therapeutic	 advances	 in	HF,	mortality	 remains	 high,	 creating	 a	 need	 for	 new	3	

evidence-based	and	cost-effective	treatments.	Failure	of	cardiomyocytes	bioenergetics	is	a	4	

key	 issue	 in	 HF	 that	 is	 still	 poorly	 addressed	 in	 current	 clinical	 therapeutics	 despite	5	

intensive	research	in	this	field	1-3.	We	decided	to	focus	our	attention	on	the	pathways	that	6	

regulate	 the	 nicotinamide	 adenine	 dinucleotide	 (NAD+)	 homeostasis	 in	 the	 failing	 heart	7	

which	emerges	as	a	new	avenue	for	the	development	of	metabolic	therapy	of	HF	4-7.	NAD+	is	8	

the	major	hydride	 transfer	coenzyme	 in	 fuel	oxidation	and	mitochondrial	ATP	generation	9	

and	 the	 precursor	 for	 NADPH,	 which	 is	 required	 for	 anabolic	 pathways	 and	 ROS	10	

detoxification	6,	8,	9.	In	addition,	NAD+	is	an	essential	substrate	of	enzymes	including	sirtuins	11	

and	poly(ADPribose)	polymerases	(PARPs),	which	are	important	in	responding	to	stresses	12	

and	altered	nutritional	status	9-10.	Sirtuins	perform	NAD+-dependent	deacylation	of	protein	13	

Lys	 residues	 modified	 by	 Ac-coA	 derived	 acyl	 groups	 11.	 Sirtuins	 regulate	 nuclear	 gene	14	

expression	as	well	as	mitochondrial	enzymes	activities	and	can	play	a	protective	role	in	the	15	

heart	 12,	 though	 chronic	 over-activation	 may	 be	 deleterious	 13,	 14.	 PARP1	 is	 activated	 in	16	

response	to	ROS-induced	DNA	lesions,	and	was	reported	to	deplete	myocardial	NAD+	stores	17	

in	HF	15.	In	situations	of	physiological	equilibrium,	biosynthetic	pathways	relying	on	dietary	18	

sources	of	tryptophan	(TRP)	and	NAD+	precursor	vitamins	counterbalance	the	consumption	19	

of	 NAD+	 by	 the	 Sirtuins	 and	 PARPs	 enzymes.	 However,	 dietary	 precursors	 may	 become	20	

insufficient	 to	 maintain	 the	 NAD+	 metabolome	 in	 pathological	 conditions,	 thereby	21	

necessitating	supplementation	at	levels	of	precursors	8,	16,	17.	22	

The	 homeostasis	 of	 NAD+	 and	 regulation	 of	 NAD+	 biosynthetic	 enzymes	 have	 not	 been	23	

studied	in	dilated	cardiomyopathy	(DCM),	which	leads	to	severe	forms	of	HF	and	represents	24	

the	leading	cause	of	heart	transplant	18.	We	previously	generated	a	powerful	model	of	non-25	

ischemic	 DCM	 in	 mice	 triggered	 by	 cardiac-specific	 inducible	 inactivation	 of	 Serum	26	

Response	Factor	(SRFHKO	model)	19-21.	SRF	is	a	major	transcriptional	regulator	of	genes	and	27	

microRNAs	involved	in	contractility	as	well	as	in	energy	flux	and	calcium	handling	20,	21.	SRF	28	

pathway	is	altered	in	human	failing	heart	22-26	and	in	animal	models	of	DCM	27,	28.	The	heart	29	

of	SRFHKO	mutant	mice	display	an	early	down-regulation	of	myofibrillar	CK	activity,	which	is	30	
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followed	by	repression	of	enzymes	of	the	fatty	acid	β-oxidation	(FAO)	and	loss	of	ATP,	thus	1	

recapitulating	 the	 transitional	 steps	 toward	 energy	 failure	 and	 cardiac	 structural	2	

remodeling	in	HF	29.	3	

Here	we	show	that	NAD+	homeostasis	is	altered	at	an	early	stage	in	the	heart	of	SRFHKO	mice	4	

with	striking	induction	of	the	nicotinamide	riboside	kinase	2	pathway	for	NAD+	synthesis.	5	

Nmrk2	gene	is	one	of	two	mammalian	paralogs	of	the	yeast	NRK1	gene	that	was	discovered	6	

as	an	eukaryotic	route	to	NAD+	from	nicotinamide	riboside	(NR)	30.	Given	the	activity	of	NR	7	

in	 promoting	 sirtuin	 activity	 and	 replicative	 lifespan	 in	 invertebrate	 systems	 31,	 32	 and	8	

restoring	metabolic	balance	in	a	variety	of	vertebrate	disease	models	 17,	33-37,	we	aimed	to	9	

test	whether	 NR	might	 treat	 HF	 in	 SRFHKO	mice.	 Here	we	 show	 that	 NR	 greatly	 protects	10	

cardiac	 functions	 by	 virtue	 of	 improved	 citrate	 and	 Ac-coA	 metabolism	 and	 antioxidant	11	

gene	expression.	Because	NR	is	orally	available	in	people38,	our	data	suggest	clinical	testing	12	

of	NR	in	human	HF.	13	

	14	

RESULTS	15	

The	nicotinamide	riboside	kinase	2	pathway	is	activated	in	the	failing	heart	of	SRFHKO	16	

mice	17	

To	assess	whether	pathways	related	to	NAD	metabolism	were	altered	in	the	SRFHKO	hearts,	18	

we	 analyzed	 transcriptomic	 data	 generated	 from	 cardiac	 mRNA	 at	 day	 8	 (D8,	 early	19	

asymptomatic	stage)	and	D25	(onset	of	DCM)	after	SRF	inactivation,	or	after	administration	20	

of	 phenylephrin	 (PE),	 an	 alpha-adrenergic	 agonist	 triggering	 cardiac	 hypertrophy	 as	21	

described	previously	20.	Transcriptome	analyses	revealed	that	the	Nmrk2	gene	was	induced	22	

at	an	early	stage	in	the	SRFHKO	heart	and	rose	continuously	during	the	establishment	of	HF	23	

up	to	57-fold	in	PE-treated	SRFHKO	hearts	(Figure	1A	and	supp.	Table	S1).	The	transcript	24	

for	 the	 ectoenzyme	 NT5E	 (CD73)	 that	 hydrolyzes	 extracellular	 NAD+	 and	 nicotinamide	25	

mononucleotide	(NMN)	to	NR,	 the	substrate	of	NMRK2	kinase	 39	also	 increased	 in	SRFHKO	26	

hearts	 (Supp.	 Table	 S1).	 At	 the	 opposite,	 the	 transcripts	 encoding	 NAMPT	 the	 enzyme	27	

converting	NAM	to	NMN,	and	PNP,	which	converts	NR	to	NAM	31,	40,	were	depressed	upon	28	

PE	treatment	in	SRFHKO	hearts	(Supp.	Table	S1).	Expression	of	other	genes	involved	in	the	29	
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Tryptophan	 and	 nicotinic	 acid	 (niacin)	 pathways	 for	 NAD+	 synthesis	 were	 not	 altered	1	

(Figure	1A	and	supp.	Table	S1).		2	

Modulation	of	Nmrk2	and	Nampt	gene	expression	were	corroborated	by	RT-qPCR	analysis	3	

in	 a	 different	 series	 of	mice	 (Figure	 1B,	 C).	Western	 blot	 analysis	 confirmed	 the	 robust	4	

induction	 of	 NMRK2	 protein	 in	 the	 SRFHKO	 hearts	 and	 repression	 of	 NAMPT	 (Figure	 1D,	5	

right).	 We	 analyzed	 NMRK2	 and	 NAMPT	 protein	 levels	 in	 left	 ventricles	 from	 human	6	

controls	and	HF	patients.	We	observed	a	similar	shift	in	the	failing	hearts	toward	decreased	7	

NAMPT	 expression	 and	 increased	 NMRK2	 compared	 to	 controls	 (Figure	 1D).	8	

Immunofluorescent	 analysis	 of	 NMRK2	 protein	 localization	 on	 mouse	 heart	 sections	9	

showed	a	 low	signal	 in	 the	cytoplasm	and	at	proximity	of	 cardiomyocytes	 sarcolemma	 in	10	

controls	that	was	strongly	enhanced	in	SRFHKO	cardiomyocytes	at	D45	(Figure	1E).	11	

Because	NMRK2	is	involved	in	NAD+	biosynthesis,	we	examined	the	possibility	that	Nmrk2	12	

gene	induction	in	the	SRFHKO	heart	may	be	a	signature	of	altered	NAD+	homeostasis.	There	13	

was	a	30%	loss	of	NAD	representing	the	sum	of	free	NAD+	and	NADH	extracted	in	buffered	14	

ethanol	 solution	 and	 quantified	 by	 a	 colorimetric	 NAD+	 cycling	 assay	 (Figure	 1F,	 see	15	

supplementary	material	and	method	section	for	details).	The	gene	expression	pattern	(Nt5e	16	

and	Nmrk2	 up	with	Pnp	 and	Nampt	 down)	 suggested	 that	 cardiac	 tissue	 is	 attempting	 to	17	

mobilize	 and	 utilize	 NR	 as	 an	 NAD+	 precursor	 while	 not	 increasing	 NAM	 availability	 or	18	

usage.	 We	 tested	 this	 hypothesis	 by	 intraperitoneal	 administration	 of	 NR	 and	 NAM	 to	19	

SRFHKO	 mice	 from	 D8	 to	 D15.	 Consistent	 with	 this	 hypothesis,	 myocardial	 NAD	 (NAD+	 +	20	

NADH)	levels	were	preserved	by	NR	but	not	by	NAM	(Figure	1F).	Srf	and	Nmrk2	expression	21	

levels	were	not	changed	by	these	treatments	(Figure	1G,	H).	Because	NR	is	orally	available	22	
34,	38,	we	performed	a	second	experiment	 in	which	we	 fed	mice	an	NR-supplemented	diet	23	

for	2	weeks.	We	confirmed	 in	 this	 independent	 series	 that	NAD	 levels	are	 reduced	 in	 the	24	

SRFHKO	hearts	compared	to	controls	and	are	rescued	by	NR	administration	(Figure	1I).	25	

	26	

NR	preserves	cardiac	functions	in	the	SRFHKO	heart	27	

Because	NR	protects	myocardial	NAD,	we	hypothesized	 that	NR	 supplementation	 in	 food	28	

might	 be	 beneficial	 for	 cardiac	 functions	 in	 the	 context	 of	 DCM-associated	 HF.	 We	 fed	29	
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control	and	mutant	SRFHKO	mice	with	standard	chow	diet	(CD)	or	NR-enriched	diet	(0.22%)	1	

to	reach	a	dose	of	400	mg	of	NR/Kg	of	body	weight/day.	The	protocol	was	maintained	from	2	

day	 5	 to	 50	 after	 the	 induction	 of	 the	 disease,	 a	 period	 in	 which	 untreated	 SRFHKO	 mice	3	

develop	DCM	and	HF	 19,	29.	NR	enriched-diet	 induced	a	modest	4	 to	5%	 increase	 in	body	4	

weight	 in	 controls	 and	 SRFHKO	 mice	 (Figure	 2A).	 Cardiac	 parameters	 were	 analyzed	 by	5	

echocardiography	between	D45	and	D47	when	SRFHKO	mice	develop	HF	(Figure	2B-O).	NR	6	

did	not	 induce	any	change	 in	heart	rate	and	LV	mass	 index	(Figure	2B,C).	SRFHKO	mutant	7	

mice	fed	the	standard	diet	displayed	a	severe	decrease	 in	LV	ejection	fraction	(LVEF)	and	8	

fractional	shortening	(FS)	(Figure	2D,E).	The	NR	diet	clearly	protected	against	the	decline	9	

of	LVEF	in	SRFHKO	mutant	mice.	LVEF	was	maintained	at	64.8%	±	8.2	(S.D)	versus	48.1	%	±	10	

7.4	in	the	non-treated	SRFHKO	mice	(p	=	4.3	x	10-5)	though	it	was	still	below	the	LVEF	value	11	

of	73.5%	±	7.5	in	control	mice	(p=3.8	x	10-2).	The	NR	enriched-diet	fully	protected	SRFHKO	12	

mice	against	the	dilatation	the	LV	in	systole	and	diastole	(Figure	2F-I).	NR	also	protected	13	

against	the	thinning	of	the	LV	posterior	wall	while	having	little	impact	on	interventricular	14	

septum	 thickness	 (Figure	 2J-M).	 These	 positive	 effects	 of	 NR	 enriched-diet	 on	 LV	15	

remodeling	were	manifest	by	 the	preservation	of	 the	H/R	 ratio	 that	normally	declines	 in	16	

SRFHKO	 mice	 with	 the	 development	 of	 the	 DCM	 (Figure	 2N).	 Changes	 in	 stroke	 volume	17	

(Figure	2O)	or	cardiac	output	(not	shown)	were	not	significant.	18	

	19	

NR-enriched	diet	protects	the	cardiac	NAD+	metabolome	in	HF	20	

The	impact	of	an	NR-enriched	diet	on	the	cardiac	NAD+	metabolome	including	salvageable	21	

precursors	and	catabolites	of	NAD+	consuming	pathways	 is	not	known	(Figure	 3A).	Mice	22	

fed	 with	 or	 without	 NR	 were	 sacrificed	 3	 days	 after	 the	 echocardiography	 at	 D50.	23	

Myocardial	NAD	(NAD+	+	NADH)	was	decreased	in	the	SRFHKO	mice	at	D50	(Figure	3B)	as	at	24	

earlier	stages	(Figure	1F,	I).	The	NR-supplemented	diet	protected	against	the	drop	in	NAD	25	

in	SRFHKO	hearts.	Myocardial	NAD+	and	NADH	varied	in	the	same	direction	in	all	conditions	26	

leaving	 the	 NAD+/NADH	 ratio	 unchanged	 (Supp.	 Figure	 S1).	 Liquid	 chromatography	27	

coupled	to	mass	spectrometry	(LCMS)	allowed	us	to	provide	the	levels	of	nearly	the	full	set	28	

of	 NAD+	metabolites	 on	 a	 common	 scale	with	 NAD+	 17,	 41	 (Figure	 3C-L).	 Strikingly,	 with	29	

lower	levels	of	NAD+	(Figure	3C),	the	SRFHKO	mice	heart	did	not	have	higher	levels	of	ADPR	30	
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or	NAM	(Figure	3D,	E),	which	would	have	indicated	higher	levels	of	PARP	or	other	NAD+	1	

consuming	activities.	Levels	of	NADP+	and	NMN	showed	a	similar	pattern	as	NAD+	(Figure	2	

3F,	 G).	 Changes	 in	 unrelated	 metabolites	 such	 as	 inosine	 and	 IMP	 were	 not	 significant	3	

(Figure	3K,	L).	4	

The	 NR	 diet	 increased	 the	 cardiac	 levels	 of	 nicotinic	 acid	 adenine	 dinucleotide	5	

(NAAD)(Figure	3H),	a	highly	sensitive	biomarker	of	increased	NAD+	metabolism	38.	NR	also	6	

increased	 Methyl-NAM	 (MeNAM)	 derived	 from	 NAM	 methylation	 by	 the	 NNMT	 enzyme	7	

(Figure	3I,	J).	MeNAM	oxidation	by	AOX1	generates	N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamide	8	

(Me4PY)	 and	 releases	 hydrogen	 peroxide	 (H202)	 (Figure	 3A).	 In	 the	 nematode,	 this	 life-9	

protective	pathway	has	been	linked	to	activation	of	the	cytoprotective	NRF2	transcription	10	

factor	 that	 upregulates	 expression	 of	 antioxidant	 enzymes	 42.	 The	 NR	 diet	 increased	 the	11	

expression	level	of	the	Nfel2	gene	encoding	NRF2	as	well	as	its	target	genes	metallothionein	12	

2	 (Mt2)	 and	 NADPH	 oxidase	 4	 (Nox4)	 in	 the	 heart	 of	 SRFHKO	 mice	 (Figure	 3M-O).	 The	13	

expression	 level	 of	 the	 glucose-6-phosphate	 dehydrogenase	 G6pdx	 initiating	 the	 pentose	14	

phosphate	pathway,	which	is	critical	for	NADPH	production,	was	increased	at	baseline	and	15	

after	 NR-enriched	 diet	 in	 SRFHKO	 mice	 (Figure	 3P).	 These	 results	 show	 that	 the	 NAD+	16	

metabolome	 is	 depressed	 in	 the	 heart	 of	 SRFHKO	 mice	 and	 that,	 consistent	 with	17	

transcriptional	induction	of	Nmrk2,	this	defect	can	be	corrected	by	NR,	which	also	activates	18	

transcriptional	pathways	linked	to	oxidative	stress	signaling.	19	

	20	

NR	enriched	diet	does	not	result	in	global	cardiac	protein	deacetylation	21	

The	absolute	levels	of	NAM	and	ADPR	in	this	HF	model	are	low	and	show	little	changes	with	22	

NR	supplementation	(Figure	3D,	E),	suggesting	that	the	NR-driven	boost	in	NAD+	synthesis	23	

is	not	necessarily	translated	into	a	higher	level	of	NAD+	consumption	by	sirtuins	and	PARPs.	24	

We	 performed	 anti-AcLys	 (acetylated	 Lysine	 residue)	 and	 anti-PAR	 (poly-ADPribose)	25	

western	blot	analyses	on	cardiac	proteins	from	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	the	CD	or	26	

NR-enriched	diet.	Just	as	levels	of	ADPR	were	not	modulated	by	SRFHKO	or	NR,	neither	were	27	

levels	of	PAR	(Supp.	Figure	S2A).	There	was	a	mild	increase	in	the	acetylation	level	of	some	28	

cardiac	proteins	 in	the	NR-fed	SRFHKO	hearts	(Supp.	Figure	 S2B).	The	acetylation	state	of	29	

nucleocytosolic	proteins	is	controlled	by	a	balance	of	acetylation,	which	always	requires	Ac-30	
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coA,	and	deacetylation,	which	requires	NAD+	when	catalyzed	by	sirtuins.	Using	an	antibody	1	

specific	to	the	acetylated	form	of	FOXO1	43,	we	observed	an	increase	in	the	acetylation	level	2	

of	this	protein	in	the	heart	in	response	to	NR	in	controls	as	in	SRFHKO	mice	(Figure	3Q,	R).	3	

These	 data	 suggest	 that	 the	 bioenergetic	 improvement	 in	 NR-supplemented	 hearts	 may	4	

result	 in	greater	production	of	cytosolic	Ac-coA	and	consequent	 increased	nucleocytosolic	5	

proteins	acetylation.	6	

	7	

NR	improves	metabolism	of	citrate	in	HF	8	

NR	has	 been	 shown	 to	 enhance	mitochondrial	 oxidative	metabolism	 in	 liver	 and	 skeletal	9	

muscle	 tissues	 in	 response	 to	 high	 fat	 diet	 34.	 HF	 might	 plausibly	 depress	 total	10	

mitochondrial	biogenesis,	 thereby	reducing	production	of	phosphocreatine,	ATP	and	ROS-11	

detoxifying	metabolites.	Second,	the	electron	transfer	chain	(ETC)	might	be	damaged	in	HF,	12	

degrading	 production	 of	 high-energy	 phosphates.	 Third,	 expression	 and/or	 activity	 of	13	

particular	enzymes	might	be	depressed	by	HF	and	restored	by	NR.	14	

We	 found	 that	 several	 regulators	 involved	 in	 mitochondrial	 biogenesis	 and	 oxidative	15	

metabolism	such	as	Ppargc1a,	Ppargc1b	and	Tfam	were	repressed	in	SRFHKO	hearts	(Supp.	16	

Figure	S3A).	Genes	involved	in	lipid	metabolism	were	also	repressed	in	the	SRFHKO	hearts	17	

(Supp.	Figure	 S3B).	 Simultaneously,	 the	expression	of	 the	glucose	 transporter	Glut1	was	18	

increased	 and	 expression	 of	 the	 inhibitory	 pyruvate	 dehydrogenase	 kinase	 Pdk2	 was	19	

decreased	 (Supp.	Figure	 S3C).	 These	 changes,	which	 suggest	 a	 switch	 from	 fatty	 acid	 to	20	

glucose	driven	energetic	metabolism,	were	not	altered	by	the	NR-enriched	diet.	There	was	a	21	

trend	toward	a	reduced	ratio	of	mitochondrial	to	genomic	DNA	in	the	SRFHKO	LV,	which	was	22	

not	changed	by	NR	(Figure	3S).		23	

The	NADH-dependent	Complex	I	activity	and	Cox	activity	was	not	changed	by	the	NR	diet	24	

(Figure	3T,U).	We	measured	maximal	O2	consumption	rate	in	LV	permeabilized	fibers.	The	25	

NADH-dependent	complex	I	(malate/pyruvate	+	glutamate)	and	FADH2-dependent	complex	26	

II	(succinate)	maximal	respiration	rates	showed	no	alteration	at	this	stage	(Day	50)	in	the	27	

SRFHKO	hearts	and	no	change	after	NR	administration	(Supp.	Figure	S3D).	Apparent	Km	for	28	

ADP,	 mitochondrial	 creatine	 kinase	 coupling	 and	 ADP	 acceptor	 control	 ratio	 were	 not	29	
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changed	(Supp.	Figure	S3E-G).	These	data	indicate	that	HF	does	not	disable	production	of	1	

reduced	 cofactors	 or	 function	 of	 the	 mitochondrial	 ETC	 in	 permeabilized	 cardiac	 fiber	2	

preparations.	3	

We	noted	that	NR-treatment	resulted	in	a	net	increase	in	acetylation	of	FOXO1	(Figure	3Q,	4	

R).	We	 therefore	hypothesized	 that	HF	might	alter	 the	availability	of	 cytosolic	Ac-coA	via	5	

depression	of	mitochondrial	citrate	synthase	and/or	conversion	of	citrate	to	Ac-coA	via	the	6	

cytosolic	enzyme,	ATP-citrate	lyase.	Strikingly,	citrate	synthase	activity	was	reduced	to	65%	7	

of	control	 levels	in	the	SRFHKO	 left	ventricular	myocardium	at	D50	(Figure	3V).	Strikingly,	8	

NR	 administration	 protected	 against	 the	 decline	 of	 citrate	 synthase	 activity	 in	 the	 failing	9	

heart.		10	

	11	

Nmrk2	is	 induced	by	 inhibition	of	alternative	NAD+	biosynthetic	pathways	 in	cultured	12	

cardiomyocytes	13	

Little	is	known	on	the	contribution	of	NMRK2	to	NAD+	homeostasis	in	cardiomyocytes.	To	14	

assess	the	impact	of	NMRK2	on	NAD+	biosynthesis	relative	to	the	other	pathways,	we	used	15	

chemical	inhibitors	to	target	the	alternative	pathways	in	neonate	rat	cardiomyocytes	(NRC).	16	

The	 glutamine	 analog	 azaserin	 (AZA)	 inhibits	 glutamine-dependent	 NAD	 synthase	17	

NADSYN1	44,	45,	which	catalyzes	the	last	step	of	NAD+	synthesis	from	TRP	and	NA	(Figure	18	

1A).	FK866	is	a	specific	inhibitor	of	Nampt	46.		19	

AZA	 had	 a	 slowly	 repressive	 effect	 on	 NAD+	 and	 NADH	 pools	 that	 resulted	 in	 a	 50%	20	

reduction	 with	 respect	 to	 non-treated	 cells	 at	 72	 h	 with	 unchanged	 NAD+/NADH	 ratio		21	

(Figure	 4A-C).	 AZA	 triggered	 a	 progressive	 increase	 in	 Nmrk2	 expression	 reaching	 a	22	

plateau	of	~10-fold	induction	at	48-72	h	(Figure	4D).	FK866	treatment	led	to	a	rapid	and	23	

severe	 loss	of	 intracellular	NAD+	but	not	NADH	(Figure	4A-C).	Despite	 this	severe	 loss	of	24	

NAD+,	NRC	could	be	maintained	up	to	72h	in	continuous	layer.	Nmrk2	expression	started	to	25	

increase	at	48	h	and	strongly	rose	to	70-fold	at	72	h	(Figure	4D).	Combined	AZA	and	FK866	26	

treatment	did	not	accelerate	the	loss	of	NAD+	nor	increased	Nmrk2	expression	with	respect	27	

to	 FK866	 alone	 (Figure	 4A-D).	 We	 observed	 no	 changes	 in	Nmrk1	 expression	 levels	 in	28	

these	conditions	(not	shown).	29	
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To	test	whether	NR	could	preserve	NAD+	levels	in	the	presence	of	FK866,	we	added	1	mM	1	

NR	or	250	µM	NAD+	at	the	same	time	as	10	µM	FK866.	NR	slightly	 increased	the	baseline	2	

level	 of	 intracellular	 NAD+	 in	 non-treated	 NRC	 while	 exogenous	 NAD+	 had	 no	 impact	3	

(Figure	4E).	Both	compound	trend	to	increase	NAD+/NADH	ratio	(Figure	4F-G).	Exogenous	4	

NR	 fully	 protected	 NAD+	 levels	 in	 NRC	 following	 NAMPT	 inhibition	 by	 FK866	 while	 the	5	

protection	 by	 exogenous	NAD+	was	 partial	 (Figure	 4E),	 though	 both	 treatments	 blocked	6	

transcriptional	 induction	 of	Nmrk2	 (Figure	 4E).	 At	 least	 100	 µM	 of	 NR	was	 required	 to	7	

rescue	 the	 NAD+	 loss	 induced	 by	 10	 µM	 FK866	 (Figure	 4I).	 Finally,	 to	 assess	 the	8	

functionality	of	NMRK2	in	cardiomyocytes	in	absence	of	a	stress	like	the	FK866	treatment,	9	

we	 infected	 NRC	 with	 a	 recombinant	 adenovirus	 expressing	 a	 HA-tagged	 Nmrk2	 cDNA	10	

(Figure	4J).	Overexpression	of	NMRK2	did	not	modulate	the	NAD+	levels	in	NRC	unless	NR	11	

was	added	to	the	DMEM	medium,	which	contains	only	NAM	precursor.	In	presence	of	NR,	12	

Nmrk2	overexpression	robustly	increased	the	NAD+	level	by	a	factor	of	6	in	NRC.	NR	alone	13	

slightly	 increased	 the	 NAD+	 level	 in	 control	 NRC	 infected	with	Ad-GFP	 (Figure	 4J)	 as	 in	14	

previous	experiments	(panel	E),	showing	that	the	NMRK1	and/or	NMRK2	pathway	is	active	15	

at	baseline	 in	NRC.	 Interestingly,	 in	 isolated	primary	cultures	of	adult	 rat	 cardiomyocytes	16	

(ARC),	we	found	that	NR	increased	intracellular	NAD	close	to	3	fold	showing	that	the	NMRK	17	

pathway	 is	 even	more	active	 in	ARC	 than	 in	NRC	 (Figure	 4K).	 FK866	 treatment	 reduced	18	

NAD	levels	by	a	factor	2	in	ARC	while	AZA	had	no	impact	(Figure	4K).	These	results	show	19	

that	 the	 NMRK2	 pathway	 is	 induced	 when	 the	 other	 NAD+	 biosynthetic	 pathways	 are	20	

inhibited	in	vitro	and	is	efficient	to	increase	NAD+	synthesis	in	cardiomyocytes.	21	

	22	

SRF	is	not	a	repressor	of	Nmrk2	23	

Because	Nmrk2	expression	is	activated	in	vivo	upon	Srf	gene	inactivation,	we	addressed	the	24	

role	of	 the	SRF	transcription	 factor	 in	FK866-mediated	 induction	of	Nmrk2.	We	 identified	25	

an	SRF	binding	site	with	9/10	bp	match	to	the	consensus	CC(A/T)6GG	(CArG)	sequence	in	a	26	

conserved	600	bp	region	between	the	murine	and	human	genes	(Figure	5A).	We	cloned	the	27	

upstream	region	and	5’UTR	of	the	murine	Nmrk2	gene	(-581/+61)	into	a	luciferase	reporter	28	

vector	and	introduced	mutations	to	transform	the	CArG-like	sequence	to	a	motif	matching	29	

the	consensus	sequence	(5’-CC)	or	a	motif	unable	to	bind	SRF	(5’-GG)	(Figure	5A).	FK866	30	
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increased	 the	expression	of	 the	WT	construct	8-fold	while	a	 consensus	CArG	reduced	 the	1	

extent	of	activation	(Figure	5B).	The	5’-GG	mutation	reduced	baseline	expression	by	75%	2	

and	abolished	the	response	 to	FK866.	Extending	 the	 length	of	 the	upstream	region	to	 the	3	

full	 intergenic	 sequence	 upstream	 of	Nmrk2,	 conferred	 a	much	 higher	 level	 of	 luciferase	4	

expression,	especially	in	response	to	FK866	(Figure	5C).	SiRNA-mediated	inhibition	of	Srf	5	

reduced,	but	did	not	abolish,	the	induction	of	endogenous	Nmrk2	by	FK866	in	NRCs	(Figure	6	

5D-E).	 These	 data	 show	 that	 SRF	 is	 a	 component	 of	Nmrk2	 expression	 but	 not	 a	 simple	7	

repressor.		8	

	9	

The	Nmrk2	gene	is	induced	by	the	AMPK-PPARα	axis	10	

In	 terms	 of	 the	 requirement	 for	 ATP,	 PRPP	 and	 other	 energy	 inputs,	 the	 NR	 to	 NAD+	11	

pathway	is	the	least	expensive	way	for	a	cell	to	make	NAD+	47.	We	hypothesized	that	Nmrk2	12	

might	be	activated	by	pathways	related	to	energy	failure,	a	key	step	in	the	pathogenesis	of	13	

HF.	 In	 agreement	 with	 this	 hypothesis,	 the	 level	 of	 phosphorylated	 AMPKα,	 the	 energy	14	

stress	 sensing	 AMP-activated	 kinase,	 and	 its	 target	 Ac-CoA	 Carboxylase	 (ACC)	 was	15	

increased	 at	 an	 early	 stage	 when	 Nmrk2	 induction	 begins	 in	 the	 heart	 of	 SRFHKO	 mice	16	

(Figure	 6A-B).	 5-Aminoimidazole-4-carboxamide	 ribonucleotide	 (AICAR)	 treatment	17	

stimulated	 AMPK	 phosphorylation	 in	 NRC	 and	 increased	 NMRK2	 protein	 level	 in	 NRC	18	

(Figure	 6C).	The	energetic	 stress	 induced	by	glucose-deprivation	 for	24	h	also	 increased	19	

the	NMRK2	protein.	20	

AICAR	 treatment	 did	 not	modulate	 NAD+/NADH	 but	 robustly	 induced	Nmrk2	 expression	21	

(Figure	6D-G).	To	assess	whether	the	effect	of	AICAR	took	place	at	the	level	of	the	Nmrk2	22	

promoter,	we	transfected	Nmrk2-luciferase	constructs	 into	NRC	and	treated	the	cells	with	23	

AICAR.	 The	 full-length	 p3009-Luc	 reporter	 was	 highly	 responsive	 to	 AICAR	 treatment	24	

(Figure	 6H-I).	 Co-transfection	 of	 a	 plasmid	 overexpressing	 a	 dominant	 negative	 (DN)	25	

isoform	of	AMPK	48	efficiently	blunted	the	induction	of	the	p3009-Luc	construct	by	AICAR	26	

(Figure	6I).	27	

Analysis	 of	 the	 5’	 regulatory	 sequences	 of	 Nmrk2	 revealed	 enrichment	 in	 putative	28	

peroxisome	 proliferator-activated	 receptor	 (PPAR)	 binding	 sites	 (Figure	 6J).	 Promoter	29	
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deletion	 analysis	 showed	 that	 luciferase	 activity	 was	 maximal	 with	 the	 3009	 bp-long	1	

fragment	 (Figure	 6J).	Deletion	of	 500	bp	 at	 5’	 reduced	 the	 activity	 by	60%.	Deleting	 the	2	

region	 from	 -2552	 to	 -1028	 had	 no	 impact	 but	 sequential	 deletions	 from	 -1028	 to	 -228	3	

further	reduced	luciferase	activity.	By	comparison,	the	activity	of	the	Nmrk2	promoter	was	4	

very	 low	 in	 cardiac	 fibroblasts	 (Figure	 6K).	To	assess	 the	 role	of	PPAR	 factors	 in	Nmrk2	5	

gene	 regulation,	 we	 co-transfected	 NRC	 with	 the	 p3009-Luc	 reporter	 and	 expression	6	

vectors	 for	 the	 various	PPAR	 factors	 and	 the	 retinoid	X	 receptor.	Among	 the	 three	PPAR	7	

factors,	only	PPARα	increased	the	activity	of	the	Nmrk2	promoter	in	presence	of	its	agonist	8	

GW7647	(Figure	6L).	The	PPARα	antagonist	G6471	repressed	the	Nmrk2	promoter	(Figure	9	

6L)	and	blunted	the	activating	effect	of	AICAR	(Figure	6M).	Neither	the	PPARβ	antagonist	10	

GSK3787	nor	the	PPARγ	antagonist	G9662	had	any	effect	on	Nmrk2	promoter	induction	by	11	

AICAR.	 These	 results	 establish	 that	 Nmrk2	 is	 an	 AMPK-PPARα	 responsive	 gene	 that	 is	12	

induced	by	energy	stress	in	cardiac	cells.	13	

	14	

DISCUSSION	15	

We	report	that	depressed	NAD+	homeostasis	and	activation	of	Nmrk2	kinase	are	early	and	16	

persistent	events	in	a	mouse	model	of	DCM	leading	to	heart	failure	and	that	administration	17	

of	NR,	the	substrate	of	Nmrk2	and	most	energetically	 favorable	NAD+	precursor,	prevents	18	

deterioration	of	cardiac	functions	and	adverse	remodeling.		19	

Altered	 NAD+	 homeostasis	 and	 dysregulation	 of	 NAD+	 biosynthetic	 and	 NAD+	 consuming	20	

enzymes	 has	 been	 reported	 in	 several	 models	 of	 HF	 including	 pressure	 overload,	21	

myocardial	 infarction	 and	 angiotensin	 2	 infusion	 in	 recent	 years	 7,	 13,	 49.	 In	 this	 context,	22	

much	attention	has	 focused	on	the	NAMPT	enzyme	that	 is	repressed	 in	several	models	of	23	

cardiac	injuries	49.	On	the	other	hand,	we	found	a	robust	upregulation	of	Nmrk2	expression	24	

in	the	heart	of	SRFHKO	mice.	Interestingly,	we	observed	a	similar	shift	in	human	failing	heart	25	

with	repressed	NAMPT	and	increase	NMRK2	protein	levels	compared	to	control	hearts.	In	26	

SRFHKO	heart,	 transcriptomic	analysis	showed	that	the	Nmrk2	upregulation	was	paralleled	27	

by	an	 increase	 in	 the	expression	of	NT5E	 that	would	promote	conversion	of	extracellular	28	

NAD+	and	NMN	to	NR,	and	a	decline	in	the	expression	of	PNP,	which	would	convert	NR	into	29	

NAM	 31,	39,	40.	 This	 suggests	 that	 the	myocardium	 attempts	 to	 shift	 completely	 to	 an	NR-30	
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driven	 pathway	 for	 NAD+	 synthesis	 in	 the	 context	 of	 DCM.	 Interrogation	 of	 the	 Gene	1	

Expression	 Omnibus	 (GEO)	 database	 reveals	 that	Nmrk2	 is	 induced	 in	 several	models	 of	2	

cardiomyopathy	 related	 to	 lamin-A	 mutation	 (GEO	 dataset	 GDS2746)	 50,	 isocitrate	3	

dehydrogenase	 2	 mutations	 (GDS4893)	 51,	 cardiac-specific	 PPAR	 coactivator	 1-alpha	4	

(PGC1α)	 deletion	 (GDS4776)	 52	 or	 transferrin	 receptor	 Tfr1	 deficiency	 (GDS4776)	 53.	5	

Considering	 the	 relative	heterogeneity	 of	molecular	 functions	 encoded	by	 all	 these	 genes	6	

including	Srf,	we	propose	that	the	activation	of	the	NMRK2	pathway	represents	a	common	7	

adaptive	mechanism	in	the	 failing	heart	 to	sustain	NAD+	synthesis.	Nmrk1	 is	expressed	at	8	

low	level	 in	 the	heart	and	was	not	modulated	 in	any	of	 these	models.	Our	data	show	that	9	

Nmrk2	gene	can	be	activated	in	response	to	NAMPT	inhibition	and	activation	of	the	energy	10	

stress	sensor	AMPK	and	PPARα	pathways.	AMPK	was	activated	early	in	HF.	In	addition	to	11	

its	 well-known	 roles	 in	 stimulating	 fuel	 oxidation	 to	 restore	 ATP	 levels	 54,	 AMPK	12	

stimulation	 induces	Nmrk2	 expression.	 We	 note	 that	 NMN	 synthesis	 from	 NR	 by	 NMRK	13	

enzymes	requires	a	single	ATP	while	synthesis	from	NAM	by	NAMPT	requires	more	than	4	14	

ATP	 equivalents:	 one	 for	 the	 autophosphorylation	 of	 the	 enzyme,	 and	 three	 (plus	 a	15	

carbohydrate)	 in	 formation	 of	 PRPP.	 Hence,	 the	 shift	 from	 NAMPT	 to	 NMRK2	 for	 NAD+	16	

synthesis	is	an	energy-sparing	mechanism	that	may	be	favored	in	HF.	17	

Although	 the	 NMRK2	 pathway	 is	 activated	 in	 the	 failing	 heart	 of	 SRFHKO	 mice,	 the	18	

myocardial	 NAD+	 level	 is	 depressed,	 which	 suggests	 that	 circulating	 and	 tissue	 levels	 of	19	

NAD+,	NAM,	NMN	and	NR	are	 insufficient	 to	 sustain	 cardiac	NAD+	 synthesis	 in	mice	on	 a	20	

regular	 rodent	 chow	 diet,	 stimulating	 an	 interest	 in	 NR	 supplementation	 to	 correct	 this	21	

defect.	A	few	studies	have	shown	that	short-term	NAD+	supplementation	via	osmotic	pump	22	

delivery	 (14	 days)	 7	 or	 NMN	 supplementation	 55,	 56	 can	 normalize	 alterations	 in	23	

NAD+/NADH	ratio	in	the	failing	heart.	Notably,	cells	do	not	take	up	NMN	intact	and,	instead,	24	

NMN	 is	 extracellularly	 dephophorylated	 to	 NR,	 such	 that	 its	 cellular	 conversion	 to	 NAD+	25	

depends	on	the	NR	kinase	pathway	57.	26	

	In	 a	 recent	 study,	NR	was	 administrated	 to	mouse	neonates	 deficient	 for	 the	 transferrin	27	

receptor,	prolonging	their	survival	from	D10	to	D15	53.	Other	studies	reported	a	beneficial	28	

impact	 of	 long-term	NR	 supplementation	 in	mouse	models	 of	mitochondrial	myopathies,	29	

skeletal	muscle	aging,	high-fat	diet	induced	obesity	and	diabetes	17,	34-37,	58,	59.		30	
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We	discovered	a	strongly	beneficial	effect	of	NR	in	the	SRFHKO	model	of	HF	in	preservation	1	

of	 cardiac	 functions	 and	 limitation	 of	 cardiac	 remodeling	 that	 was	 associated	 with	2	

maintenance	 of	 NAD+	 levels	 in	 the	 heart.	 Experiments	 were	 conducted	 to	 probe	 the	3	

molecular	nature	of	cardiomyocyte	dysfunction	in	HF	that	is	corrected	by	NR	and	to	probe	4	

the	 basis	 for	 Nmrk2	 induction	 in	 this	 model.	 The	most	 striking	 NR-reversible	 deficit	 we	5	

found	 in	 HF	was	 depression	 of	 citrate	 synthase	 activity.	Nmrk2	 induction	was	 shown	 to	6	

correlate	with	NAD+	decline	and	depend	on	the	AMPK-PPARα	axis.	7	

Increasing	the	steady	state	level	of	NAD+	can	be	expected	to	increase	activity	of	sirtuins	31-8	
33,	35.	In	addition,	in	the	overfed	mouse	liver,	the	sum	of	NADP+	and	NADPH	was	depressed	9	

and	 was	 brought	 back	 to	 normal	 by	 NR	 supplementation,	 suggesting	 that	 restoration	 of	10	

defense	against	ROS	may	mediate	some	of	the	protective	effects	of	NR	in	obesity	and	type	2	11	

diabetes	 17.	 Here	 we	 used	 NAD+	 metabolomics	 and	 expression	 analysis	 to	 discover	 the	12	

reason	for	depressed	NAD+	levels	in	HF.	There	was	no	evidence	for	increased	levels	of	PAR,	13	

ADPR,	 Nam	 or	 PARylated	 proteins,	 which	 would	 indicate	 a	 storm	 of	 NAD+	 consuming	14	

activities	 in	HF.	 Instead,	a	progressive	 loss	of	Nampt	 expression,	coupled	with	 the	known	15	

depression	 of	 ATP	 and	 high-energy	 phosphates,	 is	 postulated	 to	 make	 it	 challenging	 for	16	

damaged	hearts	to	maintain	NAD+	homeostasis.	17	

Many	 regulatory	 processes	 from	 gene	 expression	 to	 enzyme	 activity	 are	 controlled	 by	18	

reversible	protein	Lys	acetylation.	In	the	nucleus	as	in	the	mitochondria,	though	there	are	a	19	

variety	 of	 acetylases	 and	 deacetylases	 that	 are	 NAD+-dependent	 and	 NAD+-independent,	20	

production	of	citrate	in	mitochondria	and	its	conversion	to	cytosolic	Ac-coA	is	required	to	21	

drive	 changes	 in	 substrate	 fuel	 selection	2	 and	protein	acetylation	 level	 11,	60.	NR	robustly	22	

increased	 the	 acetylation	 level	 of	 FOXO1	 in	 SRFHKO	 hearts	 as	 well	 as	 in	 control	 hearts,	23	

suggesting	a	tight	link	between	NR-derived	NAD+	synthesis	and	Ac-coA	availability	for	post-24	

translational	acetylation	of	cellular	proteins.	This	apparently	overrides	the	ability	of	SIRT1	25	

to	deacetylate	 the	FOXO1	nuclear	 factor.	Though	SIRT1	 is	often	perceived	as	a	protective	26	

pathway	in	the	organism	throughout	lifespan,	chronic	activation	of	SIRT1	has	been	shown	27	

to	be	detrimental	 to	cardiac	 functions	 in	 the	context	of	HF	14.	Noticeably	SIRT1-mediated	28	

deacetylation	 of	 FOXO1	 increases	 the	 autophagic	 process	 in	 the	 heart	 in	 condition	 of	29	

starvation	43.	Strong	enhancement	of	autophagy	may	not	be	favorable	in	chronic	HF	such	as	30	



 D
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in	 the	 SRFHKO	 model	 where	 SRF	 depletion	 already	 leads	 to	 low	 synthesis	 of	 sarcomeric	1	

proteins.	 FOXO1	 inactivation	 protects	 against	 the	 development	 of	 chronic	 HF	 such	 as	2	

diabetic	cardiomyopathy	61.	Acetylation	of	FOXO1	is	considered	as	an	OFF	signal	for	FOXO1,	3	

diminishing	 its	 binding	 affinity	 to	 DNA.	 Hence,	 it	 is	 conceivable	 that	 NR-induced	4	

hyperacetylation	 of	 FOXO1	 contributes	 to	 the	 beneficial	 effects	 of	 NR	 in	 the	 context	 of	5	

chronic	HF.		6	

Finally,	 we	 observed	 that	 NR	 led	 to	 heightened	 production	 of	 Me4PY,	 a	 terminal	 NAM	7	

metabolite	associated	with	local	production	of	H2O2.	This	pathway	was	shown	to	promote	8	

life	 extension	 in	 the	 C.	 elegans	 through	 a	 hormetic	 response	 to	 a	 moderate	 rise	 in	 ROS,	9	

which	activates	 the	cytoprotective	NRF-2	 transcription	 factor	 involved	 in	oxidative	stress	10	

response	 42.	 In	 the	 SRFHKO	 heart,	 NR	 was	 shown	 to	 result	 in	 Me4PY	 simultaneous	 with	11	

induction	of	NRF-2	and	cytoprotective	target	genes.		12	

In	 conclusion,	 our	 work	 shows	 that	 oral	 NR	 supplementation	 is	 a	 powerful	 approach	 to	13	

preserve	 cardiac	 functions	 and	 limit	 remodeling	 in	 DCM,	 a	 devastating	 disease	 currently	14	

lacking	 effective	 therapies.	 Further	 work	 will	 be	 required	 to	 determine	 the	15	

pharmacokinetics	 and	 pharmacodynamics	 of	 therapeutic	 NR	 administration	 in	 animal	16	

models	and	people	suffering	HF	to	enable	safe	and	effective	human	translation.	17	

	18	

	 	19	
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EXPERIMENTAL	PROCEDURES		1	

Patients.	2	

Left	 ventricular	 myocardium	 was	 obtained	 from	 terminally	 failing	 human	 hearts	 of	 4	3	

patients	 (mean	 age	 54	 years	 ±	 7,	 S.D.)	 at	 the	 time	 of	 transplantation	 at	 the	 “Hôpitaux	4	

Universitaires	de	Strasbourg”	 	(HUS)	as	previously	published	with	approval	of	HUS	ethics	5	

committee	 62.	 Patients’	 characteristics	 are	 detailed	 in	 Table	 S2.	 Human	 cardiac	 tissue	6	

control	 samples	 (LV,	 mean	 age	 51	 years	 ±	 4.5,	 S.D)	 were	 obtained	 from	 general	 organ	7	

donors	whose	non-diseased	hearts	were	explanted	to	obtain	pulmonary	and	aortic	valves.	8	

The	investigations	conformed	to	the	principles	of	the	Declaration	of	Helsinki.	Experimental	9	

protocols	 and	 were	 approved	 by	 the	 Ethical	 Review	 Board	 of	 the	 Medical	 Center	 of	 the	10	

University	of	Szeged	and	by	the	Scientific	and	Research	Ethical	Committee	of	the	Medical	11	

Scientific	Board	at	the	Hungarian	Ministry	of	Health	(ETT-TUKEB;	No.	51-57/1997	OEj	and	12	

4991-0/2010-1018EKU).	13	

Transgenic	mice.	All	experiments	with	animals	conformed	to	the	Directive	2010/63/EU	of	14	

the	European	Parliament	 and	were	 approved	by	 the	 ethics	 committee	Charles	Darvin	#5	15	

(agreement	 00369.01).	 SRFHKO	 mice	 bear	 the	 tamoxifen-inducible	 α-MHC-MerCreMer	16	

transgene	 and	 the	 Srf	 floxed	 allele	 (Sf/Sf)	 as	 described	 previously	 19.	 Tamoxifen	 (Sigma	17	

T5648)	was	administrated	by	i.p.		injection	at	a	dose	of	0.7	mg	diluted	in	100	µl	peanut	oil	at	18	

D0,	D1	and	D2	to	SRFHKO	mice	and	Sf/Sf	littermates	used	as	controls.	19	

Phenylephrine	administration.	20	

The	 series	 of	 mice	 treated	 with	 PE,	 80	 mg/kg/day	 for	 15	 days	 with	 Alzet	 osmotic	21	

micropumps	and	the	 impact	of	 the	 treatment	on	cardiac	parameters	have	been	published	22	

previously	20.		23	

NAM	and	NR	 i.p.	 administration.	Mice	were	injected	daily	at	a	dose	of	1	µmole/	g	body	24	

weight	with	300	mM	NAM	or	NR	solution	in	saline.	25	

NR	supplementation	in	diet	26	

SRFHKO	 and	 control	 (Sf/Sf)	 mice	 were	 administered	 either	 A04	 rodent	 maintenance	 diet	27	

(Scientific	 Animal	 Food	 Engineering,	 Paris,	 France)	 supplemented	 with	 NR	 chloride	28	



 D
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provided	by	Chromadex	(Irvine	CA.	USA).	The	soft	pellets	were	prepared	every	5	days	by	1	

mixing	1.65	g	of	NR	 into	500	g	of	powdered	SAFE	A04	diet	and	235	ml	of	water	 to	reach	2	

2.24	mg	of	NR	/	g	(wet	weight).	Control	diet	was	prepared	 in	 the	same	way	omitting	NR.	3	

Mice	had	ad	libitum	access	to	food	and	water.	Mice	(average	body	weight	31.3	±	0.82	g,	no	4	

difference	 between	 groups)	 consumed	 an	 average	 of	 6	 g	 of	 soft	 food	 per	 day,	 reaching	 a	5	

minimal	daily	intake	of	450	mg	NR/kg.	No	difference	in	food	intake	was	observed	between	6	

SRFHKO	and	control	mice.	7	

	8	

SUPPLEMENTAL	INFORMATION	9	
Supplemental	 Information	 includes	 Supplemental	 Methods,	 3	 supplemental	 figures,	 and	10	
two	supplemental	tables.	11	
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	5	

LEGENDS	6	
	7	

Figure	1.	Activation	of	the	Nmrk2	enzyme	in	dilated	cardiomyopathy		8	
	(A)	Biosynthetic	NAD+	pathways	in	mammalian	cells.	NA	(Nicotinic	acid),	NAM,	NR	and	Trp	9	
enter	 cells	 through	 specialized	 transport	 systems.	 	 Extracellular	 NAD+	 and	 NMN	 are	10	
hydrolyzed	to	NR	by	the	ectonucleotidase	CD73.	In	the	de	novo	pathway,	Trp	is	converted	to	11	
kynurenin	(KYN)	by	IDO	and	TDO	enzymes,	and	then	into	quinolic	acid	(QA)	in	4	steps	(not	12	
detailed).	 QA,	 NA	 and	 NAM	 are	 phosphoribosylated	 by	 QPRT,	 NAPRT1,	 and	 NAMPT	13	
enzymes,	respectively,	to	form	mononucleotides	NAMN	and	NMN.	NR	is	phosphorylated	by	14	
NMRK	 enzymes	 to	 form	 NMN.	 NR	 can	 be	 converted	 to	 NAM	 by	 PNP.	 NAMN	 and	 NMN	15	
adenylated	by	the	NMNAT	enzymes	to	 form	the	dinucleotides	NAAD+	and	NAD+.	NAAD+	is	16	
amidated	by	NADSYN1.	Genes	increased	in	SRFHKO	heart	are	highlighted	in	green	and	those	17	
repressed	in	red	(see	accompanying	Table	S1).	Inhibitors	are	shown	in	blue.	18	

(B,	 C)	RT	qPCR	analysis	of	Nmrk2	and	Nampt	mRNA	fold	change	(FC)	 in	SRFHKO	hearts	at	19	
different	days	(D)	after	SRF	inactivation.	20	

(D)	 Western	 blot	 analysis	 of	 NMRK2	 and	 NAMPT	 protein	 in	 control	 and	 failing	 human	21	
hearts	and	control	and	SRFHKO	mouse	hearts	at	D45.	GAPDH	is	used	as	loading	control.	All	22	
human	 and	 mouse	 samples	 were	 analyzed	 on	 single	 blot	 but	 2	 lanes	 separating	 	 that	23	
showed	 signs	 of	 protein	 degradation	 and	 aberrant	migration	pattern	were	 cut	 out	 of	 the	24	
picture		25	

(E)	Control	and	SRFHKO	mutant	heart	sections	stained	for	NMRK2	(red)	and	vinculin	(green)	26	
at	D45.	White	bar	in	upper	left	panel	=	20	µm.	27	

(F-H)	NAM	or	NR	(30	µmole)	were	injected	i.p.	from	D8	to	15	(400	mg/kg/day)	to	control	28	
and	 SRFHKO	 mice.	 Vehicle:	 saline	 solution.	 (F)	 Myocardial	 NAD+	 levels.	 (G,	 H)	 RT	 qPCR	29	
analysis	of	Nmrk2	and	Nampt	mRNA	levels.	30	

(I)	 Myocardial	 NAD	 levels	 in	 control	 and	 SRFHKO	mice	 fed	 regular	 chow	 diet	 (CD)	 or	 NR	31	
enriched	diet	(0.22%.	400-450	mg/kg/day)	from	D5	to	20.	32	
Throughout	the	figure,	except	for	F	and	I,	data	are	expressed	as	mean	FC	±	SEM	over	control	33	
group.	 Asterisks	 indicate	 statistical	 significant	 difference	 versus	 the	 control	 group:	 *,	 p	 ≤	34	
0.05	;	**,	p≤	0.01	;	***,	p≤	0.001.	35	

	36	

Figure	 2.	 NR	 supplementation	 in	 diet	 prevents	 the	 onset	 of	 heart	 failure	 and	37	
dilatation.	38	

(A)	CD	or	NR	supplemented	diet	(0.22	%)	was	given	ad	libitum	to	control	and	SRFHKO	mice	39	
from	D5	after	SRF	 inactivation	 to	 the	end	of	 the	experiment.	Body	weight	was	monitored	40	
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throughout	the	period.	Data	are	expressed	as	mean	%	weight	variation	±	SEM,	compared	to	1	
weight	at	D5.	#,	##,	p≤	0.05	and	0.01,	respectively,		versus	groups	of	the	same	genotype	fed	2	
the	CD.	3	
(B-O)	 Cardiac	 parameters	 of	 control	 and	 SRFHKO	 mutant	 were	 analyzed	 in	 M-Mode	4	
echocardiography	between	D45	to	D47.	(B)	Heart	rate;	 (C)	Left	ventricle	(LV)	mass	index;	5	
(D)	LV	ejection	fraction;	(E)	Fractional	shortening;	(F,	G)	LV	end-systolic	diameter	(D)	and	6	
volume	(G);	(H,	 I)	LV	end-diastolic	diameter	(H)	and	volume	(I);	(J,	K);	LV	posterior	wall	7	
thickness	in	systole	(J)	and	diastole	(K);	(L,	M)	Interventricular	septum	thickness	in	systole	8	
(L)	 and	 diastole	 (M);	 (N)	 H/R:	 LV	 thickness	 (H)	 to	 radius	 (R)	 ratio;	 (O)	 Stroke	 volume.	9	
Dimensions	 were	 normalized	 by	 the	 body	 weight.	 *,	 **,	 ***:	 p	 ≤	 0.05,	 0.01	 and	 0.001,	10	
respectively	vs	 control	 CD	 group.	 #:	 p≤	 0.05;	 ###,	 p≤	 0.001,	 in	 comparisons	 between	 NR	11	
versus	CD	groups	of	the	same	genotype.	12	

	13	
Figure	3.	Impact	of	NR	treatment	on	cardiac	NAD+	metabolome	14	

(A)	NR	to	NAD+	pathway	and	NAD+	catabolism	are	depicted.	NAD+	is	cleaved	into	NAM	and	15	
ADP-ribose	 by	 NAD+	 consuming	 enzymes	 and	 NAM	 is	 either	 recycled	 by	 NAMPT	 or	16	
methylated	and	oxidized	giving	rise	to	degradation	products	Me-NAM	and	Me-4PY.	17	

(B)	Myocardial	NAD	was	quantified	by	colorimetric	NAD+	cycling	assay	at	day	50	in	controls	18	
(N=6),	Controls	+	NR	(N=5),	SRFHKO	(N=6),	SRFHKO	+	NR	(N=6).	Data	are	expressed	as	means	19	
±	SEM.	2-way	independent	ANOVA	statistics:	¶¶,	p≤	0.01	for	the	genotype	effect,	§§,	p≤	0.01	20	
for	the	NR	effect,	no	interaction.	21	
(C-L)	 Myocardial	 metabolites	 were	 analyzed	 by	 LCMS-based	 metabolomics.	 See	22	
abbreviations	in	the	text.	Controls	(N=4),	Controls	+	NR	(N=5),	SRFHKO	(N=6),	SRFHKO	+	NR	23	
(N=5,	 except	 for	NAM,	MeNAM	and	Me-4PY,	N=4,	 no	peak	was	 identified	 in	one	 sample).	24	
Data	are	expressed	as	means	±	SEM.	Statistics	:	¶¶,	significant	Kruskall	Wallis	test	at	p≤	0.01	25	
was	 followed	 by	 a	 post-hoc	 Dunn’s	 test	 for	 groups	 with	 unequal	 size.	 #:	 p	 ≤	 0.05	 	 in	26	
comparisons	between	NR	versus	CD	groups	of	the	same	genotype.	27	

(M-P)	Expression	of	genes	related	to	oxidative	stress	signaling.	N=5	in	each	group.	28	

(Q)	 Representative	 western	 blot	 analysis	 of	 FOXO1	 and	 acetyl-FOXO1	 of	 3	 independent	29	
experiments	 realized	 in	 different	 duplicates	 for	 each	 group.	 GAPDH	 is	 used	 as	 a	 loading	30	
control.		31	

(R)	Quantification	of	total	and	acetyl-FOXO1	levels	in	N=5	to	6	animals	per	group.		32	
(S-V)	 LV	 cardiac	 tissue	 was	 isolated	 at	 50	 days	 after	 tamoxifen	 injection	 in	 control	 and	33	
SRFHKO	mice	 fed	 CD	 or	NR-enriched	 diet.	 DNA	 and	 proteins	were	 extracted	 from	 parallel	34	
samples	to	quantify	mitochondrial	 to	genomic	DNA	ratio	(S)	and	enzymatic	activities:	(T)	35	
Complex	 I	 activity,	 (U)	 Cytochrome	 oxidase	 activity	 (V)	 Citrate	 synthase	 activity.	 See	36	
associated	supplementary	figure	S3D-G.	37	
	In	(M-P)	and	(R-V),	data	are	expressed	as	mean	FC	±	SEM	over	control	group	(black)	fed	CD	38	
(white).	*,	**,	***:	p	≤	0.05,	≤0.01	and	≤0.001,	respectively,	versus	control	CD	group.	#,	##:	p≤	39	
0.05	 and	 ≤0.01,	 respectively,	 in	 comparisons	 between	NR	 versus	 CD	 groups	 of	 the	 same	40	
genotype.	41	
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	1	

Figure	 4.	 Nmrk2	 expression	 is	 activated	 by	 repression	 of	 alternative	 NAD+	2	
biosynthetic	pathways	3	
(A-C)	Intracellular	levels	of	NAD+	(A),	NADH	(B)	and	NAD+/NADH	ratio	(C)	in	NRC	after	10	4	
µM	 FK866	 and/or	 20	 µM	 Azaserin	 treatment	 or	 no	 treatment	 (NT)	 for	 24	 h	 to	 72	 h	 as	5	
indicated.	6	
(D)	Nmrk2	mRNA	level	in	NRC	treated	as	in	(A-C)	7	

(E-G)	 Same	as	 in	 (A-C)	 in	NRC	 treated	 for	72h	with	10	µM	FK866	or	not	 treated	 (NT)	 in	8	
normal	culture	medium	(-)	or	in	presence	of	250	µM	NAD+	or	1	mM	NR.	9	

(H)	Nmrk2	mRNA	level	in	NRC	treated	as	in	(E-G)	10	

(I)	 NAD+	 levels	 in	 NRCs	 treated	with	 10	 µM	 FK866	 for	 72	 h,	 or	 not	 treated	 (NT)	 in	 the	11	
presence	of	increasing	concentration	of	NR	in	culture	medium.	12	

(J)	 NAD+	 content	 in	 non	 treated	 (NT)	 or	 following	 24	 h	 NR	 treatment	 (1mM)	 in	 NRC	13	
infected	with	Ad-GFP	or	HA-Nmrk2.	Bottom:	western	blot	detection	of	HA-Nmrk2	with	anti-14	
HA	antibody.	15	

(K)	 NAD	 level	 in	 adult	 rat	 cardiomyocytes.	 ARC	were	 treated	with	 10	 µM	FK866,	 20	 µM	16	
azaserin	or	1	mM	NR	for	65	h.	NAD	(NAD+	+	NADH)	was	extracted	by	the	boiling	buffered	17	
ethanol	method.	Data	are	given	as	µM	concentration	in	cells	using	an	average	30	pl	cellular	18	
volume.		19	
Throughout	 the	 figure	 the	data	 are	 expressed	 as	mean	FC	±	 SEM	over	 the	 control	 group,	20	
except	for	NAD+/NADH	ratio	(C,	G)	and	NAD	levels	in	ARC	(K).	*,	**,	***:	p	≤	0.05,	≤0.01	and	21	
≤0.001,	respectively,	versus	control	group.	22	

Figure	5.	SRF	is	a	component	of	Nmrk2	gene	transcription		23	

(A)	 CArG-like	 binding	 site	 for	 SRF	 in	 the	 conserved	 region	 between	 the	 murine	 (M.m)		24	
Nmrk2	promoter	and	human	(H.s)	NMRK2	 intron	1.	The	CArG-like	motif	was	mutated	to	a	25	
CArG	consensus	sequence	(cons)	and	a	CArG	mutant	(mut)	site	unable	to	bind	SRF.	26	
(B)	Activity	of	p586-Firefly	Luciferase	construct	bearing	wild-type	(WT),	consensus	(CONS)	27	
or	 mutated	 (Mut)	 CArG	 motif	 (H)	 or	 longer	 fragments	 (I),	 without	 (NT)	 or	 with	 FK866	28	
treatment	 (10	µM).	SV40-renilla	 luciferase	was	co-transfected	with	 the	Nmrk2-Firefly	Luc	29	
constructs	for	normalization	of	transfection	efficiency.	30	

(C)	Various	lengths	of	the	murine	Nmrk2	regulatory	region	were	inserted	into	pGL4	vector	31	
and	transfected	in	non-treated	or	FK866	treated	cells.	32	
	(D,	E)	Srf	and	Nmrk2	mRNA	levels	in	NRC	transfected	with	control	scrambled	siRNA	(siScr)	33	
or	Srf	si-RNA,	without	(NT)	or	with	FK866	treatment.	34	
Throughout	 the	 figure,	 data	 are	 expressed	 as	mean	 fold	 change	 (FC)	 ±	 SEM	over	 control	35	
group,	except	for	panel	C,	 fold	change	over	promoterless	pGL4	plasmid.	Asterisks	indicate	36	
statistical	 significant	 difference	 versus	 control	 group	 at	 *,	 p	 ≤	 0.05	;	 **,	 p≤	 0.01	;	 ***,	 p≤	37	
0.001.	N=4	for	each	group.	Data	are	representative	of	at	least	2	independent	experiments.	38	

	39	
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Figure	6.	Nmrk2	expression	is	increased	by	AMPK	and	PPARα	pathways	1	

(A)	Representative	western	blot	analysis	of	cardiac	proteins	in	control	and	SRFHKO	mice	at	2	
D9	 using	 antibodies	 directed	 against	 ACC,	 phospho-ACC	 (Ser79),	 AMPKα	 and	 phospho-3	
AMPKα	(Thr172).	Phosphorylated	and	total	proteins	were	analyzed	on	2	separate	gels	(gel	4	
1	and	2)	and	GAPDH	antibody	was	used	for	loading	control.		5	

(B)	Quantification	of	total	and	phospho-protein	signal	from	western	blot	analyses.	Data	are	6	
normalized	on	GAPDH	signal.	The	Phos/Total	 ratio	 is	 calculated	 from	GAPDH	normalized	7	
levels	for	each	individual.	N=	6	for	each	group.	Data	are	expressed	as	mean	FC	±	SEM	over	8	
control	group.		9	

(C)	NRC	were	treated	with	FK866	(10	µM,	72h),	AICAR	(500	µM,	48h)	or	grown	in	absence	10	
of	 glucose	 in	 the	 medium	 (Glc	 0)	 for	 48h	 and	 proteins	 were	 extracted	 for	 western	 blot	11	
analyses.	Left:	Representative	western	bot.	Right:	Quantification	on	n=3	 samples	 for	 each	12	
condition.	Data	are	expressed	as	mean	FC	±	SEM	over	NT	group.	13	
(D-F)	Intracellular	NAD+	content	(D),	NADH	(E)	and	NAD+/NADH	ratio	(F)	in	NRC	after	24h	14	
of	treatment	with	AICAR	[500	µM].	15	

(G)	RT	qPCR	analysis	of	Nmrk2	mRNA	level	in	NRC	treated	as	in	(D-F).	16	
(H,	 I)	 NRC	were	 cotransfected	with	Nmrk2-luciferase	 constructs	 containing	 586	 or	 3009	17	
base	 pairs	 of	 upstream	 Nmrk2	 regulatory	 region	 and	 a	 dominant	 negative	 (DN)	 AMPK	18	
expression	vector.	NRC	were	transfected	at	D3	after	plating,	followed	by	AICAR	treatment	19	
(500	µM)	at	D4.	Luciferase	 levels	were	analyzed	at	D5.	Normalized	Fireflyl/Renilla	values	20	
are	expressed	as	in	Figure	5B	as	FC	±	SEM	over	the	promoterless	pGL4	vector.	21	
(J)	 Nmrk2	 promoter	 deletion	 analysis	 by	 luciferase	 assay.	 Rectangular	 boxes	 show	 the	22	
position	of	the	putative	PPAR	binding	sites.	Data	are	expressed	as	in	(H,	I).	*,	p	≤	0.05	;	***,	23	
p≤	0.001,	ns:	not	 significant,	 vs	 the	 immediately	 shorter	 construct.	Data	are	expressed	as	24	
mean	FC	±	SEM	over	the	promoterless	pGL4	plasmid	25	

(K)	Neonatal	rat	cardiac	fibroblasts	and	cardiomyocyte-enriched	fractions	were	separated	26	
on	a	discontinuous	percoll	gradient.	Cardiac	fibroblasts	were	transfected	with	the	p-228,	p-27	
581	and	p-3009-FLuc	constructs.	Cardiomyocytes	were	transfected	with	the	p-3009-FLuc.	28	
SV40-RLuc	construct	was	cotransfected	for	normalization.	Data	are	expressed	as	mean	FC	±	29	
SEM	over	the	mean	p228-FLuc	activity	in	cardiac	fibroblasts.	30	

	(L)	NRC	were	co-transfected	with	the	p3009-FLuc	construct	and	the	RXR	expression	vector	31	
and	with	either	PPARα,	PPAR	β/δ	or	PPARγ	expression	vectors.	NRC	were	treated	24h	later	32	
with	the	agonists	GW7647	[0.6	µM],	GW501516	[0.6	µM],	and	G1929	[0.6	µM],	for	PPARα,	33	
PPARβ/δ	and	PPARγ,	respectively,	or	with	their	respective	antagonists,	GW6471	[10	µM],	34	
GSK3787	[2	µM]	or	GW9662	[2	µM].	Data	are	expressed	as	mean	FC	±	SEM	over	normalized	35	
luciferase	 levels	of	NRC	transfected	with	 the	p3009-FLuc	construct	alone	(dashed	 line)	 in	36	
the	same	experiment.	*,	p	≤	0.05	vs	NT	cells.	##,	p≤	0.01	for	agonist	vs	antagonist.	37	
(M)	NRC	were	 transfected	with	 the	p3009-FLuc	construct.	Transfected	NRC	were	 treated	38	
24h	later	with	the	antagonists	G6471,	GSK3787,	or	G9662,	30	minutes	before	adding	AICAR	39	
for	a	further	24	h	period.	All	concentrations	were	as	in	L.	Data	are	expressed	as	mean	FC	±	40	
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SEM	over	 the	p3009-luc	construct	 treated	with	AICAR	alone.	 *,	p	≤	0.05	vs	AICAR	treated	1	
cells.	2	

Student	test	statistics:	*,	p≤	0.05;	**,	p≤	0.01;	***,	p≤	0.001	vs	reference	control	group.	##,	p≤	3	
0.01	between	2	groups	as	indicated	by	brackets	4	

	 	5	
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Figure	1	1	
	2	

	3	
	 	4	
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Figure	2	1	
	2	

	3	
	 	4	
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Figure	3	1	
	2	

	3	
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Figure	4	1	
	2	

	3	
	 	4	
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Figure	5	1	
	2	

	3	
	 	4	
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Figure	6	1	
	2	

	3	
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SUPPLEMENTAL	MATERIAL	
	
Supplemental	Methods	
	
Microarray	and	RT-PCR	analysis	
To	 evaluate	 the	 effects	 of	 SRF	 deletion	 on	 gene	 expression,	 total	 RNA	was	 purified	 from	
SRFHKO	and	control	Srffl/fl	hearts	with	the	RNeasy	fibrous	tissue	kit	(Qiagen).	We	examined	
the	effects	of	 SRF	 inactivation	on	gene	expression	at	8	days	after	TAM	 injection,	 an	early	
stage	when	SRF	is	already	strongly	diminished	but	cardiac	functions	are	not	altered	and	at	
25	days	after	TAM	injection,	a	intermediate	stage	when	the	LVEF	starts	to	decrease	and	LV	
chamber	begin	 to	 dilate	 1.	 In	 addition,	we	 compared	 the	 effect	 of	 phenylephrine	 (PE),	 an	
alpha-adrenergic	 agonist	 known	 to	 trigger	 cardiac	 hypertrophy,	 administrated	 at	 80	
mg/kg/day	with	Alzet	osmotic	minipumps	from	day	5	to	15	after	TAM	injection	to	SRFHKO	
and	 control	 Srffl/fl	as	 previously	 described	 	2.	 Microarray	 analysis	 for	 each	 genotype	 was	
performed	with	four	samples,	each	being	hybridized	to	one	Affymetrix	GeneChip	MOE	430	
2.0	array	(Affymetrix,	Santa	Clara,	CA)	with	a	coverage	of	45,000	transcripts,	corresponding	
to	 over	 30,000	 mouse	 genes.	 All	 technical	 microarray	 procedures	 were	 carried	 out	 by	
PartnerChip	(Evry,	France)	under	Affymetrix	guidelines.	Briefly,	2	μg	of	 total	RNA	sample	
was	 used	 to	 synthesize	 double	 stranded	 cDNA	 with	 the	 SuperScript	 II	 double-stranded	
cDNA	 synthesis	 kit	 (Invitrogen	 Life	 Technologies,	 Carlsbad,	 CA)	 according	 to	 the	
manufacturer's	 instructions.	 Labeled	 cRNA	 was	 synthesized	 using	 the	 Affymetrix	 IVT	
amplification	and	labeling	kit.	20	μg	of	purified,	fragmented	labeled	cRNA	were	hybridized	
with	 an	 array	 at	 45°C	 for	 16	 h	 in	 an	 Affymetrix	 640	 hybridization	 oven.	 The	
posthybridization	process	was	performed	in	an	Affymetrix	Fluidics	Station	450	according	to	
the	manufacturer's	 instructions.	 All	 gene	 chips	were	 scanned	 on	 an	Affymetrix	 GeneChip	
3000	scanner,	and	data	were	extracted	from	scanned	images	using	AFX	GCOS	1.4	software.	
Background	intensities	were	adjusted	and	normalized	using	GC-RMA	method	implemented	
in	R	(version	2.4.1).		
	
RT-qPCR	
cDNAs	 were	 reverse	 transcribed	 from	 RNA	 (1.5	 µg)	 extracted	 in	 TRIzol	 (Thermofisher)	
from	 cell	 cultures	 and	 tissues	 using	 the	 Superscript	 II	 Reverse	 Transcriptase	 (Life	
Technologies).	Quantitative	PCR	was	carried	out	on	a	Light	Cycler	480	(Roche	Diagnostics)	
using	Fast	Start	SYBR	Green	Master	(Roche	Diagnostics).	Quantification	of	gene	expression	
was	 calculated	 as	 R=2ΔCt(Ref	 Cp	 –	 target	 Cp)	 ,	 with	 Hprt	 used	 as	 a	 as	 reference.	 Primers	 were	
designed	 using	 the	 NCBI	 Primer-BLAST	 software.	 Primer	 sequences	 are	 available	 on	
request.	
	
Western	Blot	Analysis	
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Proteins	were	homogenized	in	a	lysis	buffer	(Tris-HCl	pH7.5	50	mM,	NP40	Igepal	1%,	NaCl	
150	mM,	EDTA	1mM,	DTT	1mM,	Glycerol	10%)	in	the	presence	of	proteases.	phosphatases	
and	 deacetylases	 inhibitors	 (PMSF	 0.5	 mM,	 NaF	 50	 mM,	 PPiNa	 5	 mM,	 Roche	 protease	
cocktail	inhibitor	1/100,	Santa	Cruz	deacetylase	cocktail	inhibitor	1/100).	Equal	amounts	of	
proteins	 (10	 to	 20	 µg)	 were	 separated	 on	 SDS-PAGE	 and	 transferred	 to	 nitrocellulose	
membranes.	 Proteins	 were	 detected	 by	 overnigth	 incubation	 at	 4°C	 with	 primary	
antibodies,	followed	by	IRDye	700	or	IRDye800	fluorescent	antibodies	(Li-Cor	Biosciences.	
1/2500)	and	scanned	on	an	Odyssey	CLx	Infrared	Imaging	System	(Li-Cor	Biosciences).	
	
Antibody	list	
Target	protein	 Antibody	Supplier.	ref	#	 Dilution	

Acetyl-CoA	Carboxylase	(ACC)	 Thermoscientific.	#	MA5-15025		 1/1000	

ACC	Phospho-Ser79	 Thermoscientific.	#	PA5-17725	 1/1000	

AMPKα	 Cell	Signaling	#2532	 1/1000	

AMPKα	(Phospho-Thr172)	 Cell	Signaling	#2535	 1/1000	

FKHR	(H-128)(FoxO1)	 Santa	Cruz	BT..	#	sc-11350	 1/1000	

Ac-FKHR	(D-19):	 Santa	Cruz	BT..#	sc-49437	 1/200	

GAPDH	 Sigma	#G9545	 1/3000	

Acetyl-Lysine	 Cell	Signaling	#9441	 1/1000	

HA	epitope	 Sigma	#H6908	 1/500	

NMRK2		 Generated	by	BioGenes	(see	below)	 1/500	

PARP		 Cell	Signaling	#9532	 1/1000	

PAR	(Anti-Poly	(ADP-Ribose)	 Pharmingen	#551813	 1/500	

p53	(acetyl	K386)		 Abcam	#ab52172	 1/500	

	
Generation	of	rabbit	polyclonal	antibody	against	NMRK2	protein	
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Polyclonal	antibody	was	generated	in	rabbits	immunised		with	a	peptide	sequence	specific	
to	the	NMRK2	protein,	verified	and	affinity	purified	and	tested	by	BioGenes	GmbH	(Berlin,	
Germany).	SDS-PAGE	analysis	using	the	NMRK2	antibody	on	cardiac	muscle	lysates	was	
performed	on	membranes	blocked	with	5%	milk	using	a	1/500	dilution,	with	a	rabbit	HRP	
secondary	that	was	used	at	a	1/25,000	dilution	and	developed	using	
a	chemiluminescence.				
	
Immunofluorescent	staining	

Hearts	 were	 harvested	 after	 cervicaldislocation	 and	 washed	 in	 cold	 PBS.	 Frozen	 hearts	
section	(10	µm)	were	fixed	in	3.7%	formaldehyde	in	PBS	at	room	temperature	(RT)	for	10	
minutes	 followed	 by	 permablization	 in	 PBS/Triton	 X100	 (0.2%)	 for	 10	 minutes.	
Endogenous	mouse	immunoglobulins	were	blocked	by	1h.	RT.	incubation	with	monovalent	
anti-mouse	 IgG	 Fab	 fragments	 (Jackson	 Immunoresearch)	 followed	 by	 saturation	 of	 non-
specific	binding	sites	with	2%	BAS	and	10%	goat	serum.	Sections	were	incubated	o/n	at	4°C	
with	mouse	monoclonal	[clone	5B4.7]	(IgG1)	to	human	MIBP	(=NMRK2)	at	1/100	dilution	
in	saturation	solution	(LSBio,	Seattle,	USA	and	kind	gift	from	Dr	Chuanyue	Wu,	University	of	
Pittsburgh,	 USA).	 The	 day	 after,	 sections	 were	 incubated	 with	 FITC-coupled	 anti-hVIN-
1vinculin	 antibody	 (Sigma.	 1/100)	 and	 Cy3-couple	 anti-mouse	 IgG1	 (Jackson	
Immunoresearch.	1/400).	Confocal	 images	were	acquired	on	a	Leica	SP5	microscope	with	
identical	gain	and	offset	parameters	for	all	samples.	

	
Echocardiography	
Echocardiography	was	performed	on	lightly	anesthetized	mice	given	isoflurane	(induction	
with	1%	isoflurane	100%	O2.	and	maintained	with	0.2	to	0.25%	isoflurance	100%	O2)	to	
maintain	high	cardiac	frequency.	Non-invasive	measurements	of	left	ventricular	dimensions	
were	 evaluated	 using	 Doppler	 echocardiography	 (Vivid	 7	 Dimension/Vivid7	 PRO;	 GE	
Medical	 Systems)	 with	 a	 probe	 ultrasound	 frequency	 range	 of	 9−14	 MHz.	 The	 two-
dimensionally	guided	time-motion	recording	mode	(parasternal	 long-axis	view)	of	the	left	
ventricle	(LV)	provided	the	following	measurements:	diastolic	and	systolic	septal	(IVS)	and	
posterior	 wall	 thicknesses	 (LVPW);	 internal	 end-diastolic	 (LVEDD)	 and	 end-systolic	
diameters	(LVESD);	and	heart	rate.	Each	set	of	measurements	was	obtained	from	the	same	
cardiac	cycle.	At	least	3	sets	of	measurements	were	obtained	from	3	different	cardiac	cycles.	
LV	fractional	shortening	(FS)	was	calculated	using	the	formula:	(LVEDD	–	LVESD)/LVEDD	×	
100.	LV	myocardial	volume	(LVV),	LV	end-diastolic	volume	(EDV),	and	end-systolic	volume	
(ESV)	 were	 calculated	 using	 a	 half-ellipsoid	 model	 of	 the	 LV.	 From	 these	 volumes,	 LV	
ejection	fraction	(EF)	was	calculated	using	the	formula:	(EDV	–	ESV)	/	EDV	×	100.	H/R	ratio	
was	calculated	by	the	formula	(PWThd	+	IVSThd)/	LVEDd.	A	“blinded”	echocardiographer,	
unaware	of	the	genotype	and	the	treatment,	performed	the	examinations.	
	
NAD	extraction	and	quantification	
Tissue	frozen	powder	was	resuspended	in	75%	ethanol,	25%	HEPES	10	mM	pH7.1,	buffer	
(20	 µl/mg	of	 tissue).	 Extracts	were	warmed	5	min	 at	 80°C,	 then	directly	 cold	 on	 ice	 and	
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centrifuge	5	min	at	16	000	g.	Tissues	extracts	were	normalized	on	the	weight	of	tissue	used	
for	 extraction.	NAD	was	 extremely	 stable	 in	 this	 buffer	 and	 resistant	 to	heat	degradation	
over	 60	 minutes.	 Using	 spiking	 concentrations	 of	 known	 amounts	 of	 NAD+	 and	 NADH	
(Sigma-Aldrich)	in	pure	buffered	ethanol	solution	followed	by	dilutions	in	acid	(HCl	0.1M)	
or	basic	(NaOH	0.1M)	buffer,	heating	at	60°C	for	30	minutes	and	neutralization	with	TRIS	
buffer	 pH7.1,	 we	 found	 that	 NAD+	 was	 extremely	 stable	 after	 heating	 in	 acid	 condition	
(>99%	recovery)	while	NADH	was	completely	destroyed	(<1%	recovery).	Heating	in	NaOH	
buffer	led	to	some	destruction	of	both	NAD+	and	NADH	and	this	protocol	was	discontinued.	
Hence,	we	selected	the	protocol	of	selective	acid-heating	destruction	of	NADH	in	the	cardiac	
samples	 for	 the	 determination	 of	 free	 NAD+	 versus	 free	 NADH	 concentrations	 in	 these	
extracts,	 the	 buffered	 ethanol	 extracts	 were	 diluted	 1/10	 in	 HCl	 0.1M	 and	 heated	 30	
minutes	 at	 60°C	 to	destroy	NADH	and	 then	neutralized	with	Tris	 buffer	 at	 pH	7.1	before	
measuring	 NAD+.	 After	 adjustment	 of	 dilution	 factors,	 NADH	 levels	 were	 calculated	 by	
substracting	 the	NAD+	concentration	 to	 the	non-heated	ethanolic	extract	values	 :	NADH	=	
NADt	(non	heated)	-	NAD+(heated).	Kinetics	of	the	reaction	(OD	at	550nm,	every	30	seconds	
for	 40	 minutes)	 was	 followed	 on	 a	 TECAN	 Infinite	 F500	 microplate	 reader.	 NAD	 was	
quantified	 in	 duplicates	 for	 each	 sample	 by	 comparison	 to	 a	 range	 of	 standard	 NAD+	
concentration	 using	 linear	 regression	 curve	 equation	 method	 between	 NAD+	 standard	
concentrations	and	the	slope	of	the	reaction	in	OD	units/sec.		
For	 cell	 cultures,	 the	wells	 were	washed	 twice	with	 PBS	 and	 scraped	 on	 ice	 in	 buffered	
ethanol	(100µl/well	in	12-well	plates	or	50µl/well	in	24-well	plates).	Extracts	were	diluted	
in	water	to	a	final	volume	of	25	µl	to	reach	a	concentration	that	within	the	titration	curve.	
We	added	100	μL	of	reaction	buffer	(600	mM	ethanol,	0.5	mM	3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-
2.5-diphenyltetrazolium	bromide	(MTT),	2	mM	phenazine	ethosulfate	(PES),	120	mM	Bicine	
(pH7.8),	yeast	alcool	dehydrogenase	 (SIGMA	A3263	>	300	u/mg)	0.05	mg/ml.	Kinetics	of	
the	 reaction	 (OD	 at	 550nm,	 every	30	 seconds	 for	 40	minutes)	was	 followed	on	 a	TECAN	
Infinite	 F500	 microplate	 reader.	 NAD	 was	 quantified	 in	 duplicates	 for	 each	 sample	 by	
comparison	 to	 a	 range	 of	 standard	 NAD+	 concentration	 using	 linear	 regression	 curve	
equation	method	between	NAD+	standard	concentrations	and	 the	 slope	of	 the	 reaction	 in	
OD	 units/sec.	 NAD+/NADH	 was	 obtained	 by	 the	 formula	 ([NADt]-[NADH])/	 [NADH].	
Proteins	 could	 not	 be	 reliably	 quantified	 after	 extraction	 by	 boiling	 buffered	 ethanol	
method	 but	 cells	 layers	 were	 confluent	 in	 all	 conditions.	 Hence,	 in	 neonatal	 rat	
cardiomyocytes	where	the	number	of	cells	have	changes	over	the	culture	period,	data	are	
given	as	fold	change	over	mean	control	values	(untreated	group)	at	the	time	of	extraction.	
In	adult	rat	cardiomyocytes	that	do	not	proliferate,	20,000	cells	were	seeded	per	well	in	24-
well	plates	and	an	average	cylinder	volume	of	20	µm	diameter	and	100	µm	length	was	used	
to	estimate	the	cellular	volume	and	calculate	the	concentration.	

	
Isolation	and	treatments	of	neonatal	and	adult	rat	cardiomyocytes	(NRC,	ARC)	
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NRC	were	isolated	as	described	previously	3.	1-day-old	rat	pups	were	killed	by	decapitation	
and	 the	 cardiac	 ventricles	 were	 harvested	 and	minced	 into	 1	 to	 2-mm	wide	 cubes	 with	
scissors.	 After	 washing	 with	 Tyrode	 solution,	 heart	 fragments	 were	 subjected	 up	 to	 10	
rounds	of	digestion	with	0.05	mg/ml	of	Liberase	Blendzyme	4	(Roche	Applied	Science)	 in	
10	ml	oxygenated	Tyrode	solution	under	agitation	at	37°C	for	10	minutes.	The	supernatant	
of	the	first	digestion	was	discarded	and	the	following	digestions	were	centrifuged	and	the	
cell	pellet	dissociated	in	2	ml	of	DMEM,	10%	FCS.	The	different	fractions	were	pooled	and	
centrifuged	on	a	discontinuous	Percoll	 gradient	 (bottom	58.5%.	 top	40.5%.	30	min.	3000	
rpm)	 to	 enrich	 in	 cardiomyocytes	 at	 the	 interface	 between	 the	 2	 Percoll	 solutions.	 Non	
cardiac	 cells	 containing	 mainly	 fibroblasts	 were	 at	 the	 top	 of	 the	 tubes.	 Neonatal	
cardiomyocytes	were	seeded	at	a	density	5	×	105	cells/well	in	6-well	plates	coated	with	10	
μg/ml	 of	 laminin	 (BD	Biosciences)	 in	DMEM	without	 pyruvate,	with	 glucose	 4.5g/l,	 10%	
horse	serum,	5%	FCS	and	cultured	at	37	°C	in	1%	CO2	atmosphere.	To	assay	the	impact	on	
NAD+	and	Nmrk2	expression,	Azaserin	and	FK866	drugs	were	added	in	the	culture	medium	
at	day	5	and	renewed	everyday	when	the	treatment	was	prolonged	over	several	days.	The	
same	 was	 done	 for	 NAD+,	 NR	 and	 AICAR	 (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-
ribofuranoside).	AICAR	was	administrated	for	24h	only.	Doses	are	indicated	in	the	legends.	
For	treatment	of	transfected	cells	(see	next	section),	AICAR,	FK866	and	PPAR	agonists	and	
antagonist	were	administrated	1	day	after	transfection.	PPAR	agonists:	GW7647	for	PPARα,	
GW501516	 for	 PPARβ/δ	 and	 GW1929	 for	 PPARγ;	 PPAR	 antagonists:	 GW6471	 PPARα,	
GSK3787	 for	 PPARβ/δ	 and	 GW9662	 for	 PPARγ	 were	 ordered	 from	 SIGMA	 ALDRICH	
CHIMIE,	Saint	Quentin	Fallavier,	France.	Adult	 rat	 cardiomyocytes	 (ARC)	were	 isolated	as	
previously	described	2.	ARC	were	seeded	at	20,000	cells/well	in	24-well	plates	and	treated	
2	hours	after	Ca2+	introduction	and	plating	with	10	µM	FK866,	20	µM	Azaserin	or	1	mM	NR	
for	 65h	 before	 NAD	 extraction.	 In	 all	 conditions,	 they	 were	 still	 more	 than	 60%	 of	 rod-
shaped	cardiomyocytes	after	65	h	cultures.	The		treatment	did	not	induced	changes	in	cell	
shape	or	cell	numbers.	
	
Cloning	of	mouse	Nmrk2	promoter	in	luciferase	reporter	plasmid	and	transfection	procedure		
The	transcription	initiation	site	of	mouse	Nmrk2	promoter	was	determined	by	5’RACE	and	
was	 conform	 to	 the	 reported	 site	 in	 the	 Genebank	 (NM_027120.2).	 The	 promoter	 of	 the	
mouse	Nmrk2	gene	was	cloned	from	C57Bl6/N	genomic	DNA	by	PCR	with	forward	primer	
CCTATGAGGTGAGAGGATCTCTG	 (-3009/-2987)	 and	 reverse	 primer	
CTTGGGGACTGGAGGTGACTGGTC	 (+61/+38),	 and	 inserted	 into	 a	pGL4.10[luc2]	 luciferase	
reporter	 plasmid	 (Promega	 prod	 no	 E6651).	 Subsequent	 deletions	 were	 performed	 by	
enzymatic	 digestion	 or	 primer	 mediated	 subcloning	 of	 the	 original	 fragment.	 2.5	 x	 105	
cardiomyocytes	 in	 12-well	 plates	 were	 co-transfected	 at	 day	 2	 of	 culture	 with	 1	 µg	 of	
Nmrk2	 pGL4.10[luc2]	 constructs	 	 and	 100	 ng	 of	 pGL4.73[hRluc/SV40]	 Vector	 (Promega	
prod	no	E6911)	as	an	internal	control	of	transfection	efficiency	using	Lipofectamine	2000	
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(Lifetechnology)	 as	 indicated	 by	 the	 supplier.	 In	 the	 case	 of	 AICAR	 treatment,	 Luciferase	
activity	was	analyzed	48h	later	with	the	Dual-Luciferase	Assay	System	(Promega).	
	
AMPK,	PPAR,	RXR	Vectors	
The	pcDNA3	vectors	harboring	dominant	negative	AMPK,	PPARα,	PPARβ	and	PPARγ	as	well	
as	 RXR	 genes	 were	 kindly	 provided	 by	 Pr.	 Michel	 Raymondjean	 4-6.	 These	 vectors	 were	
cotransfected	at	a	dose	of	100	ng	/	well	 in	24-well	plates	with	500ng	of	Nmrk2	luciferase	
constructs.		
	
Cloning	of	mouse	Nmrk2	cDNA	into	recombinant	adenovirus	
The	 cDNA	 of	 Nmrk2	was	 cloned	 by	 PCR	 amplification	 from	 reversed	 transcribed	 cardiac	
mRNA	into	pcDNA3HA	vector,	 introducing	a	MYPYDVPDYALMAMEARIR	sequence	(HA	tag	
is	 underlined)	 at	 the	 N-terminus	 of	 Nmrk2	 open	 reading	 frame	 that	 replaced	 the	 first	
methionine.	 The	 HA	 tagged	 Nmrk2	 cDNA	 was	 then	 subcloned	 into	 the	 pShuttle2	 vector	
before	to	be	inserted	in	the	Adeno-X	viral	DNA	(Clontech	lab.	Adeno-X	Expression	System	
1).	Pac1	Linearized	recombinant	adenoviral	DNA	was	transfected	in	HEK	293	cells	followed	
by	rounds	of	 infection	to	collect	the	adenoviral	particles.	Adenoviral	titer	was	determined	
by	 the	 cytopathic	 effect	 method.	 NRCs	 were	 infected	 at	 day	 3	 of	 culture	 with	 100	
particles/cell.	
	
Mitochondrial	(mtDNA)	and	nuclear	(nDNA)	DNA	content	
Total	DNA	was	extracted	from	left	ventricle.	Briefly,	tissue	were	minced	in	500µl	of	buffer	1	
(TrisHCl	10	mM,	NaCl	10	mM,	EDTA	25	mM,	SDS	1%,	proteinase	K	0.4mg/ml,	pH	7.5)	with	
cleaned	scissors	and	incubated	overnight	at	37°C.	After	addition	of	50µl	of	saturated	NaCl	
solution,	 the	homogenates	were	centrifuged	at	500	g	 for	15	minutes.	 Isopropanol	(500µl)	
was	 added	 to	 supernatants	 which	 were	 then	 incubated	 45	 minutes	 at	 -20°C.	 After	 a	
centrifugation	at	16000	g	for	20	minutes,	the	pellets	were	kept,	washed	with	ethanol	70%,	
resuspended	in	buffer	2	and	finally	warmed	at	70°C.	mtDNA	content	was	measured	by	real-
time	 qPCR	 using	 specific	 primers	 for	 a	 mitochondrial	 gene	 (Dloop,	 forward	 primer	
ATAGCCGTCAAGGCATGAAA,	 reverse	 primer	 GATTGGGTTTTGCGGACTAA)	 and	 a	 nuclear	
gene	 (B2M	 (beta-2-microgobulin),	 forward	 primer	 TGGTAAAGCAAAGAGGCCTAA,	 reverse	
primer	 AGAAGTAGCCACAGGGTTGG).	 The	 difference	 between	 the	 threshold	 cycle	 (Ct)	 of	
nuclear	gene	and	mtDNA	gene	(∆Ct)	was	used	to	assess	the	mtDNA/nDNA	ratio,	which	was	
calculated	using	the	following	formula:	2(2∆Ct).	For	details	see;	6.	
	
Measure	of	O2	consumption	rate	in	permeabilized	cardiac	fibers	
Mitochondrial	 respiration	 was	 studied	 in	 situ	 in	 saponin-permeabilized	 cardiac	 muscle	
fibres	 using	 a	 Clarke	 electrode	 as	 previously	 described	 8.	 Oxygen	 consumption	 was	
measured	after	successive	addition	of	pyruvate-malate	 (1-4	mM),	ADP	(0.1	mM),	creatine	
(12	mM),	ADP	(2	mM),	glutamate	(10	mM),	succinate	(15	mM),	and	amytal	(an	inhibitor	of	
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complex	I,	1	mM)	to	respiration	solution	(in	mM:	2.77	CaK2EGTA,	7.23	K2EGTA	[100	nM	free	
Ca2+],	6.56	MgCl2	[1	mM	free	Mg2+],	20	taurine,	0.5	DTT,	50	K-methane	sulfonate	[160	mM	
ionic	 strength],	 20	 imidazole,	 pH	 7.1)	 at	 23	 °C.	 From	 this	 protocol,	 sensitivity	 of	
mitochondrial	respiration	to	external	ADP	and	creatine	were	determined	(Km	ADP	and	Km	
creatine)	 and	 acceptor	 control	 ratio	 (ACR)	 was	 calculated	 from	 basal	 mitochondrial	
respiration	 rate	 (in	 the	 presence	 of	 pyruvate/malate	 1/4	mM,	without	 ADP)	 and	 oxygen	
consumption	 after	 addition	 of	 2mM	 ADP.	 Rates	 of	 respiration	 are	 given	 in	 nmoles	
O2/min/mg	dry	weight.		
	
Biochemical	studies		
Frozen	tissue	samples	were	weighed,	homogenized	(Bertin	Precellys	24)	in	ice-cold	buffer	
(50	mg/ml)	containing	HEPES	5	mM	(pH	8.7),	EGTA	1	mM,	DTT	1mM	and	0.1%	Triton	X-
100.	 Citrate	 synthase	 (CS),	 complex	 I	 and	 cytochrome	 oxidase	 (COX),	 activities	 were	
determined	 in	 homogenized	 ventricles	 as	 previously	 described	 8.	 Activities	 of	 enzymes	
were	determined	by	standard	spectrophotometric	assays.	Briefly,	for	citrate	synthase	(CS),	
approximately	0.5µg	of	protein	were	added	 in	1	ml	of	Buffer	M	 (Trizma	100	mM	(pH	8),	
5,5’-dittiobis-(2-Nitrobenzenoic	acid)	0.1mM,	Acetyl-CoA	0.3mM,	oxaloacetatic	acid	0.5mM)	
and	 the	 absorbance	 at	 412nm	 was	 measured	 during	 3	 min.	 Cytochrome	 oxidase	 (COX)	
activity	 was	 determined	 by	 the	 addition	 of	 approximately	 0.25µg	 of	 protein	 in	 1	 ml	 of	
phosphate	buffer	(K2HPO4	50mM	(pH	7.4))	containing	50µM	Cytochrome	c	(cytochrome	c	
were	previously	reduced	at	90%	using	sodium	dithionite).	Losing	of	reduced	cytochrome	c	
were	 followed	by	measuring	 the	 absorbance	 at	 550nm	during	 3	min	using	 fully	 oxidized	
cytochrome	 c	 (by	 addition	 of	 potassium	 ferricyanure	 in	 excess)	 as	 a	 reference.	 For	 the	
determination	of	complexe	I	activity,	25µg	of	protein	and	100µM	NADH	were	added	to	1	ml	
of	 C1	 Buffer	 (41.1	 mM	 KH2PO4,	 K2HPO4	 8.8	 mM,	 Decyl-ubiquinone	 100µM,	 BSA	
3.75mg/ml,	 pH	 7.4).	 Measurements	 of	 the	 absorbance	 at	 340nm	 during	 3	 min	 in	 the	
presence	 and	 in	 the	 absence	 of	 5mM	 rotenone	 were	 used	 to	 calculate	 activity	 of	 this	
complexe.	 CS,	 COX	 and	 complexe	 I	 activities	 were	 respectively	 calculated	 using	 an	
extinction	coefficient	of	13600	M-1.cm-1,	18500	M-1.cm-1	and	6220	M-1.cm-1	and	rates	are	
given	in	UI/g	prot.	
	
Liquid	chromatography	coupled	to	mass	spectrometry	(LCMS)	analyses	of	NAD	metabolome.	

NAD-related	metabolites	were	quantified	as	previously	described	with	a	Waters	Acquity	LC	
interfaced	 with	 a	 Waters	 TQD	MS	 operated	 in	 positive	 ion	 multiple	 reaction	 monitoring	
mode		9.	Metabolites	were	extracted	as	follows:	pieces	of	myocardial	tissue	(≈10	mg)	were	
snap	frozen	and	pulverized	in	liquid	nitrogen.	Metabolites	were	extracted	in	10	volumes	(µl	
/	mg	of	tissue	powder)	of	buffered	ethanol	(75%	ethanol/25%	10	mM	HEPES,	pH	7.1,	v/v)	
preheated	to	80	°C.	Samples	were	shaken	at	1000	rpm	in	an	80	°C	block	for	three	minutes.	
Soluble	metabolites	 were	 separated	 from	 particulate	 by	 refrigerated	microcentrifugation	
(10	 min,	 16kg).	Extracts	 were	 dried	 via	 speed	 vacuum	 for	 three	 hours	 before	 to	 be	
processed	 for	 the	 LCMS	 analysis.	 This	 method	 does	 not	 effectively	 preserve	reduced	 co-
factors.	Hence	NADH	and	NADPH	levels	were	not	reported	in	this	assay.	
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Statistical	Analyses	
For	in	vivo	experiments,	animals	were	unbiasedly	assigned	into	different	treatment	groups.	
To	 assess	 significance,	 we	 performed	 Student’s	 t	 test	 for	 independent	 samples	 unless	
otherwise	specified	in	the	legend.	Values	are	expressed	as	mean	±SEM.	
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Supplemental	Table	S1.	Expression	level	of	genes	involved	in	NAD	homeostasis 
 
Probe	Set	ID	 Gene	

Symbol	
Gene	Title	 Mut	

D8	
Mut	
D25	

Mut	
D25	
+PE	

	 Cont	
D25	
+PE	

1452944_at	 	Afmid	
///	

Syngr2	

arylformamidase	///	synaptogyrin	2	 1.19	 0.78	 0.92	 	 0.65	

1447638_at	 	Afmid	
///	

Syngr2	

arylformamidase	///	synaptogyrin	2	 0.99	 0.90	 0.88	 	 0.92	

1428885_at	 	Afmid	
///	

Syngr2	

arylformamidase	///	synaptogyrin	2	 1.31	 0.97	 1.08	 	 0.97	

1431722_a_at	 Afmid	 arylformamidase	 0.97	 1.01	 0.96	 	 0.99	
1432492_a_at	 Haao	 3-hydroxyanthranilate	3,4-dioxygenase	 0.99	 0.99	 0.98	 	 1.00	
1420437_at	 Ido1	 indoleamine-pyrrole	2,3	dioxygenase	1	 0.83	 1.09	 0.99	 	 1.01	
1425778_at	 Ido2	 indoleamine-pyrrole	2,3	dioxygenase	2	 0.99	 0.96	 0.95	 	 0.97	
1418998_at	 Kmo	 kynurenine	3-monooxygenase	

(kynurenine	3-hydroxylase)	
0.99	 0.98	 0.97	 	 1.00	

1430570_at	 Kynu	 kynureninase	(L-kynurenine	hydrolase)	 1.00	 0.94	 0.93	 	 0.96	
1451903_at	 Kynu	 kynureninase	(L-kynurenine	hydrolase)	 1.00	 0.99	 0.97	 	 1.00	
1430359_a_at	 Nadsyn1	 NAD	synthetase	1	 1.00	 0.89	 0.85	 	 0.92	
1417190_at	 Nampt	 nicotinamide	phosphoribosyl	transferase	 1.02	 1.10	 0.87	 ¶	 1.35	
1448607_at	 Nampt	 nicotinamide	phosphoribosyl	transferase	 1.33	 1.41	 0.99	 	 1.14	
1454748_at	 Naprt1	 nicotinate	phosphoribosyltransferase	

domain	containing	1	
0.64	 0.86	 0.86	 	 1.06	

1425773_s_at	 Nmnat1	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	1	

0.85	 0.92	 0.89	 	 1.00	

1429819_at	 Nmnat1	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	1	

0.96	 1.05	 1.05	 	 1.05	

1436155_at	 Nmnat2	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	2	

0.78	 1.00	 0.95	 	 0.98	

1424899_at	 Nmnat3	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	

1.11	 0.79	 0.67	 	 0.73	

1432342_at	 Nmnat3	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	

1.00	 0.97	 0.97	 	 0.98	

1443149_at	 Nmnat3	 Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA	

0.99	 0.98	 0.97	 	 1.00	

1459128_at	 Nmnat3	 Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA	

0.99	 0.92	 0.90	 	 0.96	

1432342_at	 Nmnat3	 nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	

1.00	 0.97	 0.97	 	 0.98	

1443149_at	 Nmnat3	 Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA	

0.99	 0.98	 0.97	 	 1.00	

1459128_at	 Nmnat3	 Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA	

0.99	 0.92	 0.90	 	 0.96	

1425646_at	 Nmrk1	 nicotinamide	riboside	kinase	1	 0.98	 0.90	 0.91	 	 1.01	
1447503_at	 Nmrk1	 nicotinamide	riboside	kinase	1	 1.00	 0.99	 0.92	 	 0.98	
1453898_at	 Nmrk2	 nicotinamide	riboside	kinase	2	 8.87	 30.6	 57.4	 ¶	 4.15	
1422974_at	 Nt5e		 5'	nucleotidase.	ecto	(CD73)	 1.48	 2.80	 4.22	 ¶	 1.21	
1428547_at	 Nt5e		 5'	nucleotidase.	ecto	(CD73)	 1.06	 1.63	 2.42	 	 0.94	
1416530_a_at	 Pnp	 purine-nucleoside	phosphorylase	 0.76	 0.83	 0.74	 	 0.92	
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1453299_a_at	 Pnp		 Similar	to	purine-nucleoside	
phosphorylase	/	LOC545044	

0.96	 0.84	 0.68	 	 0.88	

1418836_at	 Qprt	 quinolinate	phosphoribosyltransferase	 1.00	 0.99	 0.99	 	 1.00	
1418837_at	 Qprt	 quinolinate	phosphoribosyltransferase	 1.00	 0.99	 0.98	 	 1.00	
1419093_at	 Tdo2	 tryptophan	2,3-dioxygenase	 0.99	 0.99	 0.98	 	 1.00	
1449337_at	 Tdo2	 tryptophan	2,3-dioxygenase	 0.99	 0.99	 0.98	 	 1.00	
1455770_at	 Tdo2	 Tryptophan	2,3-dioxygenase.	mRNA	

(cDNA	clone	MGC:25811	
IMAGE:4159877)	

0.99	 0.99	 0.98	 	 1.00	

 
 
Control	(Cont)	and	SRFHKO	mutant	(Mut)	mice	were	sacrificed	at	day	(D)	8	or	25	after	first	
day	of	tamoxifen	injection.	A	group	of	control	and	a	group	of	mutant	mice	were	treated	with	
phenylephrine	(PE)	from	D10	to	25	before	sacrifice.	RNA	was	extracted	and	processed	for	
Affymetrix	Mouse	430.2	Expression	array.	Genes	with	a	fold	change	expression	<	or	>	to	1.3	
and	a	p	value	<	0.05	compared	to	non	treated	time-matched	control	are	highlighted	in	bold	
font,	green	for	upregulated	genes,	red	for	downregulatd	genes.	¶,	genes	differentially	
regulated	between	Mutant	D25+PE	and	Control	D25+PE.	
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Supplemental	Table	S2.	Patients	characteristics.	
	
Patients	
	

Pathology	
	

Age	
	

Sex	
	

NYHA	
class	

CHF	
duration	

LVEF	
	

BNP		
pg/ml	

Treatments	
	

1	 Cad	 49	 M	 4	 90	Mo	 15	%	 320	 Ramipril	
2	 Cad	 63	 M	 3	 4	Mo	 30	%	 157.8	 Enalapril	
3	 Nocm	 56	 M	 3	 28	Mo	 35	%	 500	 Ramipril,	Carvedilol	
4	 Hdcm	 48	 F	 4	 29	Mo	 23	%	 1249	 Perindopril,	Carvedilol	
	
Cad:	coronary	artery	disease,	Nocm:	non	obstructive	cardiomyopathy,	Hdcm:	hypertrophic	
dilated	cardiomyopathy.	LVEF:	left	ventricular	ejection	fraction	
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Supplemental	Figure	S1.	Cardiac	NAD+	and	NADH	quantification	in	control	and	SRFHKO	
mice	at	day	50	following	45	days	of	NR	enriched	diet.		
Cardiac	metabolites	were	extracted	by	the	boiling	method	in	buffered	ethanol.	The		extracts	
containing	 the	 sum	of	 free	NAD+	and	NADH	(total	 free	NAD)	or	NAD+	only	after	 selective	
heat	 degradation	 of	 NADH	 in	 acid	 conditions	 were	 quantified	 by	 the	 colorimetric	 alcool	
dehydrogenase	NAD	recycling	assay	 .	NADH	 levels	were	calculated	by	 the	 substraction	of	
quantified	 NAD+	 levels	 from	 total	 NAD	 .	 (A)	 NAD+	values	 in	 pmole/	 mg	 of	 heart	 tissue;	
control	 CD	 n=6,	 control	 NR	 n=6,	 SRFHKO	 CD	 n=6,	 SRFHKO	NR	 n=5	 (B)	 NADH	 values	 in	
pmole/	mg	of	heart	 tissue,	control	CD	n=5,	control	NR	n=6,	SRFHKO	CD	n=5,	SRFHKO	NR	
n=4		(C)	NAD+/NADH,	(D)	NAD	total	(NAD+	+	NADH).	*,	**,	***:	p	≤	0.05,	≤0.01	and	≤0.001,	
respectively,	versus	control	CD	group.	#,	##:	p≤	0.05	in	comparisons	between	NR	versus	CD	
groups	of	the	same	genotype.	
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Supplemental	Figure	S2.	Acetylation	and	parylation	level	of	cardiac	proteins	
Equal	quantities	of	 cardiac	proteins	 from	control	 and	SRFHKO	mice	 fed	with	 regular	diet	
(CD	or	NR	enriched	diet	were	extracted	at	D45	and	analyzed	by	SDS-PAGE.	
(A)	Western	blot	analysis	using	an	anti-acetyl-Lysine	antibody	
(B)	Western	blot	analysis	using	an	anti-PAR	antibody	
(C)	Western	blot	for	GAPDH	is	shown	as	a	loading	control.	
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Supplemental	Figure	S3.	Impact	of	NR	on	genes	involved	in	energy	metabolism.	
LV	tissue	were	harvested	in	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	regular	chow	diet	(CD)	or	NR	
from	D5	to	day	45	and	split	for	RTqPCR	analysis	or	isolation	of	cardiac	fibers	for	respiration	
studies	(Figure	3	and	S3).	

(A-C)	 RT	 qPCR	 analysis	 of	 transcriptional	 regulators	 of	 energy	 metabolism	 (A).	 genes	
involved	fatty	acid	beta-oxidation	(B)	and	glycolysis	(C).		
Student	 test:	 *,	p≤	0.05;	**,	p≤	0.01;	***,	p≤	0.001	vs	control	group	 fed	with	regular	chow	
diet	(CD).	

(D-G)	 Cardiac	 fibers	 were	 isolated	 from	 adults	 LV	 45	 days	 after	 tamoxifen	 injection	 in	
control	and	SRFHKO	mice	 fed	with	 regular	chow	diet	 (CD)	or	NR	enriched	diet	 (NR)	 in	 the	
same	 series	 of	 mice	 than	 shown	 in	 Figure	 3R-U.	 (D)	 Rate	 of	 mitochondrial	 oxygen	
consumption	 in	 permeabilized	 cardiac	 fibers	 using	 a	 Clarke	 electrodes	 after	 successive	
addition	 of	 indicated	 substrates.	 Individual	 samples	 were	 analyzed	 in	 triplicates	 (n=5	
individuals	 for	 each	group).	 (E)	Km	ADP.	 (F)	Km	Creatine.	 (G)	 Acceptor	 control	 ratio	 for	
ADP	(ACR).	
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DISCUSSION	ET	PERSPECTIVES	

L’objet	de	 ce	 travail	de	 thèse	était	de	 comprendre	 le	 rôle	de	Nmrk2	dans	 les	processus	de		

remodelage	 	 cardiaque.	 Les	 études	 préalablement	 réalisées	 au	 laboratoire	 ont	 montré	 une	 forte	

induction	 de	 cette	 kinase	 chez	 le	 mutant	 SRF	 développant	 une	 CMD.	 La	 kinase	 NMRK2	 étant	

impliquée	 dans	 la	 biosynthèse	 du	 NMN,	 précurseur	 du	 NAD,	 l’hypothèse	 de	 travail	 actuelle	 de	

l’équipe	 est	 que	 cette	 augmentation	 pourrait	 être	 due	 à	 une	 réponse	 du	 gène	 Nmrk2	 au	 stress	

énergétique	et/ou	à	la	chute	du	taux	de	NAD	dans	le	tissu	cardiaque	observés	dans	ce	modèle.	Cette	

étude	du	laboratoire	est	à	mettre	en	parallèle	avec	les	observations	d’autres	équipes	ayant	observé	

des	altérations	dans	 l’homéostasie	du	NAD	dans	différents	modèles	de	RC	 incluant	 la	surcharge	en	

pression,	 l’administration	 d’AngII	 ou	 l’ischémie-réperfusion	 (Hsu	 et	 al.	 2010;	 Hsu	 et	 al.	 2014).	 Les	

causes	 de	 cette	 chute	du	 taux	de	NAD	dans	 le	 cœur	 insuffisant	 sont	 encore	mal	 connues	mais	 on	

peut	 faire	 l’hypothèse	 qu’elle	 résulte	 soit	 d’une	 surconsommation	 du	 NAD+	 par	 les	 voies	 de	

signalisation	de	 type	PARP,	 Sirtuines	 ou	CD38,	 ou	une	baisse	 de	 la	 synthèse	du	NAD+	 à	 partir	 des	

vitamines	B3,	soit	l’acide	nicotinique	(NA),	le	nicotinamide	(NAM)	et	le	nicotinamide	riboside	(NR)	ou	

de	la	synthèse	de	novo	à	partir	du	tryptophane	(TRP).	

Les	recherche	effectuées	par	 l’équipe	dans	 la	banque	de	donnée	Gene	Expression	Omnibus	

(GEO)	 recensant	 l’ensemble	 des	 données	 transcriptomiques	 publiques,	 ont	 montré	 une	 forte	

augmentation	du	niveau	d’expression	de	Nmrk2	dans	d’autres	modèles	de	CMD	liée	à	la	mutation	de	

lamine-A	 (Muchir	 et	 al.	 2007),	 de	 l’isocitrate	 déshydrogénase	 2	 (Akbay	 et	 al.	 2014),	 la	 déficience	

cardiaque	en	PGC1α	ou	le	récepteur	de	transferrine	(Belenky	2007,	grozio	2013).	

Dans	 ces	 modèles	 ainsi	 que	 dans	 notre	 étude	 effectuée	 chez	 le	 mutant	 SRF,	 l’enzyme	 NAMPT	

permettant	le	recyclage	du	NAM	issu	de	l’activité	d’hydrolyse	du	NAD+	par	les	sirtuines	et	les	PARP,	

ou	le	NAM	issu	de	l’alimentation	voit	son	expression	chuter.	L’enzyme	NAMPT	est	considérée	comme	

la	voie	majeure	de	production	du	NMN,	précurseur	du	NAD+	notamment	dans	le	cœur	de	souris	alors	

que	les	précurseurs	non	amidés	comme	le	NA	et	le	TRP	contribuent	à	moins	de	1%	de	la	synthèse	du	

NAD+	dans	ce	tissus	(Mori	et	al.	2014).	

Nos	 observations	 suggèrent	 que	 dans	 le	 contexte	 de	 la	 CMD,	 le	 muscle	 cardiaque	 tend	 à	

changer	de	voie	parmi	les	2	précurseurs	amidés	que	sont	le	NAM	et	le	NR	en	favorisant	la	voie	qui	est	

conduite	 par	Nmrk2.	 Il	 est	 intéressant	 de	 rappeler	 que	 la	 synthèse	de	NMN	à	partir	 du	NR	 via	 les	

kinases	NRK,	requiert	une	seule	molécule	d’ATP	alors	que	la	synthèse	de	NMN	via	la	NAMPT	à	partir	

du	 NAM,	 en	 requiert	 deux,	 une	 pour	 l’auto-phoshorylation	 de	 l’enzyme	 qui	 est	 requise	 pour	 son	

activité	 catalytique	 et	 l’autre	 pour	 la	 synthèse	 du	 phosphoribosyl	 pyrophosphate	 (PRPP).	 Par	

conséquent,	 le	«	shift	»	de	la	voie	NAMPT	vers	 la	voie	de	NMRK2		est	en	accord	avec	 l’idée	que	les	

mécanismes	 permettant	 d’économiser	 l’énergie	 sont	 favorisés	 dans	 le	 cœur	 insuffisant.	 En	 accord	
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également	 avec	 cette	 hypothèse,	 l’observation	 que	 l’AICAR,	 un	 activateur	 de	 l’AMPK	 kinase	 ou	 la	

privation	en	glucose,	augmente	fortement	l’expression	du	gène	Nmrk2.	Malgré	cette	forte	induction	

de	Nmrk2	 chez	 le	mutant	 SRF-HKO	dans	 le	 cœur	 insuffisant,	 le	 niveau	 total	 de	 NAD	myocardique	

reste	en	dessous	de	la	normale,	suggérant	que	les	apports	en	NR	provenant	de	la	nourriture	utilisée	

pour	 l’élevage	 des	 souris	 sont	 insuffisants	 pour	 compenser	 la	 perte	 du	NAD.	Nous	 avons	 donc	 vu	

l’intérêt	de	traiter	les	souris	avec	un	régime	enrichi	en	NR	afin	de	corriger	ce	défaut.	Plusieurs	études	

ont	 mis	 en	 évidence	 que	 l’administration	 de	 court-terme	 de	 NAD+	 exogène	 via	 des	 pompes	

osmotiques	(14	jours)	(Pillai	et	al.	2010),	ou	bien	du	NMN	par	injection	i.p	(3	jours)	(Karamanlidis	et	

al.	 2013),	 pouvait	 rétablir	 la	 déficience	 en	 NAD+	 au	 niveau	 du	 cœur.	 Toutefois	 il	 a	 été	 montré	

récemment	que	le	NAD+	comme	le	NMN	ne	pénètrent	pas	directement	dans	la	cellule	et	sont	en	fait	

convertis	 via	 une	 ectonucleotidase	 membranaire	 appelée	 CD73	 ou	 Nt5e	 en	 NR	 (Ratajczak	 et	 al.	

2016).	

Récemment	 le	NR	a	été	montré	 comme	 le	précurseur	de	NAD+	 	 le	plus	biodisponible	 chez	

l’homme	et	chez	la	souris	mais	aussi	comme	celui	qui	stimule	le	plus	le	turnover	du	NAD+,	donc	sont	

utilisation	 par	 les	 enzymes	 de	 signalisation	 de	 type	 Sirtuines	 ou	 PARP	 (Trammell	 et	 al.	 2016).	 Ceci	

suggère	qu’il	existe	une	compartimentation	subcellulaire	des	pools	de	NAD	selon	les	précurseurs	et	

voies	de	synthèse.	

Les	résultats	du	laboratoire	montrent	qu’un	traitement	de	court	terme	avec	du	NR	(en	injection	i.p	

ou	 bien	 nourriture	 enrichie),	 est	 capable	 de	 maintenir	 les	 niveaux	 de	 NAD	 myocardiques	 chez	 le	

mutant	 SRF	 alors	 que	 le	 NAM	 n’est	 pas	 efficace.	 Le	 traitement	 sur	 le	 long	 terme	 (45-50)	 jours	

maintien	 les	 taux	 de	 NAD+	 tout	 en	 préservant	 la	 fonction	 cardiaque	 et	 en	 limitant	 la	 dilatation	

(article	en	annexe).	De	manière	 intéressante,	 l’équipe	de	Gisèle	Bonne	a,	 suite	à	notre	 suggestion,	

traité	 des	 souris	 porteuses	 d’une	mutation	 lamine	 A	 H222P	 développant	 une	 CMD	 avec	 du	NR	 et	

obtenu	comme	pour	le	mutant	SRF-HKO	une	amélioration	du	phénotype	cardiaque	(collaboration	A.	

Muchir/	N.	Vignier,	M.Mericskay,	publication	en	préparation).		

Les	 recherches	de	 l’équipe	de	M.	Mericskay	 se	poursuivent	dans	 ce	domaine	en	 cherchant	

d’une	 part	 à	 comprendre	 le	 mécanisme	 d’action	 du	 NR	 sur	 le	 cœur	 qui	 semble	 plus	 complexe	

qu’anticipé	car	les	cibles	nucléaires	de	Sirt1	comme	Foxo1	(article	en	annexe)	et	p53	se	trouvent	être	

hyperacétylées	plutôt	que	désacétylées	suite	au	traitement	de	long	terme	au	NR.	Il	s’agit	maintenant	

de	 rechercher	 si	 les	 protéines	 mitochondriales	 pourraient	 être	 différentiellement	

acétylées/déacétylées	 en	 réponse	 au	NR	 par	 rapport	 aux	 protéines	 nucléaires	 ou	 si	 d’autres	 voies	

liées	à	la	réponse	au	stress		oxydant	pourraient	être	activées	par	le	NR	comme	montré	dans	le	vers	c.	

elegans.	 L’autre	 axe	 consiste	 à	 rechercher	 si	 le	 NR	 peut	 agir	 sur	 mode	 thérapeutique	 plutôt	 que	

préventif	et	si	il	peut	agir	sur	d’autres	modèles	d’insuffisance	cardiaque.	
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L’ensemble	de	ces	données	nous	a	conduits	à	poser	la	question	du	rôle	de	Nmrk2	dans	le	RC	et	plus	

particulièrement	 dans	 le	maintien	 de	 l’homéostasie	 du	 NAD	 en	 utilisant	 un	modèle	 KO	 de	 Nmrk2	

chez	 la	 souris.	 Nous	 avons	 noté	 que	 la	 kinase	 Nmrk2	 s’est	 révélée	 être	 identique	 à	 un	 gène	

précédemment	cloné	comme	étant	une	protéine	MIBP	spécifique	du	muscle	se	liant	à	l’hétérodimère	

intégrine	 β1/α7	 et	 qui	 se	 trouve	 impliquée	 dans	 le	 dépôt	 de	 la	 laminine	 dans	 la	 matrice	

extracellulaire	 (Li	 et	 al.	 1999;	 Goody	 et	 al.	 2010).	 Ces	 observations	 nous	 ont	 conduits	 à	 nous	

déterminer	l’impact	de	la	déficience	de	Nmrk2	sur	l’expression	et	l’organisation	de	la	laminine	dans	

le	cœur.		

	

Rôle	de	Nmrk2	dans	la	biosynthèse	du	NAD	

Les	kinases	NMRK	phosphorylent	le	NR	pour	donner	du	NMN,	le	précurseur	direct	de	NAD+.	

Nos	 résultats	montrent	 que	 l’absence	 de	NMRK2	 n’a	 pas	 d’effet	 sur	 le	 pool	 total	 de	NAD	 dans	 le	

cœur	à	l’état	basal	et	à	un	âge	jeune.	La	supplémentation	en	NR	ne	fait	pas	augmenter	les	niveaux	de	

base	de	NAD	dans	le	cœur	des	souris	contrôles	exprimant	NMRK2.	

Des	niveaux	augmentés	de	NAD+	ont	été	reportés	en	réponse	au	traitement	avec	NR	chez	la	levure	

(Bieganowski	and	Brenner	2004;	Belenky	et	al.	2007),	et	dans	les	cellules	humaines	en	culture	(Yang	

et	al	2007).	Canto	et	al	(cell	meatabolism	2012)	ont	montré	que	le	NR	augmente	la	disponibilité	de	

NAD+	 dans	 les	 tissus	 de	 mammifères.	 NMRK1	 est	 essentielle	 pour	 que	 le	 NR	 puisse	 induire	 la	

synthèse	 de	 NAD+	 dans	 cellules	 hépatiques	 (in	 vitro)	 et	 le	 muscle	 squelettique	 (in	 vivo).	

L’augmentation	 de	 l’activité	 des	 NRK1	 et	 2	 dans	 les	 cellules	 NIH/3T3	 par	 une	 surexpression,	 est	

suffisante	pour	induire	la	synthèse	de	NAD+	par	le	NR,	ce	qui	suggère	un	rôle	important	de	NMRK1/2	

dans	 l’utilisation	du	NR	(Ratajczak	et	al.	2016).	Toutefois	chez	 le	KO	Nmrk1,	 la	réponse	au	NR	n’est	

pas	 totalement	 abolie	 dans	 le	 foie,	 or	 ce	 tissu	 n’exprime	 pas	 la	 NMRK2.	 On	 peut	 donc	 émettre	

l’hypothèse	 que	 le	 NR	 administré	 par	 voie	 systémique	 est	 converti	 en	 précurseurs	 de	 NAD+	

alternatifs	comme	le	NAM	par	la	purine	nucléoside	phosphorylase	et	le	NAM	est	transformé	en	NMN	

par	la	NAMPT	(Revollo	et	al.	2007).	

Le	faible	niveau	d’expression	de	base	de	NMRK2	que	nous	avons	observé	dans	le	cœuret	nos	

résultats	montrant	que	le	myocarde	ne	présente	pas	de	différences	de	niveaux	de	NAD	chez	la	souris	

adulte	 jusqu’à12	 mois	 et	 en	 réponse	 au	 traitement	 avec	 le	 NR,	 confortent	 l’idée	 qu’à	 l’état	

physiologique	la	source	majeure	de	NAD+	reste	le	NAM	métabolisé	par	la	NAMPT.	

	De	manière	intéressante,	l’étude	de	Diguet	et	al	à	laquelle	j’ai	participé	montre	que	dans	un	modèle	

murin	de	CMD	dans	lequel	il	y	a	une	forte	induction	de	l’expression	de	Nmrk2,		l’enrichissement	du	

régime	en	NR	améliore	 la	 fonction	cardiaque	et	assure	 le	maintien	du	NAD	myocardique.	 Il	 semble	

donc	 que	 le	 rôle	 de	 NMRK2	 dans	 le	 maintien	 des	 niveaux	 de	 NAD	 ne	 se	 révèle	 qu’en	 conditions	
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pathologiques	 lorsque	 la	 production	 de	 NAD	 via	 la	 voie	 NAMPT,	 plus	 coûteuse	 sur	 le	 plan	

énergétique	se	met	à	chuter.	

Par	ailleurs	nous	avons	observé	que	le	niveau	d’expression	des	gènes	Nmrk1,	Nmrk2,	Nampt,	

déclinent	 avec	 l’âge	 chez	 la	 souris.	 Ceci	 nous	 a	 permis	 de	mettre	 en	 évidence	 l’importance	 de	 la	

contribution	 de	 NMRK2	 dans	 le	 maintien	 des	 niveaux	 de	 NAD	 dans	 le	 cœur	 à	 24	 mois,	 qui	 sont	

réduits	 de	 50%	 chez	 le	 mutant	 à	 ce	 stade.	 Ce	 résultat	 pourrait	 inciter	 à	 réfléchir	 à	 de	 nouvelles	

options	thérapeutiques	concernant	les	maladies	liées	au	vieillissement	cardiaque,	sachant	qu’il	a	été	

montré	que	la	perte	de	l’activité	de	sirtuines	déacétylases	qui	sont	 justement	dépendante	du	NAD,	

est	 associée	 à	 de	 nombreuse	 maladie	 liées	 au	 vieillissement	 (Imai	 and	 Guarente	 2014).	 Cette	

perspective	est	 toutefois	à	 contrebalancer	avec	notre	observation	que	FoxO1	une	cible	de	Sirt1	 se	

retrouve	hyperacétylé	plutôt	que	déacétylé	chez	l’adulte	en	CMD.	Il	faudra	tester	le	traitement	au	NR	

sur	 des	 souris	 âgées	 mais	 sans	 pathologie	 cardiaque	 pour	 vérifier	 son	 impact	 sur	 la	 fonction	

cardiaque	et	les	taux	de	NAD.	

	

Test	d’endurance	et	échocardiographies	:		

L’étude	des	mutant	Nmrk2	-/-	nous	a	permis	de	montrer	que	ce	gène	spécifique	des	muscles	

striés	 n’est	 pas	 indispensable	 au	 développement	 cardiaque	 et	 musculaire.	 Cependant	 nous	 avons	

observé	que	les	mutants	sont	7	fois	moins	endurants	que	les	souris	contrôles	et	que	cette	incapacité	

à	l’effort	correspond		à	une	dysfonction	cardiaque	se	manifestant	par	une	diminution	de	la	fraction	

d’éjection	et	 le	développement	d’une	CMD.	Cette	dysfonction	se	maintient	néanmoins	à	un	niveau	

d’IC	modérée	car	elle	semble	se	stabiliser	avec	l’âge	et	25	n’affecte	pas	la	survie	des	mutants	à	l’état	

basal.	 L’expression	de	certains	gènes	 cardiaques	est	modifiée	 chez	 le	mutant	Nmrk2	à	 l’état	basal.	

L’expression	du	gène	SOD1	codant	une	enzyme	importante	pour	réduire	 le	stress	oxydatif	dans	 l’IC	

est	diminuée	chez	ce	mutant.	Le	mutant	Nrk2	présente	également	une	induction	de	la	βMHC	Dans	le	

cœur	 défaillant	 des	 rongeurs,	 un	 changement	 de	 l’isoforme	 α	 rapide,	 fortement	 consommateur	

d’ATP	a	lieu	en	faveur	d’une	ré-expression	de	l’isoforme	lent	βMHC	qui	est	caractéristique	du	cœur	

embryonnaire	 chez	 la	 souris	mais	 qui	 pourrait	 être	 énergétiquement	 favorable	 lorsque	 la	 fonction	

cardiaque	 est	 déprimée	 (Parlakian	 et	 al.	 2005).	 Par	 contre	 le	 mutant	 Nmrk2	 ne	 présente	 pas	 les	

signes	d’un	stress	cardiaque	aigu	(BNP,	ANF).		

	

Matrice	extracellulaire	et	fibrose		

Au	 niveau	 histologique,	 Le	marquage	 de	 la	 laminine	 chez	 le	mutant	Nmrk2	montre	 que	 la	

laminine	de	la	lame	basale	ne	semble	pas	correctement	déposée,	en	accord	avec	l’étude	faite	chez	le	
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poisson	zèbre	qui	montre	que	le	gène	de	Nrk2b	est	nécessaire	pour	le	dépôt	correct	de	la	laminine	

au	niveau	de	la	jonction	myotendineuse.			

Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 de	 nombreuses	 CMD	 sont	 associées	 à	 des	 défauts	

moléculaires	qui	mettent	en	évidence	 le	 lien	entre	 les	 cardiomyocytes	et	 la	matrice	extracellulaire	

(MEC).	 In	 vivo,	 le	 remodelage	 cardiaque,	 y	 compris	 la	 réorganisation	 du	 cytosquelette	 au	 niveau	

cellulaire,	résulte	d’une	combinaison	des	effets	de	facteurs	mécaniques	et	hormonaux	en	interaction	

étroite	avec	les	protéines	de	la	MEC,	les	intégrines	(comme	l’intégrine	α7)	et	les	protéines	sécrétées	

localement	 comme	 les	 métalloprotéinases.	 Il	 est	 donc	 important	 de	 comprendre	 comment	 les	

signaux	mécaniques	sont	convertis	en	signaux	chimiques	et	comment	les	protéines	de	la	MEC	comme	

la	laminine,	régulent	la	progression	de	la	pathologie	dans	le	cardiomyocyte,	sachant	que	la	laminine	

de	la	membrane	basale,	est	impliquée	dans	la	formation	des	jonctions	de	type	«	gap	»,	responsables	

de	la	régulation	du	couplage	électrique	entre	les	cardiomyocyte	(Yang	et	al.	2014).	

	

	 Le	 marquage	 au	 rouge	 Sirius	 des	 fibres	 de	 collagène	 montre	 la	 présence	 d’une	 fibrose	

cardiaque	chez	le	mutant.	La	MET	montre	un	élargissement	de	l’espace	inter-cardiomyocytes	chez	le	

mutant	pouvant	affecter	les	flux	entre	les	cardiomyocytes	et	aboutir	à	des	arythmies.	L’espace	inter-

cardiomyocytaire	est	aussi	occupé	par	des	dépôts	de	collagène	confirmant	la	fibrose	observée	avec	le	

marquage	Rouge	Sirius.		La	fibrose	cardiaque	constitue		une	cible	thérapeutique	pour	la	gestion	des	

arythmies	cardiaques	fatales.	L’absence	de	mortalité	chez	le	mutant	Nmrk2	jusqu’à	l’âge	de	24	mois	

ne	plaide	pas	pour	la	présence	d’arythmies	graves	mais	il	serait	néanmoins	intéressant	de	procéder	à	

des	analyses	d’ECG	pour	déterminer	les	paramètres	de	conduction	chez	ce	mutant,	notamment	chez	

des	souris	plus	âgées	encore	pour	tester	cette	hypothèse.		

	

	

Réponse	du	mutant	Nmrk2	à	la	surcharge	de	pression	

NMRK2	se	lie	à	l’hétérodimère	intégrineα7/β1	(Li	et	al.	2003).	Les	molécules	de	signalisation	

intégrines	sont	modulées	suite	à	une	surcharge	de	pression	du	VG.	Les	intégrines	sont	responsables	

de	 la	 transduction	des	 signaux	biomécaniques	par	 l’intermédiaire	de	kinases	cytoplasmiques.	Nous	

avons	soumis	des	souris	contrôles	et	Nmrk2-KO	à	une	surcharge	en	pression	(TAC)	de	long	terme	afin	

de	suivre	l’évolution	des	paramètres	fonctionnels	cardiaques	et	d’étudier	la	survie	des	deux	groupes	

face	 à	 cette	 surcharge	 de	 pression	 chronique.	 Les	 souris	 contrôles	 développent	 une	 réponse	

hypertrophique	compensatoire.	Par	contre,	 les	souris	Nmrk2-KO	développent	une	dilatation	du	VG,	

qui	 commence	deux	 semaines	 suivant	 la	 TAC.	Ceci	 n’a	pas	été	associé	 à	un	 taux	de	mortalité	plus	

élevé	avant	8	semaines.	La	mortalité	s’est	révélée	par	la	suite	légèrement	supérieure		dans	le	groupe	
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mutant	soumis	à	la	TAC	par	rapport	aux	contrôles	mais	le	n	relativement	petit	de	l’étude	ne	permet	

pas	de	conclure	sur	la	significativité.	

L’altération	 du	 remodelage	 du	 VG	 chez	 les	 souris	Nmrk2-KO	 en	 réponse	 à	 cette	 surcharge	

mécanique,	constitue	 le	profil	 typique	de	 l’hypertrophie	cardiaque	excentrique,	caractérisée	par	un	

élargissement	du	diamètre	du	VG	et	un	épaississement	moindre	des	parois	par	rapport	aux	contrôles.	

Ceci	 est	 considéré	 comme	 une	 adaptation	 géométrique	 maladaptative	 vis-à-vis	 des	 conditions	

hypertensives	qui	accélère	l’évolution	vers	l’IC	(Norton	et	al.	2002).	

	

Deux	 semaines	 après	 la	 TAC,	 le	 stade	 où	 nous	 avons	 observé	 le	 début	 du	 remodelage	

excentrique,	 nous	 avons	 effectué	 un	marquage	 laminine	 α2	 qui	montre	 une	 altération	 du	 pattern	

chez	le	mutant	par	rapport	aux	contrôles.	

Le	niveau	d’expression	de	lalaminine	alpha2	est	régulé	au	cours	du	développement	chez	l’homme	et	

les	 rongeurs.	 Son	 niveau	 d’expression	 augmente	 rapidement	 après	 la	 naissance	 pour	 suivre	 la	

croissance	normale	des	cardiomyocytes	puis	diminue	progressivement	jusqu’à	l’âge	adulte.	

Dans	l’hypertrophie	cardiaque	et	l’IC,	le	déséquilibre	entre	la	taille	augmentée	des	CM	et	l’expression	

diminuée	de	la	laminine	α2,	pourrait	contribuer	à	des	propriétés	altérées	du	sarcolemne	(Oliviero	et	

al.	2000).De	même,	un	épaississement	de	la	laminine	dans	la	MEC	a	été	observe	dans	le	cœur	de	rats	

en	IC	induite	par	l’isoproténérol,	et	dans	l’hypertrophie	cardiaque	induite	par	l’infarctus	du	myocarde	

(Grimm	et	al.	1998).	

Nous	avons	observé	un	défaut	similaire	au	niveau	de	 l’organisation	de	 la	 laminine	chez	des	

souris	Nmrk2-KO	au	cours	de	la	maturation	post-natale	tardive	du	cœur	entre	3	et	4	mois.	Au	même	

moment	 leur	 cœur	 commence	 à	 se	 dilater	 et	 la	 fonction	 systolique	 diminue.	 De	 même,	 des	

mutations	 de	 laminine	 alpha2	 qui	 sont	 surtout	 associées	 au	 phénotype	 de	 dystrophie	 musculaire	

(Guicheney	et	al.	1997),	pourraient	être	associées	avec	la	CMD	chez	certains	patients	(Carboni	et	al.	

2011;	Nelson	et	al.	2015).	

Nous	avons	observé	une	augmentation	similaire	de	la	surface	des	CM	et	du	ratio	de	la	masse	

du	coeur	sur	la	masse	du	corpschez	les	deux	groupes	de	souris,	ainsi	que	du	niveau	d’expression	des	

gènes	 de	 stress	 cardiaque	 (ANF	 et	 BNP).	 Le	 niveau	 d’expression	 de	 la	 βMHC	 est	 cependant	

systématiquement	plus	élevé	chez	le	mutant	à	 l’état	basal.	Le	niveau	d’expression	de	l’intégrine	α7	

diminue	 significativement	 chez	 le	 mutant	 uniquement	 après	 TAC,	 sachant	 que	 l’augmentation	 de	

l’expression	l’intégrine	α7	produite	par	des	réponses	compensatoires	ou	induites	par	l’exercice,	a	un	

effet	protecteur	pour	le	muscle	squelettique	et	les	CM	(Liu	et	al.	2012).	De	même	la	surexpression	de	

l’hétérodimère	intégrine	α7β1D	in	vivo,	protège	le	myocarde	de	l’ischémie/réperfusion	(Okada	et	al.	

2013).	
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La	surcharge	hémodyamique	du	VG	résulte	en	une	modulation	du	niveau	de	phosphorylation	

de	FAK	et	de	ERK	et	une	augmentation	du	niveau	d’expression	des	sous-unités	α7	et	β1D,	qui	sont	

exprimées	de	façon	dominante	dans	le	muscle	squelettique	strié	et	auquel	se	lie	NMRK2.	

Par	 conséquent,	 nous	 avons	 évalué	 les	 changements	 des	 niveaux	 de	 phosphorylation	 de	

différentes	molécules	qui	 sont	 connues	pour	 transmettre	de	 signaux	à	par	 tir	des	 intégrines.	Nous	

avons	 analysé	 le	 niveau	 de	 phosphorylation	 de	 la	 paxilline	 car	 elle	 a	 été	 décrite	 comme	une	 cible	

intracellulaire	 régulée	 par	NMRK2	 (MIBP)	 (Li	 et	 al.	 2003).	 ERK1/2	 est	 impliqué	dans	 l’hypertrophie	

cardiaque	 (Haq	 et	 al.	 2000).La	 phosphorylation	 de	 ERK1/2	 et	 de	 la	 paxillineaugmentent	 de	 façon	

similaire	dans	 les	deux	groupes	de	souris.	En	revanche,	 le	niveau	d’expression	de	 la	paxilline	totale	

estplus	faible	chez	le	mutant	à	l’état	basal.	A	ce	stade	il	est	donc	difficile	de	conclure	sur	le	rôle	exact	

de	 NMRK2	 dans	 les	 cascades	 de	 phoshorylation	 en	 aval	 de	 la	 signalisation	 intégrine	 et	 il	 faudrait	

tester	d’autres	cibles	comme	la	FAK	et	l’ILK.	

En	 conclusion,	 à	 ce	 stade	 de	 l’étude,	 nos	 résultats	montrent	 que	 Nmrk2	 est	 requise	 pour	

préserver	 la	 fonction	 et	 la	 structure	 cardiaque.	 A	 l’état	 basal,	 le	 rôle	 de	 Nmrk2	 semble	

essentiellement	 lié	 à	 la	 structuration	 de	 l’espace	 intercellulaire,	 ce	 qui	 pourrait	 être	 lié	 à	 son	 rôle	

dans	la	signalisation	intégrine,	et	Nmrk2	ne	semble	pas	nécessaire	au	maintien	d’un	taux	normal	de	

NAD	dans	le	myocarde,	tel	que	mesuré	par	nos	méthode	de	quantification	basées	sur	l’extraction	en	

éthanol	 70%	 /Hepes	 mais	 peut	 maintenir	 le	 taux	 de	 NAD	 en	 situation	 pathologique	 suite	 à	 un	

traitement	au	NR	(mutants	SRF-HKO	ou	lamine	A	H222P).		

La	caractérisation	de	molécules	thérapeutiques	pouvant	moduler	 la	biosynthèse	du	NAD	en	

lien	avec	la	signalisation	intégrine,	pourrait	offrir	des	perspectives	thérapeutiques	intéressantes	pour	

les	pathologies	 cardiaques	mais	une	 recherche	plus	approfondie	est	nécessaire	pour	 rechercher	et	

comprendre	la	nature	de	cet	éventuel	couplage.	

	

Etude	de	la	réponse	du	mutant	à	l’angiotensine	II		

L’AngII	 est	 un	 acteur	majeur	 du	 remodelage	 cardiaque	 et	 une	 étude	 du	 groupe	 de	 Gupta	

suggérait	qu’elle	diminuait	le	taux	de	NAD+	myocardial	(Pillai	et	al.	2006).Les	échocardiographies	des	

souris	 contrôles	 traitées	 à	 l’Ang	 II	 pour	 une	 durée	 de	 15	 jours,	 montrent	 comme	 attendu	 une	

diminution	de	 la	 FE	et	une	hypertrophie.	 Les	mutants	Nmrk2	qui	ont	une	FE	 réduite	à	 la	base	par	

rapport	aux	contrôles	ne	développent	pas	de	chute	supplémentaire	suite	à	l’administration	d’AngII,	

par	contre	ils	semblent	capables	de	développer	au	moins	partiellement	un	remodelage	concentrique.	

Nous	devrons	toutefois	quantifier	 l’augmentation	de	surface	des	cardiomyocytes	pour	confirmer	ce	

dernier	point.	Alors	que	les	2	autres	enzymes	potentiellement	impliquées	dans	la	synthèse	du	NMN	

(Nmrk1,	Nampt)	sont	réprimées	par	 l’AngII,	Nmrk2	est	maintenue,	voire	légèrement	induite	chez	le	



 84 

contrôle.	 La	 quantification	 du	 NAD	 que	 nous	 avons	 réalisé	 montre	 une	 augmentation	 de	 la	

concentration	en	NAD	total	du	myocarde	chez	les	souris	contrôles	traitées	à	l’AngII	à	l’inverse	de	ce	

qui	a	été	montré	par	le	groupe	de	Gupta.	Dans	les	deux	études,	la	méthode	de	quantification	a	été	la	

même,	une	mesure	de	l’absorbance	à	570	nm	du	sel	de	tétrazolium	MTT	qui	est	réduit	en	formazan	

en	présence	the	phenazine	ethosulfate	par	le	NADH	issu	de	la	conversion	de	l’alcool	en	acetaldehyde		

par	l’alcool	déshydrogenase.	Cependant	nous	avons	utilisé	des	méthodes	d’extraction	différentes.	Le	

groupe	de	Gupta	 a	 effectué	 les	 extractions	de	métabolites	 avec	de	 l’acide	perchlorique	qui	 extrait	

préférentiellement	 le	 NAD+	 mais	 pas	 le	 NADH	 et	 qui	 doit	 être	 neutralisé	 avec	 du	 KClO4	 pour	

stabiliser	les	métabolites.	En	revanche	notre	extraction	de	métabolites	est	effectuée	avec	un	tampon	

éthanol	70%	/	Hepes	10mM	pH	7	qui	permet	de	stabiliser	immédiatement	les	métabolites.		D’après	

une	étude	en	chromatographie	couplée	à	la	spectrométrie	de	masse	réalisée	par	l’équipe	de	Charles	

Brenner	sur	certains	de	nos	échantillons,	nos	extraits	contiennent	70%	de	NAD+	et	30	%	de	NADH.	

Nous	avons	confirmé	ces	données	par	une	approche	de	destruction	sélective	du	NADH	par	chauffage	

en	milieu	acide.	 Les	 résultats	des	deux	études	ne	 sont	donc	pas	directement	 comparables	et	nous	

proposons	des	méthodes	alternatives	pour	 résoudre	 cette	question	 (voire	perspectives	et	 suite	du	

travail	ci	–après).			

Indépendamment	de	ces	considérations,	 l’augmentation	du	taux	de	NAD	 induite	par	 l’AngII	

dans	 nos	 conditions	 de	 mesure	 tend	 à	 être	 moins	 importante	 chez	 les	 mutants	 que	 chez	 les	

contrôles,	 suggérant	que	Nmrk2	pourrait	être	 important	pour	 stimuler	 la	 synthèse	du	NAD	dans	 le	

myocarde	dans	ce	contexte.	Il	faudra	toutefois	augmenter	le	nombre	d’animaux	étudiés	par	groupe	

pour	 vérifier	 si	 la	 tendance	 devient	 significative	 sur	 le	 plan	 statistique.	 Nmrk2	 ne	 serait	 donc	 pas	

requis	pour	le	maintien	du	NAD	dans	le	myocarde	à	l’état	basal	mais	seulement	en	situation	de	stress		

comme	chez	le	mutant	SRF-HKO	ou	suite	à	l’administration	chronique	d’angiotensine	II.		

Il	est	connu	que	l’une	des	caractéristiques	de	l’IC	est	une	déficience	énergétique	du	cœur.	Sirt	1	est	

une	 déacétylase	 régulatrice	 jouant	 multiples	 rôles	 dans	 le	 développement,	 le	 vieillissement	 et	 la	

régulation	métabolique.	La	perte	de	l’activité	de	Sirt1	contribue	au	développement	d’une	CMD	avec	

une	 réduction	 de	 la	 taille	 du	 cardiomyocyte	 et	 des	 anomalies	 de	 fonctions	 mitochondriales,	

suggérant	 que	 la	 Sirt1	 est	 essentielle	 pour	 le	 maintien	 de	 l’intégrité	 mitochondriale	 cardiaque	

(Planavila	 et	 al.	 2012).	 Son	 expression	 est	 diminuée	 chez	 le	 mutant	 à	 l’état	 basal	 à	 un	 niveau	

comparable	 à	 l’effet	 du	 traitement	 AngII	 chez	 les	 contrôles.	 Il	 faudra	 confirmer	 que	 cette	 chute	

d’expression	de	Sirt1	détectée	au	niveau	de	 l’ARNm	est	également	observable	au	niveau	protéique	

par	western	blot.	 Si	 la	 chute	de	Sirt1	est	 confirmée,	on	pourrait	 faire	 l’hypothèse	que	 les	mutants	

présentent	 des	 altérations	 au	 niveau	 de	 la	 fonction	 mitochondriale.	 Cette	 hypothèse	 devra	 être	

vérifiée	 par	 la	 mesure	 des	 capacités	 respiratoire	 (oxymètre)	 et	 la	 quantification	 des	 ROS	



 85 

mitochondriale	 (système	 amplired	 de	 détection	 du	 H2O2	 d’origine	 mitochondriale)	 sur	 des	 fibres	

cardiaques	 isolées	 et	 perméabilisées	 (collaboration	 avec	 J.	 Piquereau	 et	 A.	 Garnier,	 Châtenay	

Malabry).		

	

En	 conclusion,	 mon	 travail	 de	 thèse	 a	 permis	 de	mettre	 en	 évidence	 le	 rôle	 d’une	 kinase	

spécifique	 du	 cœur	 encore	 très	 peu	 étudiée	 chez	 la	 souris	 et	 chez	 l’homme.	 Cette	 kinase	 semble	

jouer	le	rôle	de	«senseur»	du	stress	énergétique	dans	différents	modèles	de	remodelage	cardiaque,	

où	 son	 niveau	 d’expression	 augmente	 significativement.	 NMRK2	 est	 requise	 pour	 une	 fonction	

cardiaque	normale	et	une	structure	correcte	au	cours	du	vieillissement	et	devient	indispensable	pour	

l’homéostasie	 du	 NAD	 au	 stade	 âgé.	 La	 caractérisation	 de	 molécules	 impliquées	 dans	 sa	 voie,	

pourraient	offrir	de	potentielles	options	thérapeutiques	dans	le	contexte	des	maladies	cardiaques.	
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Rôle	de	la	nicotinamide	riboside	kinase	2	dans	le	remodelage	cardiaque	pathologique	

La	 cardiomyopathie	dilatée	 (CMD)	est	une	maladie	 cardiaque	 sévère	 caractérisée	par	une	 fonction	
systolique	 altérée,	 une	 désorganisation	 de	 la	matrice	 extracellulaire	 et	 des	 défauts	métaboliques.	
Dans	différents	modèles	de	CMD,	nous	avons	trouvé	une	forte	augmentation	du	niveau	d’expression	
de	 la	 nicotinamide	 riboside	 kinase	 2	 (Nmrk2)	 impliquée	 dans	 la	 synthèse	 du	 NAD,	 un	 coenzyme	
majeur	du	métabolisme	énergétique	et	une	molécule	de	signalisation	utilisée	par	les	sirtuines	et	les	
poly-ADP	 ribosylpolyérases	 (PARPs).	 La	protéine	NMRK2	est	 similaire	à	 la	«Muscle	 Integrin	Binding	
Protein»	(MIBP)	qui	se	lie	à	l’hétérodimère	intégrine	β1/α7.	Le	rôle	du	gèneNmrk2	dans	le	cœur	n’est	
pas	connu.	Nous	avons	généré	des	souris	Nmrk2-KO	qui	sont	viables	et	fertiles.	Le	souris	Nmrk2-KO	
jeunes	sont	capables	de	développer	une	réponse	hypertrophique	concentrique		normale	en	réponse	
au	 traitement	 avec	 l’angiotensine	 II	 et	 la	 constriction	 aortique	 (TAC)	 mais	 les	 échocardiographies	
progressives	 jusque	8	semaines	post-TAC	et	au	cours	du	vieillissement	à	 l’état	basal,	montrent	une	
diminution	plus	sévère	de	la	FE	et	le	développement	d’une	CMD.	Les	analyses	en	RT-QPR	montrent	
une	 augmentation	 du	 niveau	 d’expression	 de	 l’isoforme	 lente	 β	 de	 la	 chaîne	 lourde	 de	 myosine.	
NMRK2	 n’est	 pas	 requise	 pour	 maintenir	 le	 taux	 global	 de	 NAD	 dans	 le	 cœur	 en	 réponse	 aux	
traitements	 pro-hypertrophiques	 et	 à	 un	 âge	 jeune.	 Au	 cours	 du	 vieillissement,	 les	 niveaux	
d’expression	de	Nmrk1	et	Nampt	sont	diminués	et	à	l’âge	de	24	mois,	les	souris	Nmrk2-KO	montrent	
une	réduction	de	50%	du	niveau	myocardique	en	NAD.	A	ce	stade,	 le	complexe	 intégrine	α7β1	est	
aussi	 réduit.	 Les	 analyses	 en	 immunofluorescence	 et	 la	 microscopie	 électronique	 de	 transmission	
(MET)	 mettent	 en	 évidence	 un	 défaut	 du	 dépôt	 de	 la	 laminine	 au	 niveau	 de	 la	 lame	 basale,	 la	
présence	 d’une	 fibrose	 cardiaque	 et	 un	 élargissement	 de	 l’espace	 intercellulaire	 chez	 le	 mutant	
Nmrk2-KO.	En	conclusion,	NMRK2	est	requis	pour	préserver	la	fonction	et	la	structure	cardiaque	au	
cours	 du	 vieillissement	 et	 se	 révèle	 indispensable	 pour	maintenir	 l’homéostasie	 du	 NAD	 à	 un	 âge	
avancé.	La	caractérisation	de	composants	moléculaires	pouvant	moduler	cette	voie	pourrait	être	une	
option	thérapeutique	dans	le	futur.		
Mots	clés:	cardiomyopathie	dilatée,	NMRK2,	NAD,	intégrine,	fibrose.	
__________________________________________________________________________________	
Role	of	the	nicotinamide	riboside	kinase	2	in	pathological	cardiac	remodeling	

Dilated	cardiomyopathy	 (DCM)	 is	a	severe	heart	disease	characterized	by	reduced	ejection	 fraction	
(EF),	extracellular	matrix	disorganization	and	metabolic	defects.	In	different	mice	models	of	DCM,	we	
found	a	strong	increase	in	the	expression	of	the	nicotinamide	riboside	kinase	2	(Nmrk2)	implicated	in	
the	 synthesis	 of	 NAD,	 a	major	 coenzyme	 in	 energy	metabolism	 and	 a	 signaling	molecule	 used	 by	
sirtuins	 and	poly-ADP	 ribosylpolymerases	 (PARPs).	NMRK2	protein	 is	 similar	 to	 the	muscle	 integrin	
binding	protein	(MIBP)	that	binds	to	the	integrin	α7β1	heterodimer.	The	role	of	Nmrk2	in	the	heart	is	
unknown.	 We	 generated	 Nmrk2-KO	 mice	 that	 were	 viable.	 Young	 Nmrk2-KO	 mice	 were	 able	 to	
develop	 a	 normal	 cardiac	 hypertrophic	 response	 to	 angiotensin-II	 exposure	 and	 transverse	 aorta	
constriction	(TAC)	but	follow-up	echocardiography	until	8	weeks	post-TAC	and	during	aging	from	5	to	
24	months	revealed	a	more	severe	decrease	in	the	EF	and	the	development	of	a	DCM	phenotype.	RT-
qPCR	 analysis	 of	 cardiac	 mRNAs	 showed	 an	 increase	 in	 the	 slow,	 cardiac,	 β	 myosin	 heavy	 chain	
isoform	 starting	 at	 12	 months.	 NMRK2	 was	 not	 essential	 to	 maintain	 myocardial	 NAD	 levels	 in	
response	 to	 pro-hypertrophic	 treatments	 and	 in	 young	 adults.	 However	 Nmrk1	 and	 Nampt	
expression	 level	 declined	 strongly	 with	 aging	 and	 Nmrk2-KO	 mice	 displayed	 a	 50%	 reduction	 in	
myocardial	 NAD	 levels	 at	 24	 months.	 The	 α7β1	 integrin	 complex	 was	 repressed	 at	 this	 age.	
Immunofluorescent	analyses	and	electron	microscopy	revealed	a	defect	in	laminin	deposition	in	the	
basal	lamina,	the	presence	of	cardiac	fibrosis	and	enlarged	intercellular	space	in	the	Nmrk2-KO	heart.	
The	Nmrk2gene	 is	 required	to	preserve	cardiac	 function	and	structure	during	aging	and	becomes	a	
major	 component	 of	 the	 NAD	 biosynthetic	 pathways	 at	 late	 age.	 Molecular	 characterization	 of	
compounds	modulating	this	pathway	could	give	future	therapeutic	prospect.	
Keywords:	Dilated	cardiomyopathy,	NMRK2,	NAD,	Integrin	signaling,	fibrosis. 


