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RESUME 

Les maladies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou 

de Huntington se caractérisent par une déconnexion synaptique et une dégénérescence des 

axones précoces, menant à la mort spécifique d’une population neuronale. Les niveaux 

intracellulaires de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), co-facteur essentiel dans le 

fonctionnement cellulaire et dans le maintien de l’intégrité de l’axone, sont fortement 

diminués lors de ces pathologies et l’augmentation des taux de NAD+ via l’utilisation de 

précurseurs de biosynthèse est ainsi une stratégie thérapeutique dans la prévention de ces 

maladies. Parmi ces précurseurs, le nicotinamide riboside (NR) semble être un bon candidat 

comme le suggère sa capacité à retarder la dégénérescence axonale dans le système nerveux 

périphérique (SNP). De plus, une voie extracellulaire, suggérant la conversion du NAD+ en 

NR nécessaire à son effet sur les cellules, a récemment été mise en évidence dans des lignées 

cellulaires et dans le SNP. L’objectif de mon projet de thèse a donc été d’étudier et de 

comparer les effets du NAD+ et du NR et de décrire leur métabolisme dans un modèle de 

dégénérescence axonale dans le système nerveux central (SNC). 

Pour cela, un modèle de stress excitotoxique a été mis au point sur des neurones 

corticaux mis en culture dans des dispositifs microfluidiques afin d’étudier les effets du 

NAD+ et de ses précurseurs sur la mort neuronale et la dégénérescence des axones. Pour la 

première fois, nous montrons que le NR protège de la dégénérescence axonale dans des 

neurones issus du SNC, de manière plus efficace que le NAD+. L’effet différentiel de ces 

deux métabolites a également été confirmé dans un modèle d’excitotoxicité in vivo. Le NR 

permet une augmentation intracellulaire des taux de NAD+, suggérant ainsi que l’intégrité 

axonale est entièrement dépendante de ce co-facteur. 

Les effets du NAD+ et du NR ont ensuite été caractérisés dans un modèle de 

neurodégénérescence induite par une déplétion aigüe en NAD+. De manière surprenante, nous 

montrons un effet protecteur total à la fois du NAD+ et du NR, suggérant une adaptation du 

métabolisme du NAD+ dans ce paradigme, notamment sa conversion en NR. Nous avons ainsi 

analysé la pertinence de cette voie de conversion extracellulaire à l’aide de plusieurs agents 

pharmacologiques : celle-ci semble limitée lors d’un stress excitotoxique mais complète lors 

d’une déplétion totale en NAD+. Nos résultats démontrent donc une métabolisation 

extracellulaire du NAD+ dépendante du paradigme neurotoxique.  
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En conclusion, ce travail démontre un fort potentiel protecteur du NR dans le SNC et 

ouvre de nouvelles voies thérapeutiques dans la prévention des processus neurodégénératifs. 
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ABSTRACT 

Synaptic and axonal degeneration (AD) are major events in neurodegenerative 

diseases. Furthermore, levels of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+), an important 

coenzyme for axonal integrity, are strongly reduced in different degeneration models. 

Enhancing cellular NAD+ synthesis by addition of biosynthesis precursors is one of the 

numerous therapeutic strategies against neuronal pathologies. Among these precursors, 

nicotinamide riboside (NR) is a good candidate as it has already been shown to delay AD in 

peripheral nervous system (PNS). Moreover, it was previously described in cell lines and in 

PNS that NAD+ is metabolized to NR via an extracellular pathway before entering into the 

cell. During my thesis project, we analyzed the role of NR metabolism to prevent 

degeneration processes in the central nervous system.  

We used a NMDA-induced excitotoxicity model in primary cortical neurons cultured 

in microfluidic devices to explore NAD+ and NR effects on neuronal death and AD. For the 

first time, we showed that both NAD+ and NR reduce NMDA-induced AD. NR protective 

effect is more potent than NAD+ and mainly restricted to the axonal compartment. We 

confirm differential effect of these two metabolites in an in vivo ischemic model. Moreover, 

we showed that NMDA-induced intracellular NAD+ depletion is reverted after NR 

application, suggesting that axonal integrity is totally dependent on NAD+ local metabolism. 

Moreover, characterization of NR and NAD+ effects has been performed in a complete 

NAD+ depletion paradigm. Surprisingly, NAD+ and NR have the same strong effect in this 

model, protecting equally neuronal death and axonal degeneration. These results suggest an 

adaptation of NAD+ metabolism in this paradigm, possibly through NAD+ conversion to NR. 

We next examine this extracellular pathway on cortical neurons using different 

pharmacological inhibitors and found that extracellular NAD+ conversion to NR seems 

limited in the excitotoxic paradigm but effective in the NAD+ depletion paradigm. These 

results suggest that NR and NAD+ metabolism depend on the neurotoxic paradigm. 

Our results demonstrate for the first time that NR has a strong and local neuro-

protective effect on AD in several neurotoxic paradigms. These findings open new therapeutic 

strategies to prevent neurodegenerative diseases. 
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Les chiffres clés : 
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INTRODUCTION 

 

PREAMBULE 
 

Mon projet de thèse consiste en la caractérisation comparée des effets protecteurs du 

NAD+ et de ses métabolites vis à vis de la dégénérescence axonale lors d’un stress 

excitotoxique. Je vais donc au cours de cette introduction détailler les trois axes qui découlent 

de ce sujet : la dégénérescence de l’axone, le métabolisme du NAD+ et le processus 

excitotoxique. Mais je souhaiterais également relier ces notions aux processus 

neurodégénératifs dans leur globalité. Pour comprendre quelles sont les implications de mon 

projet dans la recherche sur les maladies neurodégénératives, je vais débuter cette 

introduction avec une revue des différentes pathologies neurodégénératives afin de mettre en 

évidence : 1) l’importance de l’étude de ces maladies dans la société ; 2) Les caractéristiques 

spécifiques de cinq maladies neurodégénératives à forte prévalence ; 3) Les mécanismes 

communs à ces maladies, dans lesquels on retrouvera les trois axes de mon projet : une 

dérégulation glutamatergique, une diminution des taux de NAD+ lors du vieillissement ou des 

maladies neurodégénératives et l’apparition de lésions axonales dans les étapes précoces des 

pathologies. Ce premier chapitre ne se veut pas exhaustif et certaines notions seront 

volontairement éclipsées. Le cœur de mon sujet de thèse sera appréhendé dans les chapitres II 

à IV. Dans le chapitre II, j’exposerais les connaissances actuelles sur les mécanismes de 

dégénérescence axonale et mettrait en évidence l’importance du NAD+ dans l’intégrité de 

l’axone. Ensuite, à travers l’étude du métabolisme du NAD+, nous pourrons voir l’intérêt du 

nicotinamide riboside en tant que précurseur du NAD+. Enfin, je détaillerais le processus 

pathogène d’excitotoxicité, mécanisme commun aux maladies neurodégénératives et aux 

lésions cérébrales aigües. 





 

 

CHAPITRE I : 

LES MALADIES NEURODEGENERATIVES 
 

Les maladies neurodégénératives forment une grande famille de pathologies 

chroniques affectant le système nerveux central (SNC). Elles se caractérisent par une 

évolution lente et par le dysfonctionnement et la perte progressive de cellules nerveuses, en 

particulier de neurones, localisées dans des régions spécifiques du cerveau. Ces maladies 

englobent la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la 

sclérose latérale amyotrophique (SLA) et bien d’autres. Ces pathologies se manifestent par 

des signes cliniques variées : troubles cognitifs, comportementaux, moteurs et/ou sensoriels. 

La prévalence de ces maladies augmente d’année en année, particulièrement dans les pays 

développés où l’on constate un vieillissement sans précédent de la population. La recherche 

dans ce domaine est donc devenue un enjeu majeur et fait l’objet de programmes de recherche 

européen (JPND research) et français. Comme nous allons le voir dans la suite de ce chapitre, 

ces maladies partagent certaines caractéristiques et mécanismes moléculaires et cellulaires. 

Nous avons ainsi décidé dans le cadre de mon projet de thèse de ne pas étudier une maladie en 

particulier mais un processus pathogène commun à ces maladies : l’excitotoxicité. Nous 

reviendrons en détails sur ce processus dans le chapitre IV. Pour le moment, je souhaiterais 

revenir sur les maladies neurodégénératives afin de mettre en avant l’importance de la 

recherche dans ce domaine : la diversité de ces maladies, le lien entre vieillissement et 

neurodégénérescence, les mécanismes cellulaires et moléculaires communs et la place 

centrale de la dégénérescence axonale dans ces pathologies. 

I. Généralités 
 

 Chiffres clés et enjeux sanitaires et sociétaux I.1.

Un tiers de la population européenne (soit 179 millions d’individus) est touché par au 

moins un trouble du cerveau. Toutes les maladies liées au système nerveux et au cerveau ont 

couté près de 800 milliards d’euros à l’Europe en 2010. Les enjeux dans le domaine des 

pathologies du système nerveux sont donc considérables tant du point de vue médical que 

sociétal et économique. La maladie la plus courante est la maladie d’Alzheimer :	elle touche 1 

personne sur 20 à partir de 65 ans, et plus d’1 personne sur 8 après 80 ans. Dans le monde, on 

dénombre 25 millions de personnes atteintes par cette maladie. Ce chiffre devrait doubler 
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d’ici à 2030 pour atteindre 50 millions dans le monde, et plus que tripler d’ici à 2050 pour 

atteindre 80 millions. Cette évolution phénoménale de la maladie est reliée directement au 

vieillissement de la population car, comme on le détaillera plus tard, il a été montré que celui-

ci est l’un des principaux facteurs de risques des maladies neurodégénératives. Ainsi, nous 

sommes tous amenés à être affectés directement ou via des proches par ces pathologies. Les 

chiffres exposés précédemment nous montrent l’importance et l’urgence de la situation. La 

prise en charge des malades, l’accès aux soins, l’aide médicale et le soutien aux familles 

engendrent des coûts colossaux et fait des maladies neurodégénératives une préoccupation 

centrale. En 2007, la maladie d’Alzheimer a été désignée « grande cause nationale » après le 

cancer et le sida. Bénéficiant d’une médiatisation croissante ces vingt dernières années, la 

maladie d’Alzheimer est progressivement devenue une véritable priorité de santé publique. 

Plusieurs plans Alzheimer ont ainsi vu le jour depuis les dix dernières années. Depuis 2014, 

un nouveau programme a été mis en place en France : le plan maladies « neuro-dégénératives 

2014-2019 ». Contrairement au précédent, celui-ci ne se limite pas à la maladie d’Alzheimer 

mais se veut transversal afin de créer davantage de synergie entre les actions de recherche, les 

soins et l’accompagnement des personnes concernées par une problématique commune, celle 

de la protection neuronale. Ce plan est doté d’un budget de 470 millions d’euros, dont la 

moitié est consacrée à la recherche et l’autre moitié au renforcement des dispositifs médicaux-

socio existants.  

Figure 1 : Importance relative de cinq maladies neurodégénératives : prévalence et coût (par personne et par an). 

La compréhension et le traitement des maladies du système nerveux sont donc au cœur 

des recherches effectuées en laboratoire aujourd’hui. L’enjeu est de proposer des traitements à 

courts termes qui permettraient, non seulement, de soulager les malades et d’aider leur 

Maladie	d’Alzheimer	
-  Prévalence	=	850	000	
-  Coût	:	16	500	€	

Maladie	de	Parkinson	
-  Prévalence	=	150	000	
-  Coût	:	11	000	€	

Scléroses	en	plaques	
-  Prévalence	=	80	000	
-  Coût	:	27	000	€	

Maladie	de	Hun:ngton	
-  Prévalence	=	6	000	
-  Coût	:	nc	

Sclérose	latérale	amyotrophique	
-  Prévalence	=	8	000	
-  Coût	:	nc	
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entourage mais également de prévenir les processus neurodégénératifs voire de les guérir. Le 

projet de thèse que je présente dans ce manuscrit s’inscrit dans cette démarche. Mon travail a 

ainsi pour vocation d’étudier et de faire avancer la compréhension d’un événement central des 

maladies neurodégénératives qu’est la dégénérescence axonale et du rôle du NAD+ et de son 

métabolisme dans la prévention de celle-ci. 

 

 Les maladies neurodégénératives chroniques I.2.

Nous venons de voir l’importance de la recherche sur les maladies 

neurodégénératives. Avant de décrire les mécanismes moléculaires et cellulaires communs à 

ces maladies, je souhaite décrire les principales pathologies afin de mettre en exergue la 

diversité des symptômes et des signes cliniques et de montrer la difficulté d’appréhension des 

maladies neurodégénératives dans leur ensemble. 

Figure 2 : Résumé des symptômes et signes cliniques et de la neuropathologie associée dans les maladies d’Alzheimer, 
Parkinson, Huntington, la SLA et les scléroses en plaques. 

I.2.a. Maladie d’Alzheimer 

Comme indiqué précédemment, la maladie d’Alzheimer est la maladie 

neurodégénérative à plus forte prévalence. Elle a été décrite pour la première fois en 1906 par 

Aloïs Alzheimer. Concernant les symptômes, ils se manifestent par une perte progressive de 

la mémoire, touchant dans les premières années de la maladie seulement les souvenirs très 

Maladies	Neurodégénéra0ves	

Maladie	d’Alzheimer	

Maladie	de	Parkinson	

Scléroses	en	plaques	

Maladie	de	Hun0ngton	

Sclérose	latérale	
amyotrophique	

-  Trouble	de	la	mémoire	
-  Perte	de	fonc4ons	

intellectuelles	supérieures	
	

-  Bradykinésie	
-  Rigidité	
-  Tremblements	de	repos	
	

-  Paralysie	progressive	de	
l’ensemble	de	la	
musculature	striée	

-  Troubles	moteurs	
-  Troubles	cogni4fs	
-  Troubles	psychiatriques	
	

-  Troubles	de	la	motricité	

-  Enchevêtrements	
neurofibrillaires	

-  Plaques	amyloïdes	
	

-  Corps	de	Lewy	
-  Neurites	de	Lewy		
	

-  Dégénérescence	des	
motoneurones	

	

-  Inclusions	nucléaires	
Hun4ng4ne	mutée	

	

-  démyélinisa4on	des	fibres	
nerveuses	du	cerveau,	de	
la	moelle	épinière	et	du	
nerf	op4que	

	

Symptômes	 Neuropathologie	
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récents. Cependant, cette atteinte neurologique s’étend par la suite et touche des parties plus 

larges du cerveau, entrainant alors des déficits cognitifs plus sévères. Les patients manifestent 

alors des troubles du langage (aphasie), des difficultés à reconnaître certains stimuli (agnosie), 

une incapacité à exécuter certains gestes (apraxie) mais également des troubles de l’humeur 

(anxiété, dépression, irritabilité, etc.).  

D’un point de vue neuropathologique, elle se caractérise par une lente dégénérescence 

des neurones qui débute au niveau de l’hippocampe puis s’étend à d’autres régions du 

cerveau. Deux types de lésions sont à l’origine de la neuropathologie : d’une part, 

l’accumulation de peptide amyloïde β (Aβ) à l’extérieur de la cellule formant des plaques 

amyloïdes neurotoxiques ; d’autres part, la modification de la protéine Tau qui conduit à la 

formation d’enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires menant à la désorganisation des 

microtubules puis à la mort du neurone. 

• Atrophie corticale 

Figure 3 : Perte neuronale chez les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer observée par IRM. Les patients atteints de 
la maladie (B) présentent une atrophie corticale particulièrement au niveau de l’hippocampe et un élargissement des 
ventricules cérébraux par rapport au sujet contrôle (A) (Duara et al., 2008). 

Grâce à l’émergence de nouvelles techniques d’imagerie médicale (IRM, PET scan), il 

a été montré que le volume et le poids des cerveaux de sujets malades diminuent fortement au 

cours de la pathologie : le cerveau peut ainsi perdre 8 à 10 % de son poids chez les sujets 

atteints par la maladie contre 2% chez les sujets sains. Ces pertes touchent principalement des 

zones spécifiques du cerveau (région de l’hippocampe, amygdale temporale et pôle temporal). 

• Les plaques amyloïdes 

Les plaques amyloïdes correspondent à l’accumulation extracellulaire du peptide Aβ1-

42. Celui-ci provient de la dégradation spécifique de la glycoprotéine membranaire APP (pour 

Amyloid Protein Precursor) par deux enzymes. En effet, la β-sécrétase et la γ-sécrétase 

hydrolysent conjointement cette protéine pour libérer trois fragments : le premier contenant la 
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partie N-terminale, le second contenant la partie C-terminale et le troisième correspondant au 

peptide Aβ. Cette dégradation est appelée voie amyloïdogénique et elle conduit à la formation 

d’une variété de peptides Aβ (De Strooper and Annaert, 2010). Parmi ceux-ci, les plus étudiés 

et connus sont les peptides Aβ1-40 et Aβ1-42, composés respectivement de 40 et 42 résidus 

d’acides aminés. L’Aβ1-42 a tendance à s’agréger plus facilement et sa formation est 

augmentée de manière sélective durant la maladie. L’agrégation se déroule en plusieurs étapes 

et passe par la formation de différents types de complexes peptidiques : le peptide Aβ, 

initialement sous forme monomérique s’accumule et forme des oligomères, des fibrilles puis 

des plaques amyloïdes. Le rôle de ces différents complexes sur la dégénérescence des 

neurones n’est pas encore parfaitement connu. Les oligomères ont été montrés pour être 

cytotoxiques et induire directement le mort neuronale (Viola and Klein, 2015). Les plaques 

amyloïdes participent à l’inflammation des neurones et au déclenchement des 

dégénérescences neurofibrillaires (Selkoe and Hardy, 2016). 

Figure 4 : Clivage de l’APP par les enzymes α, β et γ sécrétases puis formation des différents complexes de peptides 
Aβ1-42. 

Cependant, il a également été décrit une voie non-amyloïdogénique, durant laquelle la 

protéine APP est clivée par l’enzyme α-sécrétase. Dans ce cas, la coupure engendre la 

formation de l’APPα qui peut protéger les neurones contre la toxicité de l’amyloïde-β. Les 

présénilines 1 et 2 (PS1, PS2) sont deux enzymes intervenant dans l’activité de la γ-sécrétase  

qui sont susceptibles de modifier le clivage de l’APP (De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 

1999). 
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• Enchevêtrements neurofibrillaires Tau 

La protéine Tau (Tubulin Associated Unit) joue un rôle important dans la physiologie 

neuronale. Comme son nom l’indique, il s’agit d’une macromolécule associée à la tubuline, 

constituant majoritaire des microtubules impliqués dans la formation du cytosquelette des 

axones. Les protéines Tau se positionnent perpendiculairement à l'axone et assurent la rigidité 

des microtubules ainsi que le transport axonal. Chez les sujets malades, la protéine Tau est 

hyperphosphorylée, ce qui entraîne son détachement des microtubules, son accumulation dans 

le corps cellulaire et finalement la formation d’enchevêtrements neurofibrillaires menant à la 

mort du neurone. La présence de ces lésions n’est pas spécifique à la maladie d’Alzheimer : 

on retrouve également ce type de dépôts dans les maladies de Parkinson, de Pick, le syndrôme 

de Down et les démences fronto-temporales (FTD pour Fronto-Temporal Dementia) (Goedert 

and Jakes, 2005). L’ensemble de ces maladies est regroupé sous le nom de tauopathies. 

Figure 5 : L’hyperphosphorylation de Tau entraîne son détachement des microtubules puis son agrégation et la 
formation des enchevêtrements neurofribrillaires. 

Comme je l’ai dit précédemment, mon projet de thèse ne s’inscrit pas dans l’étude 

d’une pathologie en particulier et je ne vais pas m’étendre sur la neuropathologie de la 

maladie d’Alzheimer. Cependant, je souhaiterais souligner la difficulté de compréhension des 

mécanismes associés à cette pathologie et leurs aspects multi-paramétriques. En effet, il existe 

de nombreux facteurs génétiques et environnementaux qui peuvent jouer un rôle important 

dans la mise en place des lésions (plaques amyloïdes et enchevêtrements neurofibrillaires) et 

donc dans le développement de la maladie. La forme sporadique de la maladie est la forme la 

plus répandue, concernant 95 à 99% des cas, mais son origine reste peu connue tandis que la 

forme héréditaire qui se définit par une apparition précoce de la maladie est liée à des 

mutations génétiques spécifiques de l’APP et des gènes codant PS1 et PS2. En ce qui 

concerne les facteurs environnementaux, ils sont nombreux et leur rôle respectif n’est pas 
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encore totalement élucidé. Cependant, nous savons aujourd’hui que l’âge (directement lié à la 

maladie), le sexe (les femmes présentent un risque accru), le niveau d’éducation, un taux 

élevé de cholestérol, des carences vitaminiques et l’hypertension artérielle peuvent tous 

influer sur le développement de la pathologie.  

 

I.2.b. Maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson est la deuxième maladie neurologique la plus fréquente : on 

dénombre 150 000 cas en France. Elle débute généralement entre 50 et 70 ans et elle a été 

dépistée en 1817 par l’anglais James Parkinson. Elle se caractérise par l’apparition de troubles 

moteurs : akinésie (lenteur des mouvements), une rigidité ou hypertonie des muscles, et des 

tremblements lents et peu amples, signe prédominant de la pathologie. Ces symptômes 

évoluent de manière lente sur une dizaine d’années et s’aggravent progressivement entrainant 

finalement une invalidité et une perte d’autonomie pour les personnes atteintes. Aujourd’hui, 

les seuls traitements de la maladie de Parkinson sont symptomatiques. Ils permettent une 

amélioration des conditions de vie et une diminution des symptômes mais ils ne sont efficaces 

que sur une partie des patients et ils ne permettent pas la guérison des malades. De 

nombreuses recherches restent à effectuer pour d’une part diagnostiquer plus tôt la maladie et 

d’autres part trouver des solutions thérapeutiques pour bloquer l’évolution de la pathologie et 

guérir les patients atteints. D’un point de vue neuropathologique, la maladie de Parkinson se 

manifeste par la dégénérescence de neurones principalement dopaminergiques présents dans 

la substance noire et qui projettent leur axone dans le striatum. Ces neurones produisent la 

dopamine, neurotransmetteur indispensable dans le contrôle des mouvements du corps. Leur 

dégénérescence au sein de la substance noire induit alors la perte de la neurotransmission 

dopaminergique dans le striatum et l’apparition des premiers symptômes. Cette perte 

neuronale est à relier avec l’apparition d’inclusions protéiques intracellulaires, appelés corps 

de Lewy, constitués par l’accumulation d’α-synucléine. 

La maladie de Parkinson se manifeste de manière sporadique et serait liée à l’influence 

de plusieurs facteurs environnementaux. Ainsi, il a été montré que l’utilisation ou la proximité 

avec un composé présent dans les pesticides et les insecticides, le MPP+, peut provoquer chez 

les personnes concernées l’apparition de la maladie (Langston and Ballard, 1983). Par 

ailleurs, il a également été suspecté que l’exposition aux métaux et les traumatismes crâniens 

sont des facteurs de risques de la pathologie. Finalement, des études cliniques semblent 

montrer que le vieillissement peut être directement relié à la maladie de Parkinson : le 
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risque de développer la maladie étant significativement accrue après 60 ans (en 1997, la 

prévalence passait de 0,6% entre 65 et 69 ans à 3,5% entre 85 et 89 ans) (De Rijk et al., 

1997). Cependant, quelques formes familiales de la maladie ont été décrites et mettent en 

cause des mutations spécifiques, pouvant impliquer l’α-synucléine, la parkine (PARK2), 

l’ubiquitine hydrolase L1 (UCH-L1), la leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2), la PTEN-

induced putative kinase 1 (PINK-1) et un senseur de stress oxydant (DJ-1) dont nous 

reparlerons ultérieurement (Lubbe and Morris, 2014). Ces protéines sont impliquées dans 

différentes fonctions cellulaires telles que la physiologie synaptique, la mitochondrie, le stress 

oxydant ou encore le système ubiquitine protéasome (UPS pour Ubiquitin-Proteasome 

System) (Martin et al., 2010).  

 

I.2.c. Maladie de Huntington 

La maladie de Huntington est une maladie héréditaire et orpheline qui se traduit par 

une dégénérescence neurologique entrainant d’importants troubles moteurs, cognitifs et 

psychiatriques. Elle fut décrite pour la première fois en 1872 par Georges Huntington. D’un 

point de vue clinique, la maladie de Huntington se déclare généralement entre 35 et 42 ans et 

conduit à la mort 15 à 20 ans après le début de la pathologie. On dénombre 4 à 8 cas pour 

100000 personnes, soit environ 6000 malades en France. Les symptômes se manifestant dans 

la maladie évoluent continuellement au cours du temps. L’un des premiers signes de la 

maladie, survenant la plupart du temps avant les troubles moteurs, est le changement de 

personnalité du sujet malade. Celui-ci peut se traduire par une apathie, une agressivité, une 

irritabilité voire une dépression qui peuvent être difficile à gérer pour l’entourage. Des 

troubles cognitifs sont également un signe de la maladie : un ralentissement des processus 

intellectuels est décrit ainsi que des troubles du langage. Le signe caractéristique de la 

maladie de Huntington est l’apparition de mouvements choréiques typiques (la maladie de 

Huntington est d’ailleurs également connue sous le nom de chorée de Huntington). Ces 

mouvements sont décrits comme involontaires, imprévisibles, brefs, irréguliers, arythmiques, 

assez stéréotypés, de grande amplitude, associés à une hypotonie et à une incoordination 

motrice à l’origine de troubles de l’équilibre et de difficultés de la marche. Les sujets atteints 

par la maladie présentent également des troubles de l’élocution et de déglutition. On 

comprend donc la portée fortement et rapidement handicapante de cette maladie. Aujourd’hui, 

il n’y a aucun traitement connu et les patients succombent en général de complications 

induites par les différentes manifestations de la maladie. 
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Contrairement aux deux précédentes pathologies majoritairement sporadiques, la 

maladie de Huntington est une maladie à expansion de glutamine qui se transmet de manière 

héréditaire autosomique dominante. Le gène associé à la maladie, appelé IT15, est localisé sur 

le bras court du chromosome 4. Il contient une répétition du codon CAG qui est polymorphe 

et instable. La mutation de ce gène entraine la maladie lorsque l’expansion de la répétition 

dépasse 40 codons CAG, induisant alors le développement d’un nombre élevé de résidus 

glutamine dans la partie N-terminale de la protéine huntingtine. Une des caractéristiques de 

cette maladie est le phénomène d’anticipation. En effet, il a été montré que le nombre de 

répétitions CAG tend à augmenter au cours des générations successives. De plus, il existe une 

forte corrélation inverse entre la taille de la répétition CAG dans le gène IT15 et l’âge 

d’apparition des symptômes : plus la répétition CAG est longue, plus les symptômes se 

déclarent précocement (Gusella and MacDonald, 2000). D’un point de vue 

neuropathologique, la maladie de Huntington se manifeste principalement par une 

dégénérescence des neurones du striatum, tout d’abord dans le noyau caudé puis dans le 

putamen. La perte neuronale évolue progressivement et finit par atteindre le cortex cérébral 

aux stades tardifs de la maladie. Cette perte neuronale est liée à la formation d’inclusions 

protéiques nucléaires et cytoplasmiques de la huntingtine mutée. En effet, la mutation entraîne 

un changement conformationnel de la protéine qui a alors tendance à s’accumuler et à 

s’agréger. Cependant, les mécanismes précis qui sont impliqués dans le processus 

pathogénique de la huntingtine mutée demeurent mal connus. La manière dont la mutation de 

la huntingtine, protéine ubiquiste ayant de nombreuses fonctions biologiques dans la cellule, 

provoque l’apparition et l’évolution de la maladie mène à des considérations qui dépassent le 

cadre de ce manuscrit.  

 

I.2.d. Sclérose latérale amyotrophique (SLA) 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), également appelée maladie de Charcot, 

touche environ 8000 personnes en France (soit 1/10 000). Il s’agit d’une maladie 

neurodégénérative gravissime touchant principalement le système moteur. La maladie se 

déclare à l’âge adulte entre 40 et 80 ans et évolue très rapidement en 3 à 5 ans vers la 

paralysie complète et le décès du malade par paralysie des muscles respiratoires. En effet, la 

pathologie se caractérise par une dégénérescence des motoneurones qui conduisent 

l’information du cerveau jusqu’aux muscles. La perte de ces neurones entraine 

l’affaiblissement et l’atrophie des muscles, affectant ainsi la dextérité et la démarche. 
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Les patients manifestent également des signes bulbaires : difficulté de langage et de 

déglutition. Il n’y a actuellement pas de traitement curatif de la maladie mais plusieurs 

traitements symptomatiques sont aujourd’hui utilisés pour améliorer le confort de vie des 

patients et leur permettre une autonomie un peu plus longue. Tandis qu’une majorité des cas 

(90%) de SLA apparaissent de manière sporadique, on dénombre également environ 10% de 

forme familiale de la maladie. Différentes mutations sur plusieurs gènes ont été identifiées 

pour leur rôle dans l’apparition de la SLA dans les formes familiales. Parmi celles-ci, on peut 

citer les mutations du gène SOD1 (superoxide dismutase), décrit comme un antioxydant 

essentiel au fonctionnement cellulaire ; du gène TDP-43, répresseur transcriptionnel dont la 

forme hyper-phosphorylée, ubiquitinylée et clivée est également impliquée dans les formes 

familiales de FTD; du gène C9ORF72, codant une protéine décrite dans le cytoplasme des 

neurones ainsi que dans les terminaisons synaptiques et impliquées dans les formes familiales 

de FTD et de SLA. (Kiernan et al., 2011)  

Encore une fois, on se retrouve confronté à une maladie aux conséquences tragiques 

pour laquelle aucun traitement n’est aujourd’hui établi. Les voies moléculaires conduisant à la 

dégénérescence des motoneurones observés chez les patients ne sont pas clairement 

identifiées. Les mécanismes impliqués dans la maladie semblent donc complexes et englobent 

un ensemble de processus neuronaux, tels que les facteurs génétiques, l’agrégation de 

protéines, le stress oxydatif, l’excitotoxicité, des dysfonctionnements mitochondriaux, des 

perturbations du transport axonal, des défauts de l’appareil de Golgi ou encore l’implication 

des cellules gliales (Kiernan et al., 2011). 

 

I.2.e. Scléroses en plaques 

La sclérose en plaques est une maladie du SNC dans laquelle le système immunitaire 

est défaillant. Elle se caractérise par une réaction inflammatoire entrainant la destruction de la 

gaine de myéline qui protège les axones et facilite l’influx nerveux. Des attaques 

inflammatoires répétées au niveau de cette gaine vont donc altérer le transfert de cet influx 

nerveux et entraîner des troubles moteurs, des troubles sensitifs, des troubles de l’équilibre et 

des troubles visuel. Cette maladie concerne 80 000 personnes en France et se manifeste entre 

20 et 50 ans. Contrairement aux autres maladies décrites précédemment, la sclérose en 

plaques peut se présenter sous deux formes différentes. La plupart du temps, la maladie se 

manifeste par poussées successives, de quelques jours à plusieurs semaines, durant lesquelles 

les différents symptômes se manifestent. Ces phases sont suivies par une rémission du 
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sujet mais peuvent laisser des séquelles irréversibles. Il s’agit de la forme rémittente et elle 

concerne 85% des cas. La seconde forme est dite progressive : elle apparaît généralement plus 

tardivement et il n’y a aucune phase de rémission observée. Quelque soit la forme de la 

pathologie, celle ci se révèle irrémédiablement handicapante pour les sujets atteints et influe 

sur l’espérance de vie des personnes affectées (diminution de 5 à 10 ans).  

Figure 6 : Les formes des scléroses en plaques. La forme rémittente caractérisée par des poussées et des zones de rémission 
(RR) et la forme progressive sans phase de rémission (PP). (tiré de https://blog.servier.fr/bientot-un-traitement-pour-toutes-
les-formes-de-la-sclerose-en-plaques/) 

Plusieurs hypothèses ont été formulées pour expliquer les mécanismes impliqués dans 

la destruction de la gaine de myéline et le dysfonctionnement de la réponse immunitaire. Des 

causes génétiques et environnementales, infectieuses ou non, ont déjà été proposées (Ascherio 

and Munger, 2007a, 2007b) et de nombreuses équipes de recherche travaillent aujourd’hui 

pour identifier les voies moléculaires engagées dans le décours de la maladie et ainsi 

développer des traitements efficaces. 

 

 Lésion neuropathologique aigüe : l’ischémie I.3.

I.3.a. Les accidents vasculaires cérébraux 

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont définis comme des déficits 

neurologiques soudain d’origine vasculaire. L’AVC est une maladie fréquente et grave, 

représentant la quatrième cause de mortalité et la première cause de handicap acquis chez 

l’adulte (Go et al., 2013). L’AVC est également la deuxième cause de démence après la 
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maladie d’Alzheimer (Murray and Lopez, 1997). Les handicaps acquis par les malades sont 

liés à des déficits moteurs (paralysies) ou sensitifs, à des troubles du langage (aphasie) et 

également à des troubles cognitifs. Ces séquelles fortement handicapantes sont conservées 

chez environ 70% des patients qui survivent à un AVC. 

 

I.3.b. L’ischémie cérébrale 

Figure 7 : L’ischémie cérébrale. (A) Schéma représentant le processus ischémique induit par l’obstruction d’une artère par 
un caillot (embolie). Initialement, la lésion est restreinte à une région spécifique appelée cœur de l’ischémie puis elle se 
propage et forme la pénombre. (B) Impact au cours du temps du processus ischémique et mécanismes moléculaires observés 
(Deplanque, 2006). 

Les AVC sont dus, dans 87% des cas, à une ischémie cérébrale (également connue 

A	

B	
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sous le nom d’infarctus cérébral). L’ischémie se caractérise par une occlusion vasculaire 

cérébrale, causée par la compression d’une artère, par l’obstruction d’une artère par un caillot 

sanguin, par une hémorragie ou l’hypoperfusion d’un tissu cérébral. L’interruption locale du 

flux sanguin bloque l’apport en oxygène et en glucose dans la région ischémique induisant un 

déséquilibre métabolique. L’ischémie cérébrale peut être transitoire ou prolongée. Dans le 

premier cas, le flux sanguin est rapidement rétabli et le patient ne conserve que peu de 

séquelles de l’AVC. Dans le second cas, la lésion induite par l’ischémie se propage depuis le 

cœur ischémique jusqu’aux régions cérébrales adjacentes, appelées pénombre. Les tissus 

touchés subissent alors des modifications structurelles et morphologiques lourdes pouvant 

conduire à la mise en place de différents mécanismes de mort, tels que la nécrose ou 

l’apoptose. Ces modifications peuvent atteindre à la fois la substance grise et la substance 

blanche, et des phénomènes de dégénérescence axonale sont associés à ces cas d’ischémie 

cérébrale (Lama et al., 2011; Ueno et al., 2010). 

 

I.3.c. Stratégies thérapeutiques 

Comme nous l’avons mentionné, les déficits moteurs et cognitifs causés par l’AVC 

peuvent s’avérer lourdement handicapants si l’ischémie cérébrale n’est pas prise en charge 

très rapidement. Ainsi, en situation d’ischémie, le cerveau perd en moyenne 1,9 millions de 

neurones chaque minute. Cette notion d’urgence thérapeutique est résumée sous la formule 

« Time is brain » (Saver, 2006). 

Beaucoup d’études effectuées sur des modèles animaux ont mis en évidence des 

traitements neuroprotecteurs lors d’ischémie. Cependant, ceux-ci ne se révèlent pas efficaces 

lors d’essais cliniques sur l’homme. La prévention et le traitement des ischémies cérébrales 

font l’objet de nombreuses études encore aujourd’hui et la découverte d’une stratégie 

thérapeutique contre les AVC est un enjeu majeur de la recherche en neurosciences. 

 

I.3.d. Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans l’ischémie 

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la 

neurodégénérescence liés aux ischémies est essentielle. Le déséquilibre métabolique, induit 

par la privation en oxygène et en glucose de certaines régions cérébrales, engendre une 

cascade d’événements altérant le fonctionnement de la neurotransmission et de la 

mitochondrie ainsi que l’homéostasie calcique (Neumar, 2000; Pinard, 1998). Parmi ces 
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événements : 

- La rupture de l’équilibre énergétique est associée à une dépolarisation neuronale, qui 

entraîne une libération excessive de neurotransmetteurs. Ce processus déclenche une 

excitotoxicité glutamatergique, que nous allons définir en tant que mécanisme 

commun aux maladies neurodégénératives. Ce phénomène, au cœur de mon projet, 

fait l’objet du chapitre IV de l’introduction. 

- La dérégulation du système glutamatergique influe directement sur l’homéostasie 

calcique. L’augmentation de l’influx calcique provoque alors de nombreuses 

modifications délétères pour la cellule.  

- Des dysfonctionnements massifs de la mitochondrie ont été reportés. En effet, le 

déficit énergétique induit par l’ischémie ainsi que la dérégulation calcique entrainent 

une diminution de l’activité de la chaîne respiratoire et de la synthèse de l’ATP et 

une augmentation de la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS pour 

Reactive Oxygen Species) (Nita et al., 2001) et des espèces réactives de l’azote (RNS 

pour Reactive Nitrogen Species) (Nandagopal et al., 2001). Le stress oxydant est un 

événement majeur de l’ischémie cérébrale. 

 

Les 5 maladies neurodégénératives passées en revue dans cette partie présentent des 

spécificités propres et soulèvent la complexité d’appréhension des maladies 

neurodégénératives dans leur ensemble. Les symptômes des différentes maladies se 

manifestent par des troubles aussi bien moteurs, sensitifs, cognitifs et/ou psychiatriques. 

L’épidémiologie diffère en fonction des pathologies. Certaines, comme la maladie de 

Huntington sont essentiellement liées à des facteurs génétiques, d’autres se manifestent de 

manière sporadiques et sont multifactorielles. La plupart se caractérisent par une progression 

lente et surviennent à un âge avancé. Le taux d’incidence de ces pathologies au sein de notre 

population est très variable. Cependant, des similitudes ressortent également de cette revue : 

le rôle du vieillissement, de l’agrégation de protéines spécifiques, du stress oxydatif ainsi que 

des dysfonctionnement de la transmission neuronale et de la neuroinflammation. Ces 

similitudes, plus ou moins marquées selon les pathologies, se retrouvent également dans les 

lésions cérébrales aigües survenant notamment lors d’AVC et d’ischémies. Il semble pertinent 

de relier ces mécanismes et de les étudier de manière transversale pour une meilleure 

compréhension des processus neurodégénératifs. C’est dans cet objectif que la suite de ce 

chapitre s’inscrit. 
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II. Mécanismes communs aux différentes pathologies 
 

 Agrégation de protéines spécifiques II.1.

II.1.a. Les agrégats dans les différentes maladies neurodégénératives 

Comme nous avons pu le voir précédemment, les maladies neurodégénératives se 

définissent selon différentes caractéristiques. Entre autres, il a été observé l’agrégation de 

protéines spécifiques dans les maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington et la SLA. 

Ces agrégats correspondent à l’accumulation de peptides ou protéines, ces dernières 

comportant généralement une modification de conformation et un mauvais repliement. Les 

protéines mal repliées sous forme monomérique ont la capacité d’interagir et de former des 

structures plus complexes, allant du dimère aux agrégats fibrillaires, en passant par des 

intermédiaires oligomériques. Dans la plupart des maladies neurodégénératives, les agrégats 

forment des structures appelées fibrilles d’amyloïdes : ce sont des structures filamenteuses 

d’une largeur d’environ 10nm et d’une longueur comprise entre 0,1 et 10µm, reconnaissables 

par une organisation en feuillets β.  

Figure 8 : Agrégation de protéines dans les différentes maladies neurodégénératives. (Bertram et al., 2005)  

 

Les fibrilles d’amyloïdes les plus caractérisées sont celles formées à partir du peptide 

β-amyloïde impliqué dans la maladie d’Alzheimer. Dans cette pathologie, les agrégats sont à 

l’extérieur de la cellule et proviennent du clivage de l’APP (p.33). On observe également des 

agrégats intracellulaires dus à l’accumulation de la protéine Tau, appelés enchevêtrements 

neurofibrillaires. Les patients atteints de la maladie de Parkinson présentent, quant à eux, des 
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inclusions protéiques localisées dans le cytoplasme proche du noyau et appelées corps de 

Lewy. Ces inclusions ont également été observées dans les neurites où elles sont alors 

appelées neurites de Lewy. Ces agrégats sont constitués en majorité de protéines d’α-

synucléine accumulées mais il a également été détecté de l’ubiquitine, une protéine 

interagissant avec la synucléine appelée synphiline-1, des protéines constituant le protéasome 

et le cytosquelette. Dans le cas de la maladie de Huntington, une mutation spécifique code 

une protéine huntingtine mutée présentant une répétition de glutamine. L’agrégation de la 

huntingtine mutée forme des inclusions nucléaires et cytoplasmiques. Les formes familiales 

de la SLA induites par une mutation de SOD1 présentent également des agrégats de SOD1 

ubiquitinylés qui peuvent être reliés à la pathologie. 

 

II.1.b. Initiation de l’agrégation lors du vieillissement et des processus 
neurodégénératifs 

On constate donc un processus commun d’agrégation protéique dans plusieurs 

maladies neurodégénératives menant à la formation de structures fibrillaires d’amyloïdes dans 

la plupart des cas. Quel est le déclencheur d’un tel processus agrégatif ? 

Un des premiers facteurs déclenchant le processus d’agrégation est l’augmentation de 

concentration de protéines spécifiques : plus il y a de protéines, plus la probabilité qu’elles 

soient mal repliées et qu’elles interagissent entre elles est grande. Ce phénomène est favorisé 

lors de mutations spécifiques. Par exemple, des cas familiaux de la maladie de Parkinson 

présentent un triplicata du locus de l’α-synucléine (Singleton et al., 2003); les sujets atteints 

du syndrôme de Down ont une copie supplémentaire du locus de l’APP sur le chromosome 21 

(Singleton et al., 2004).  

Le mauvais repliement des protéines peut également être un facteur de l’agrégation. 

Au cours du vieillissement, de nombreuses fonctions de la cellule se détériorent et perdent en 

efficacité. Ainsi, la capacité des cellules à éliminer les protéines mal repliées diminue et ce 

via le déclin de l’UPS et de la voie autophagosome-lysosome (ALP pour Autophagosome-

Lysosome Pathway). De plus, le vieillissement est associé à une augmentation de 

l’inflammation et du stress oxydant, deux processus sur lesquels nous reviendrons plus loin. 

Ces phénomènes entrainent de nombreuses modifications protéiques : oxydation, nitration, 

phosphorylation, ubiquitination et clivage protéolytique. Parmi celles-ci, l’oxydation des 

protéines peut faciliter la formation d’agrégats comme le montre la capacité de l’α-synucléine 

oxydée à s’agréger (Conway et al., 2001). La phosphorylation des protéines a également été 
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décrite dans plusieurs pathologies pour induire la formation d’enchevêtrements 

neurofibrillaires. 

Ainsi le processus agrégatif peut être déclenché par une diversité de facteurs 

génétiques et moléculaires dépendant, dans une majorité des cas, du vieillissement de la 

cellule. Mais, quelles sont les conséquences de ces agrégats protéiques sur les cellules? 

 

II.1.c. Effets cytotoxiques des structures agrégatives ? 

Le lien entre l’agrégation protéique et les dégénérescences neuronales observées au 

cours des maladies neurodégénératives est sujet à controverse.  

En effet, plusieurs études ont montré que les agrégats protéiques pouvaient avoir des 

effets protecteurs sur la cellule et jouer un rôle bénéfique dans les pathologies. En particulier, 

plusieurs études montrent que les inclusions protéiques de huntingtine mutée ne sont pas 

toxiques in vivo (Slow et al., 2005), voire réduisent les quantités intracellulaires de 

huntingtine mutée et diminuent la mort neuronale (Arrasate et al., 2004).  

Figure 9: Schéma récapitulant le rôle de l’agrégation protéique dans les processus neurodégénératifs. En condition 
physiologique normale, le mauvais repliement des protéines est pallié par l’action de molécules chaperons, du système UPS 
et de l’ALP. Lors du vieillissement ou de processus neurodégénératifs, ces deux systèmes sont moins efficaces et le mauvais 
repliement des protéines mène à une agrégation cytotoxique et à la séquestration de partenaires spécifiques essentiels pour le 
bon fonctionnement de la cellule. 

Cependant, un grand nombre d’études ont mis en avant des effets neurotoxiques de 

l’agrégation protéique : 

- L’agrégation protéique peut induire une perte de fonction des protéines impliquées 

(Hsu et al., 2014). 

- Les structures intermédiaires de type oligomérique peuvent endommager la 

membrane plasmique en formant des pores à travers les bicouches lipidiques (Cecchi and 
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Stefani, 2013; Kagan, 2012). De plus, ces structures sont des cibles du protéasome, le 

sollicitant pour leur dégradation. Elles sont donc susceptibles de bloquer le protéasome et de 

modifier son activité (Emmanouilidou et al., 2010; Tseng et al., 2008). Très récemment, 

Woerner et al. ont montré que les agrégats localisés au niveau cytoplasmique peuvent 

interférer avec le transport nucléocytoplasmique des protéines et des ARN et contribuer à la 

dégénérescence cellulaire (Woerner et al., 2016). 

- Outre leur toxicité intrinsèque, les agrégats protéiques participent à la 

neurodégénérescence via la séquestration de partenaires essentiels à la cellule : molécules 

chaperons qui participent à la stabilité et au bon repliement des protéines ; protéines 

impliquées dans l’UPS ; facteurs de transcription et/ou ARN. 

La toxicité des agrégats protéiques et la séquestration de partenaires essentiels au 

fonctionnement de la cellule suggèrent l’importance de l’agrégation protéique dans les 

processus de neurodégénérescence. Parmi les cibles thérapeutiques susceptibles de pallier à 

cette agrégation, il est important de noter le rôle des molécules chaperons dans le bon 

repliement des protéines mais également celui du système UPS et de l’ALP. 

 

  Le stress oxydant II.2.

L’apport en oxygène est indispensable pour répondre à la demande énergétique de la 

plupart des tissus biologiques. Mais les réactions impliquant l’oxygène peuvent donner lieu à 

la formation d’espèces chimiques radicalaires, dont les effets peuvent être nocifs pour les 

cellules. Le cerveau est un organe particulièrement vulnérable aux effets des ROS et des RNS, 

étant donné son métabolisme oxydatif important. En effet, bien que celui-ci ne représente que 

2% du poids total de notre corps, le cerveau participe de l’ordre de 20% à la consommation 

globale en oxygène. Le stress oxydant est engendré par un déséquilibre de l’état redox de la 

cellule, dû à la fois à une surproduction de ROS et de RNS et à un dysfonctionnement du 

système antioxydant. Nous allons donc nous intéresser aux effets du stress oxydant sur le 

fonctionnement cellulaire, à son rôle dans les processus neurodégénératifs et, plus 

spécifiquement, à son implication dans les maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de 

Huntington et dans la SLA. 
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LES MITOCHONDRIES 

Les mitochondries sont des organites présents dans la plupart des cellules 

eucaryotes, qui contribuent à des fonctions cellulaires cruciales dans le métabolisme 

énergétique. Les mitochondries participent à l’essentiel de la production d’ATP dans les 

cellules via le cycle de Krebs, la β-oxydation et le processus de phosphorylation oxydative 

au niveau de la chaîne respiratoire. Les mitochondries régulent également le catabolisme 

des acides aminés ainsi que le stockage du calcium. Les mitochondries sont constituées de 

deux membranes (externe et interne) délimitant un espace intermembranaire et un 

compartiment matriciel. 

La membrane interne supporte la chaîne respiratoire et joue ainsi un rôle essentiel 

dans la respiration mitochondriale. Les enzymes du cycle de Krebs sont chargées de 

l’oxydation des acétylCoA, provenant de la dégradation des sucres par la pyruvate 

déshydrogénase et de la β-oxydation des acides gras, en dioxyde de carbone CO2 et 

équivalents réducteurs sous forme de NADH et FADH2. La chaîne respiratoire 

mitochondriale, dont la fonction essentielle est de réoxyder les co-enzymes réduits au 

cours du catabolisme, est constituée d’un ensemble de cinq sous-unités : 

- NADH déhydrogénase (Complexe I) 

- Succinate déhydrogénase (Complexe II) 

- Coenzyme Q-cytochrome réductase (Complexe III) 

- Cytochrome C oxydase (Complexe IV) 

- FoF1-ATP synthase (Complexe V). 
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Les mitochondries sont des organites semi-autonomes, pouvant ainsi synthétiser 

leurs propres protéines. Cependant, ce système est limité et la régulation des protéines 

mitochondriales dépend également du génome nucléaire. Le facteur de transcription PGC-

1α (PPARγ Coactivator 1α; PPARγ : Peroxysome Proliferator Activated Receptor γ) est 

ainsi essentiel dans la régulation de plusieurs fonctions mitochondriales, telle que la 

biogenèse des mitochondries. 

La chaîne respiratoire permet la réduction de l’oxygène moléculaire par transfert 

d’électrons à travers les différents complexes. Ce transfert se fait notamment à partir des 

équivalents réduits NADH et FADH2 issus du cycle de Krebs. Ce flux d'électrons est 

associé à un transfert actif de protons de la matrice vers l'espace intermembranaire 

constituant un gradient électro-chimique qui participe à l’établissement du potentiel de la 

membrane mitochondriale. Les complexes I, III et IV de la chaîne respiratoire fonctionnent 

ainsi comme pompes à protons pour la formation de ce gradient. L’ATP est alors généré 

par dissipation du gradient de protons à travers la FoF1-ATP synthase (complexe V). Il est 

important de noter que le NADH est le co-enzyme majoritairement produit lors du 

catabolisme oxydatif  et qu’il participe de façon importante à la production de l’ATP et à la 

formation du potentiel de membrane mitochondriale grâce à sa ré-oxydation au niveau du 

complexe I de la chaîne respiratoire. 

Les mitochondries forment un réseau dynamique d’organites. Elles sont capables de 

se déplacer rapidement dans la cellule grâce au réseau de microtubules et sont également 

susceptibles de fusionner et de fissionner. Ce processus est essentiel dans le 

fonctionnement cellulaire. 

 

Des dysfonctions sévères des mitochondries (dysfonctions de la chaîne respiratoire, 

stress oxydant, réduction des taux en ATP, dérégulation calcique, modification de la 

perméabilité membranaire, perturbation de la dynamique mitochondriale…) peuvent 

engendrer des pathologies graves, communément regroupées sous le terme maladies 

mitochondriales. Beaucoup de ces dysfonctions ont été décrites lors du vieillissement et 

dans des pathologies liées au vieillissement et sont ainsi impliquées de manière plus 

globale dans les maladies neurodégénératives discutées précédemment. 
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II.2.a. Caractéristiques des ROS et des RNS 

• Les différentes espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 

La molécule d’oxygène possède deux électrons non-appariés dans sa couche 

électronique externe, ce qui en fait une espèce chimique extrêmement réactive susceptible, par 

perte d’un de ses électrons, de former des radicaux. Les ROS sont un groupe de molécules 

dérivées de l’oxygène, extrêmement réactives et peu stables. Parmi les ROS, on trouve des 

radicaux libres comme le radical anion superoxide, O2
�-, le radical hydroxyl (�OH), et des 

non-radicaux comme le peroxyde d’hydrogène, H2O2. 

 

Figure 10 : ROS & RNS. A) Les principales ROS (Kim et al., 2015). B) Réactions de formation des ROS et des RNS. 

Par l’action de la superoxyde dismutase (SOD), O2
�- peut être transformé en H2O2, plus 

stable. H2O2 peut à son tour générer la formation du radical hydroxyle �OH lors d’une réaction 

catalysée par les ions ferreux. D’autre part, l’oxyde nitrique (NO), source des RNS, réagit 

spontanément avec l’anion syperoxyde O2
�- pour forme le peroxynitrite ONOO-. �OH et 

ONOO- ont été décrits comme très réactifs et majoritairement responsables des effets 

�	
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cytotoxiques. 

• La formation des ROS et des RNS 

Les ROS peuvent être générées par l’intermédiaire de sources endogènes ou de 

sources exogènes. Parmi les sources exogènes, on peut citer les rayons UV, les rayons 

ionisants, certains médicaments dont le mécanisme d’action est régulé par la production de 

ROS mais également des toxines ou des produits chimiques présents dans l’environnement.  

Les mitochondries sont les sources endogènes majoritaires de production de ROS dans 

la plupart des cellules. Cette production se fait via les différents complexes de la chaine 

respiratoire (cf encadré), dont le rôle dans la production des ROS dépend du type cellulaire et 

des conditions physiologiques. Le complexe I et le complexe III sont les sources majoritaires 

de O2
�- dans la mitochondrie. De plus, le complexe I est décrit comme particulièrement 

important dans la production des ROS dans les situations pathologiques, par exemple lors du 

vieillissement ou de maladies neurodégénératives (Zorov et al., 2014). 

Une autre source endogène importante est le complexe enzymatique transmembranaire 

NADPH oxydase (Nox), qui produit des molécules de O2
�- en catalysant le transfert 

d’électrons du NADPH vers l’oxygène moléculaire. (Babior, 2004). 

L’oxyde nitrique (NO) est produit dans les cellules par l'action d'un groupe d'enzymes 

appelées synthases de l'oxyde nitrique (NOS pour Nitric Oxide Synthase). 

• Les antioxydants 

Les niveaux cellulaires en ROS peuvent être diminués grâce à l’action d’enzymes 

antioxydantes : SOD (cytosolique et mitochondriale), la catalase (peroxysomale), les 

thiorédoxines et les glutathion peroxydases (GPX, cytosolique et mitochondriale) (Gandhi 

and Abramov, 2012). Parmi les 8 isoformes de GPX présentes chez les mammifères, la GPX 

1 a été décrite comme l’enzyme antioxydante majoritaire dans le cerveau, exprimée 

essentiellement dans les cellules gliales. En outre, J. Power et P. Blumbergs ont montré en 

2009 que les cellules gliales exprimant la GPX1 sont impliquées dans la dégradation des 

corps de Lewy caractéristiques de la maladie de Parkinson et de la démence à corps de Lewy 

(Power and Blumbergs, 2009). Il a également été décrit des antioxydants non enzymatiques 

tels que le glutathion réduit (GSH), la vitamine E et la vitamine C (Dasuri et al., 2013). Le 

NADPH est également un élément essentiel dans la formation des antioxydants. En effet, ce 

dernier est un donneur d’ion hydrure participant à la régulation des taux de GSH dans les 

cellules via le cycle du glutathion. 
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II.2.b. Importance physiologique des ROS et des RNS 

• Fonctions physiologiques des ROS 

Bien que des concentrations élevées en ROS puissent entrainer la dégradation de 

lipides, de protéines et de l’ADN, il a largement été montré que des niveaux intermédiaires en 

ROS sont nécessaires pour certaines fonctions physiologiques importantes. 

En particulier, les ROS sont essentielles dans la signalisation cellulaire. Ainsi, les ROS 

issues des Nox jouent un rôle dans la signalisation cellulaire du système cardio-vasculaire 

(Zou, Ping Song, 2012) et participent au mécanisme de défense du système immunitaire 

(Babior, 2004). De plus, l’augmentation de ces ROS provoque l’activation de la voie des 

MAP kinase (MAPK pour mitogen-activated protein kinase) et de la voie PI3K/Akt (pour 

phosphoinositide 3-kinase /Akt). L’activation des ces voies module de nombreuses fonctions 

cellulaires telles que l’expression génique, la croissance, la prolifération, la migration 

cellulaire et l’apoptose. 

Les ROS sont également impliquées dans l’activation de facteurs de transcription qui 

régulent les réponses cellulaires aux ROS. Ainsi, l’augmentation des ROS entraine une 

régulation des antioxydants afin de contrer cette augmentation. Par exemple, Nrf2, le 

principal facteur de transcription activé par le stress oxydant, régule l’expression de plusieurs 

protéines antioxydantes telles que SOD et GPX (de Vries et al., 2008). Les mécanismes de 

défense face à une augmentation des ROS sont également activés par le facteur de 

transcription NF-κB (pour Nuclear-Factor-kappa B). Ce dernier a été décrit pour activer des 

gènes cibles impliqués dans la survie cellulaire, la croissance, la différentiation et 

l’inflammation. Ainsi, des niveaux moyens en ROS déclenchent l’activation de NF-κB qui à 

son tour conduit à l’activation transcriptionnelle de protéines anti-apoptotiques et de gènes 

impliqués dans la régulation des niveaux de ROS mitochondriaux tels que SOD2 (Bubici et 

al., 2006). Le facteur de transcription P53, suppresseur de tumeur, a un rôle plus mitigé face à 

la production de ROS car il peut participer à la fois à des mécanismes de mort et de survie. En 

effet, P53 est connu comme initiateur de l’apoptose mais il présente un rôle pro-survie en 

régulant plusieurs antioxydants lorsque les niveaux intracellulaires en ROS augmentent 

(Hussain et al., 2004). 

Dans leur ensemble, ces différentes études montrent que bien que des niveaux élevés 

de ROS soient toxiques pour la cellule, des taux modérés jouent un rôle fondamental dans 

plusieurs voies de pro-survie, que ce soit via l’activation de voies des signalisation MAPK et 



 - CHAPITRE I -  

 

 

 

54  

PI3K/Akt ou via l’activation de facteurs de transcription. 

• Stress oxydant & dysfonctionnements mitochondriaux 

Comme nous venons de le voir, il existe un équilibre entre la production de ROS et la 

synthèse / activité des antioxydants en condition physiologique normale. Le stress oxydant 

correspond donc à un déséquilibre entre ces 2 paramètres, aboutissant à une accumulation de 

ROS. Les ROS sont capables de cibler différents substrats dans la cellule, engendrant une 

oxydation de protéines, d’ADN et d’ARN ainsi qu’une peroxydation de lipides. Les ROS et 

les RNS sont également importantes dans la régulation de la fonction mitochondriale, entres 

autres dans la modulation de l’activité de la chaîne respiratoire par l’inhibition du complexe 

IV et par la modification de l’équilibre redox NAD+/NADH. Elles sont également impliquées 

dans la modulation de l’activité de nombreuses enzymes du métabolisme influant ainsi sur le 

cycle de Krebs. L’excès de ROS et de RNS conduit donc en grande partie à l’altération de 

fonctions mitochondriales et au développement de processus neurodégénératifs. 
 

Figure 11 : Schéma récapitulant les fonctions physiologiques des ROS et le principe du stress oxydant. 

En particulier, le stress oxydant est un phénomène commun aux maladies 

d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington et à la SLA. Le lien stress 
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nature de ce lien est encore relativement mal connue. Le stress oxydant est-il la conséquence 

d’autres processus dégénératifs, tels que l’agrégation de protéines, dont nous venons de 

discuter, ou de l’excitotoxicité ? Ou est-il, au contraire, le déclencheur de ces processus 

dégénératifs ? 

 

II.2.c. Implication du stress oxydant dans le vieillissement et les maladies 
neurodégénératives 

Les maladies neurodégénératives mentionnées dans le paragraphe précédent se 

manifestent pour la plupart à un âge avancé. Nous avons vu dans la description de ces 

maladies que le vieillissement était un facteur de risque pour chacune d’entre elles. En effet, 

lors du vieillissement, un grand nombre de fonctions cellulaires est altéré. Les 

dysfonctionnements mitochondriaux, le stress oxydant et l’inflammation sont autant de 

facteurs que l’on retrouve lors du vieillissement et qui conduisent à un déclin cognitif et à 

d’autres pathologies. Nous allons donc discuter de la manière dont le stress oxydant se 

manifeste dans les différentes maladies neurodégénératives. 

• Agrégations protéiques, dysfonctions mitochondriales et stress oxydant 

Une production excessive de ROS a été décrite dans plusieurs pathologies 

neurodégénératives en lien avec l’agrégation de protéines spécifiques. Ainsi, la présence de 

plaques amyloïdes dans des modèles murins de la maladie d’Alzheimer a été reliée à des 

dysfonctionnements mitochondriaux et à une défaillance énergétique, induisant un stress 

oxydant (Caspersen, 2005; Manczak et al., 2006). De même, dans des modèles murins de la 

maladies de Parkinson, il a été montré que l’expression d’α-synucléine mutée est toxique et 

induit des dysfonctions de la mitochondrie, une augmentation des ROS et une mort cellulaire 

(Devi et al., 2008; Martin, 2006). De plus, des signes d’augmentation de ROS (dégradation de 

l’ADN nucléaire et mitochondrial) ont été observés dans des cerveaux de patients atteints de 

la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 2005a). La dynamique mitochondriale est également 

affectée par les agrégats protéiques comme cela a été décrit dans la maladie de Huntington 

(Bossy-Wetzel, 2009) et d’Alzheimer (Wang et al., 2008a, 2010) où ceux-ci induisent la 

fragmentation des mitochondries et l’augmentation de la production de ROS. Une activité 

réduite de la chaîne respiratoire est également une conséquence de l’agrégation protéique 

impliquée dans la formation de ROS. Des cerveaux de malades parkinsoniens montrent une 

activité réduite du complexe I de la chaîne respiratoire, conduisant à une augmentation de 

ROS et à une dégénérescence neuronale (Blesa et al., 2015). La même observation est faite au 
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sein de cerveaux de patients atteints de la maladie de Huntington pour lesquels l’activité de la 

chaîne respiratoire et en particulier celle du complexe II est fortement diminuée (Kwong et 

al., 2006).  

Figure 12 : Schéma des différents facteurs induisant l’augmentation des ROS dans les maladies neurodégénératives 
(inspiré de (Patten et al., 2010)). 

Ces dysfonctions mitochondriales se retrouvent dans la SLA, où l’agrégation de la protéine 

mutée SOD1 bloque l’activité de la chaîne respiratoire (Beal et al., 1997; Vijayvergiya, 2005; 

Zimmerman et al., 2007). Dans la maladie de Parkinson, plusieurs gènes codant pour des 

protéines associées à des fonctions mitochondriales ont été identifiés: PINK1, PARK2 (codant 

Parkine) et PARK7 (codant DJ-1). Des mutations du gène PINK1, dans un modèle cellulaire 

de la maladie de Parkinson (Liu et al., 2009b) ou la perte de Parkine dans un modèle de souris 

déficiente (Palacino et al., 2004) provoquent des dysfonctions mitochondriales et induisent un 

stress oxydant. De plus, la perte de DJ-1 dans des neuroblastes murins est associée à 

l’augmentation de ROS mitochondriales, une diminution de l’activité de la chaîne respiratoire 

et une réduction du potentiel membranaire mitochondrial (Krebiehl et al., 2010). Une fois de 

plus, le rôle de ces protéines peut être associé à la présence d’agrégats. L’équipe de Z. Zhang 

a ainsi décrit en 2009 que les trois protéines PINK1/Parkin/DJ-1 peuvent interagir et former 
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un complexe stimulant la dégradation de protéines agrégatives, empêchant leur accumulation 

et bloquant leur effets toxiques (Xiong et al., 2009). 

Les dysfonctionnements de la mitochondrie induits par les agrégats de protéines dans les 

maladies neurodégénératives présentées dans ce chapitre sont étroitement associés avec une 

augmentation délétère du stress oxydant. Cependant, il est intéressant de noter que les ROS 

peuvent également provoquer l’accumulation d’agrégats, comme c’est le cas dans un modèle 

murin d’Alzheimer où une altération du métabolisme oxydatif induit la formation de plaques 

Aβ (Magill et al., 2010). 

• Homéostasie calcique et stress oxydant 

La dérégulation de l’homéostasie calcique, facteur important dans les maladies 

neurodégénératives que nous évoquerons dans un prochain paragraphe, entraîne une 

augmentation du stress oxydant, lié à une dégradation des mitochondries, et en particulier à 

une augmentation de la perméabilisation membranaire. Ainsi, la mutation de la protéine 

huntingtine, directement localisée sur la membrane externe de la mitochondrie, augmente la 

sensibilité à la perméabilisation induite par les flux calciques et le relargage de cytochrome c 

(Lin and Beal, 2006). La dérégulation de l’homéostasie calcique observée dans la maladie 

d’Alzheimer est également un facteur important dans la production de ROS, l’agrégation 

d’Aβ et la dégradation des mitochondries (Isaacs et al., 2006; Wang et al., 2014a). Sachant 

que les oligomères d’Aβ provoquent à leur tour un influx calcique, on observe donc une 

boucle de rétroaction délétère pour la cellule (Alberdi et al., 2010). 

• Rôle des antioxydants 

Comme nous l’avons vu précédemment, le stress oxydant correspond à un 

déséquilibre entre la formation de ROS / RNS et l’action des antioxydants. Une réduction de 

l’activité des antioxydants entraîne immanquablement une augmentation du stress oxydant. 

C’est ce qui est décrit dans la SLA, dont on sait qu’environ 10% des cas sont dus à une 

mutation du gène codant SOD1, antioxydant essentiel dans le maintien des niveaux de ROS. 

La protéine SOD1 non-fonctionnelle provoque ainsi une augmentation du stress oxydant 

(Ferrante et al., 1997; Rosen et al., 1993; Zimmerman et al., 2007). Cependant, des mutations 

de SOD1 peuvent également conduire à un gain de fonction en entrainant une production 

accrue de ROS via le relargage de cuivre (Cleveland and Rothstein, 2001). 

Le stress oxydant et la production de ROS et de RNS sont donc des processus centraux 

dans le décours des maladies neurodégénératives. L’utilisation d’antioxydants en tant que 

cibles thérapeutiques a fait l’objet de nombreuses études sur des modèles animaux dans un 
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premier temps, puis d’essais cliniques sur l’homme. Bien que la majorité des études sur les 

modèles animaux suggèrent une efficacité des antioxydants pour lutter contre la 

neurodégénérescence, la plupart des essais cliniques sur l’homme montrent peu, voire pas, 

d’effets positifs dans le traitement des maladies neurodégénératives (Kim et al., 2015). Il 

semblerait donc que lutter contre la production de ROS ne suffise pas à contrer les 

mécanismes de neurodégénérescence dans leur ensemble. Prévenir la formation de ROS 

semble donc être nécessaire mais pas suffisant pour traiter les maladies neurodégénératives. 

D’autres mécanismes sont à prendre en compte tels que l’hyperactivation des systèmes de 

neurotransmission et les processus inflammatoires. 

 

  Hyperactivation des systèmes de neurotransmission II.3.

L’hyperactivation des systèmes de neurotransmission est à l’origine de nombreux 

phénomènes de toxicité neuronale. Cette hyperactivation peut avoir différentes causes, telles 

qu’une dérégulation des systèmes glutamatergiques, dopaminergiques ou de la signalisation 

calcique. Ce phénomène complexe, généralement connu sous le terme d’excitotoxicité, a été 

caractérisé à la fois lors de lésions aigües, telles que les ischémies cérébrales, les 

traumatismes crâniens ou les états épileptiques mais également lors de lésions chroniques 

telles que les maladies neurodégénératives. Ce processus est particulièrement important dans 

le cadre de mon projet de thèse car mon modèle majoritaire s’appuie sur ce phénomène. Pour 

cette raison, j’ai décidé de consacrer le dernier chapitre de mon introduction à l’étude du 

système de transmission glutamatergique depuis la définition du glutamate et de ses 

récepteurs jusqu’à l’implication du système dans la neurodégénérescence en passant par les 

différents acteurs moléculaires mis en jeu. Pour le moment, je me limiterai à l’implication des 

systèmes de neurotransmission dans les maladies neurodégénératives faisant l’objet de ce 

chapitre. 

 

 

 

II.3.a. Excitotoxicité glutamatergique 

Le glutamate, avec l’aspartate, est le neurotransmetteur excitateur majoritaire dans le 

cerveau, capable de se lier à des canaux ioniques activés par des ligands spécifiques, 

également appelés récepteurs ionotropiques au glutamate (iGluRs) et à des récepteurs couplés 
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à des protéines G, également appelés récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluRs). La 

concentration intracellulaire en glutamate est de l’ordre du millimolaire tandis que la 

concentration dans le compartiment extracellulaire est beaucoup plus faible, inférieure au 

micromolaire. L’augmentation des concentrations extracellulaires en glutamate donne lieu à 

une excitotoxicité via l’activation excessive des iGluRs. Le maintien des taux en glutamate se 

fait en partie par la recapture de neurotransmetteurs par les cellules gliales. Cette recapture 

peut se faire via des transporteurs d’acides aminés excitateurs (EAATs), présents au niveau de 

la membrane des astrocytes, des microglies mais également de certains neurones. Le transport 

du glutamate peut également se faire via le transporteur cystine/glutamate (xc
-), 

majoritairement microglial, qui relargue une molécule de glutamate dans le compartiment 

extracellulaire en échange d’une molécule de cystine. (Lewerenz and Maher, 2015; 

Miladinovic et al., 2015) 

Il existe donc plusieurs voies d’induction de l’excitotoxicité : 

- La libération excessive de glutamate observée après une lésion aigüe ou qui peut être 

mimée par l’apport d’excitotoxines exogènes.  

- L’accumulation du glutamate dans la fente synaptique engendrée par une altération 

de la recapture du glutamate par les transporteurs astrogliaux. 

- L’altération de la transmission synaptique par un mécanisme intracellulaire indirect, 

impliquant des dysfonctions du métabolisme énergétique et des mitochondries. 

Il est difficile d’estimer la contribution de l’excitotoxicité glutamatergique dans les 

processus neurodégénératifs. Cependant, de nombreuses études ont déjà permis d’élucider le 

rôle du glutamate, de ses récepteurs et de ses transporteurs dans le phénomène de dérégulation 

glutamatergique et a fortiori dans les pathologies. 

• Libération excessive du glutamate : 

Ce phénomène a été principalement décrit lors de lésions aigües, telles que les 

ischémies cérébrales, les traumatismes crâniens ou les états épileptiques. Ainsi, lors d’un 

traumatisme crânien, le choc provoque des lésions dans des structures cérébrales spécifiques 

ainsi que la rupture de la barrière hémato-encéphalique. Ces dégâts sont à l’origine de 

mécanismes dégénératifs secondaires tels que l’inflammation, le stress oxydant mais 

également la libération du glutamate des compartiments intracellulaires. Ce dernier 

mécanisme induit une excitotoxicité aigüe (Freire, 2012). Si l’on bloque les récepteurs au 

glutamate en utilisant un antagoniste, le MK-801, la perte neuronale et les déficits cognitifs 

induits par le traumatisme sont réduits (Sönmez et al., 2015). 
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Figure 13 : Métabolisme du glutamate en situation normale ou lors d’un stress excitotoxique. 

• Altération de la recapture du glutamate : 

La recapture du glutamate se fait majoritairement par les cellules gliales via les 

EAATs tandis que l’efflux du glutamate se fait via le système xc
-. De nombreuses études, 

post-mortem à partir de cerveaux de patients ou in vitro et in vivo sur des modèles animaux, 

ont montré que ces transporteurs, décrits à la membrane des astrocytes, sont fortement 
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régulés dans plusieurs maladies neurodégénératives. Ainsi, une diminution des ARNm codant 

EAAT2 a été observée chez des patients Huntington (Arzberger et al., 1997). Des souris 

transgéniques, exprimant la forme mutée de l’APP et modélisant la maladie d’Alzheimer, ont 

quant à elles, une activité réduite des transporteurs EAAT1 et EAAT2 mais pas de 

modifications du niveau d’expression des ARNm correspondant, suggérant que la forme 

mutée de l’APP modifie le transport des acides aminés excitateurs de manière post-

traductionnelle ce qui contribue à la toxicité glutamatergique (Masliah et al., 1996). 

L’excitotoxicité glutamatergique semble également impliquée dans la SLA. En effet, des 

études effectuées sur des patients atteints de la maladie ont montré une augmentation des 

niveaux de glutamate dans le liquide céphalo-rachidien, cette augmentation étant très 

probablement due à une perte du transporteur EAAT2 dans le cortex moteur et la moelle 

épinière (Rothstein et al., 1990, 1995; Spreux-Varoquaux et al., 2002). De plus, la sous-unité 

xCT du transporteur xc
- semble régulée positivement dans des modèles murins de SLA 

(Albano et al., 2013) et de la maladie d’Alzheimer (Schallier et al., 2011). 

• Dysfonctions du métabolisme énergétique et des mitochondries : 

Nous avons vu dans le paragraphe sur le stress oxydant que les processus 

neurodégénératifs étaient liés à des dysfonctionnements mitochondriaux, dus en partie à 

l’augmentation des ROS. Il semblerait que des dérégulations de la transmission neuronale 

puissent être induits par ces dysfonctionnements de la mitochondrie et du métabolisme 

énergétique (Albin and Greenamyre, 1992; Beal, 1992). En effet, le potentiel de membrane 

est maintenu par la pompe à protons ATPase Na+/K+. Un déficit énergétique entraine la 

diminution de l’ATP, augmentant ainsi le potentiel de membrane au repos. La dépolarisation 

partielle de la membrane ainsi générée peut entrainer le départ du Mg2+, bloquant les canaux 

des récepteurs NMDA, et ainsi faciliter l’activation par le glutamate. Il est important de noter 

que les défauts énergétiques survenant lors des processus neurodégénératifs sont étroitement 

liés à une dérégulation de l’homéostasie calcique que nous aborderons juste après. Cette voie 

indirecte conduisant à une excitotoxicité glutamatergique pourrait être impliquée dans des 

maladies neurodégénératives chroniques telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de 

Parkinson et la maladie de Huntington (Duchen, 2012; Turski and Turski, 1993). 
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Figure 14 : Les trois voies d’induction de l’excitotoxicité glutamatergique. 

II.3.b. Toxicité dopaminergique 

La dopamine est un neurotransmetteur appartenant à la famille des catécholamines, 

jouant un rôle complexe dans le SNC et intervenant dans de nombreuses fonctions, telles que 

la coordination motrice, la mémoire, les mécanismes de récompenses, … Il existe deux sous 

familles de récepteurs à la dopamine : les récepteurs D1 (D1 et D5) et les récepteurs D2 (D2, D3 

et D4). La dopamine est synthétisée principalement dans deux régions relativement restreintes 

du cerveau, qui sont la substance noire (SN) et l’aire tegmentale ventrale (TVA). Ces régions 

ont pour cibles les ganglions de la base (ou noyaux de la base), comprenant entre autres le 

striatum. La toxicité induite par une dérégulation du système dopaminergique et de ses 

récepteurs dans cette région du cerveau est centrale dans le décours de la maladie de 

Parkinson. En effet, il a été décrit deux voies principales au sein des ganglions de la base : la 

voie directe, associée aux récepteurs dopaminergiques de type D1 où l’activation de ces 

récepteurs provoque la libération de neurotransmetteurs GABA dans les terminaisons striato-

nigrales entre les neurones de la SN et du striatum ; et la voie indirecte, impliquant 

principalement les récepteurs de type D2, dont l’activation inhibe la libération de GABA dans 

les terminaisons striato-pallidale entre les neurones du palladium et du striatum (Gerfen et al., 

1990). L’équilibre entre ces deux voies permet l’exécution correcte des mouvements. Dans la 

pathologie de Parkinson, la perte de neurones dopaminergiques déséquilibre le système via 

l’hyperactivation de la voie inhibitrice, ce qui induit de la bradykinésie, symptôme majeur de 

la maladie (Albin et al., 1989; Obeso et al., 2000; Penney and Young, 1983). Les 

dysfonctionnements du système dopaminergique sont donc à la base de la maladie de 

Parkinson mais ont également été décrits dans d’autres processus pathologiques, tels que la 

maladie de Huntington (Rangel-Barajas et al., 2015). 
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II.3.c. Homéostasie calcique 

La signalisation calcique relie l’excitabilité membranaire aux différentes fonctions 

biologiques des neurones. A l’interface entre l’électrophysiologie et la signalisation 

moléculaire, les canaux calciques jouent un rôle fondamental dans de nombreux processus 

neuronaux tels que la plasticité synaptique. Plusieurs acteurs participent au maintien de la 

concentration intracellulaire en Ca2+. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer les canaux calciques 

voltage dépendants, les canaux ioniques mitochondriaux (MCU pour Mitochondrial Ca2+ 

Uniporter) et les protéines se liant au Ca2+ (CaBPs pour Ca2+ Binding Protein) 

(Bezprozvanny, 2009). Lors du vieillissement, de nombreux mécanismes impliquant 

l’homéostasie calcique sont altérés. Les niveaux des CaBPs sont fortement réduits ce qui 

induit une dérégulation des concentrations en Ca2+ et rend les neurones plus vulnérables aux 

pathologies neurodégénératives (Toescu and Verkhratsky, 2007). De plus, l’activation des 

calpaïnes, provoquées par des concentrations cytosoliques élevées en Ca2+, est observée lors 

du vieillissement et dans des cas sporadiques de maladie d’Alzheimer, de Parkinson et de la 

SLA. Les calpaïnes sont des protéases dépendantes du Ca2+ qui participent à la 

dégénérescence neuronale (Vosler et al., 2009). Beaucoup d’études soutiennent le rôle central 

de l’homéostasie calcique dans les maladies neurodégénératives, en particulier dans la 

maladie d’Alzheimer (Bezprozvanny and Mattson, 2008). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 15 : Lien étroit entre le vieillissement, les dérégulations des systèmes de neurotransmission et l’apparition de 
maladies neurodégénératives. 

 Neuroinflammation II.4.
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dans le SNC après une lésion. Cette réponse met en jeu le système immunitaire inné et est 

principalement caractérisée par l’accumulation et l’activation de cellules gliales (astrocytes et 

microglie). Ainsi, pour faire face à une infection ou à une lésion, le système immunitaire 

déclenche une réponse inflammatoire mettant en jeu à la fois des composants cellulaires et 

moléculaires : récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs), phagocytes, 

système du complément, cytokines et chimiokines (Morales et al., 2014). 

En réponse à un stimulus nocif, une réponse inflammatoire aigüe se met en place 

immédiatement par l’activation des cellules gliales permettant une réponse défensive rapide 

de l’organisme et le rétablissement de la zone endommagée. Cependant, si le stimulus persiste 

dans le temps, la réaction inflammatoire devient chronique et peut provoquer des dommages 

importants. En résumé, la neuroinflammation peut avoir des effets aussi bien bénéfiques que 

délétères en fonction de la durée de la réaction inflammatoire. 

Les maladies neurodégénératives ont ainsi été décrites pour présenter des réactions 

inflammatoires chroniques, reposant, entre autres, sur des niveaux élevés en cytokines pro-

inflammatoires telles que les interleukines IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, le facteur de nécrose 

tumoral α (TNF-α pour Tumor Necrosis Factor), mais également sur l’augmentation de la 

production des ROS. La réaction inflammatoire chronique a également été associée à 

l’augmentation de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (Kortekaas et al., 2005), 

et plusieurs études montrent qu’elle contribue à la dégénérescence neuronale (Hirsch et al., 

2005). 

 

II.4.b. Les processus inflammatoires dans les maladies neurodégénératives 

Comme je l’ai déjà mentionné, le vieillissement est un facteur de risque central dans la 

plupart des maladies neurodégénératives. Il a été montré que dans les cerveaux de personnes 

âgées, les niveaux de cytokines pro-inflammatoires sont augmentés tandis que ceux des 

cytokines anti-inflammatoires sont diminués, créant ainsi un déséquilibre et augmentant le 

risque de développer une pathologie neurodégénérative. Cette réaction inflammatoire se 

manifeste également par une activation démesurée des microglies (Lynch, 2010). 

La prolifération et l’activation de la microglie dans le SNC ont été documentées dans 

l’analyse post-mortem de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. De plus, une 

concentration importante de cytokines pro-inflammatoires a été décrit autour des dépôts 

d’amyloïdes Aβ et des enchevêtrements neurofibrillaires, associés eux mêmes à des zones de 

dégénérescence (Akiyama et al., 2000). L’analyse post-mortem des cerveaux de 
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patients atteints de la maladie de Parkinson et de la maladie de Huntington a également révélé 

une prolifération gliale ainsi que l’augmentation des cytokines pro-inflammatoires dans les 

zones proches des agrégats protéiques et des neurones en cours de dégénérescence (Frank-

Cannon et al., 2009; Hirsch et al., 2005). Il existe donc un lien étroit entre agrégation 

protéique, activation gliale et inflammation dans les maladies neurodégénératives. 

 

Figure 16 : La neuroinflammation : lien entre agrégation de protéines, activation des cellules gliales et inflammation 
(schéma d’après (More et al., 2013)). 

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont établi un lien entre la prise d’anti-

inflammatoires non-steroïdiens (AINS) et la maladie d’Alzheimer. Ainsi, cette étude montre 

que la prise d’AINS sur des longues durées a des effets protecteurs contre le développement 

de la maladie, retardant la manifestation des symptômes et réduisant les risques d’apparition 

de la pathologie (Vlad et al., 2009). Les mêmes effets ont été décrits sur la prise d’AINS, en 

l’occurrence l’ibuprofène, quant aux risques de développer la maladie de Parkinson (Gao et 

al., 2011). Ces résultats sont à prendre avec du recul car les différents médicaments 

expérimentés (salicylate, aspirine, meloxicam, indométacine, paracétamol, diclofénac, 

ibuprofène, etc.) ne présentent pas tous les mêmes résultats positifs. Ceci peut s’expliquer car 

chaque médicament a un profil pharmacologique et des spécificités différentes. D’autre part la 

réponse neuroinflammatoire n’est pas spécifique d’une condition dégénérative déterminée. 

Enfin, la plupart des médicaments neuroinflammatoires ont des effets secondaires importants, 

essentiellement gastriques et cardiaques. La prise de ces molécules à long terme doit donc être 

contrôlée. 
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La neuroinflammation est donc un processus majeur dans le décours des maladies 

neurodégénératives, étroitement lié aux autres mécanismes moléculaires mis en jeu : 

agrégation protéique, stress oxydant et défaut des systèmes de neurotransmission. Elle est 

centrale dans des maladies inflammatoires telles que la sclérose en plaques, qui peut se 

manifester chez des sujets jeunes, mais elle est également essentielle dans les maladies 

neurodégénératives liées au vieillissement comme nous venons de le voir. L’inflammation est 

donc à prendre en compte dans les recherches de stratégies thérapeutiques dans ce domaine. 

 

 Diminution des taux en NAD+ II.5.

Nous venons de décrire plusieurs processus moléculaires inhérents aux maladies 

neurodégénératives, qui ne sont pas indépendants les uns des autres. Cependant, les relations 

de cause à effet entre ces processus restent peu connues à ce jour. Il semble important de 

continuer les recherches dans ce domaine pour approfondir nos connaissances sur les 

mécanismes mis en jeu et trouver des cibles thérapeutiques efficaces pour lutter contre les 

maladies neurodégénératives. Dans cette perspective, plusieurs études ont mis en avant le rôle 

du dinucléotide NAD+.  

Le NAD+ est un coenzyme impliqué dans de nombreuses réactions d’oxydo-réduction 

prenant part au métabolisme énergétique, essentiellement au catabolisme. Mais il joue 

également un rôle central en tant que substrat dans plusieurs réactions enzymatiques, 

participant à la régulation des sirtuines, des poly-ADP-ribose polymerases (PARPs) et des 

ecto-enzymes CD38/157. La voie de biosynthèse principale du NAD+ est celle reposant sur la 

conversion du Nicotinamide (NAM) en NAD+, mettant en jeu la métabolisation du NAM en 

Nicotinamide MonoNucléotide (NMN) par l’enzyme nicotinamide phosphoribosyltransférase 

(Nampt) puis la conversion du NMN en NAD+ par les enzymes nicotinamide mononucléotide 

adénylyltransférase (Nmnat). Cette voie est appelée voie de sauvetage car elle recycle le 

NAM, produit de la réaction du NAD+ avec différents substrats, pour synthétiser à nouveau 

du NAD+. Le NAD+ et son métabolisme sont au cœur de mon projet de thèse. J’ai donc 

décidé d’y consacrer un chapitre entier dans ce manuscrit (cf chapitre III). Pour l’instant, je 

souhaite seulement mettre en exergue le rôle du NAD+ dans les mécanismes moléculaires que 

nous venons d’aborder afin de justifier son étude dans le cadre des processus 

neurodégénératifs liés au vieillissement. 
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II.5.a. NAD+, mitochondrie et stress oxydant 

Nous avons vu que le stress oxydant était lié à l’augmentation de la production des 

ROS et à des dysfonctionnements mitochondriaux. Durant le vieillissement, le 

fonctionnement des mitochondries se dégrade et rend l’organisme vulnérable à différents 

processus neurodégénératifs. Depuis plusieurs années, de nombreuses équipes ont corrélé ces 

dysfonctions mitochondriales au taux intracellulaire de NAD+. Ainsi, les niveaux de NAD+ 

ont été décrits pour diminuer dans différents tissus de souris âgées, tels que le foie et les 

muscles squelettiques, mais également chez C.elegans (Gomes et al., 2013; Mouchiroud et 

al., 2013; Yoshino et al., 2011). Un des mécanismes pouvant expliquer le lien entre 

vieillissement et diminution des taux de NAD+ est l’implication des PARPs. Celles-ci sont des 

cibles du NAD+ présentes dans le noyau et décrites pour leur rôle dans la réparation de 

l’ADN. Elles semblent être activées lors du vieillissement chez des souris et chez C.elegans 

(Mouchiroud et al., 2013). Quel est le lien entre l’activation des PARPs et le vieillissement ?  

Figure 17 : Effet du vieillissement sur la peroxydation des lipides, la dégradation de l’ADN, l’activité des PARPs et le 
taux de NAD+ dans des tissus humains. a) et b) : courbe de corrélation de Pearson (Massudi et al., 2012). 

L’équipe de G. Guillemin s’est penché sur cette question en comparant diverses 

fonctions métaboliques chez des tissus humains de personnes âgées et de nouveaux nés 

(Massudi et al., 2012). Ils ont montré qu’au cours du vieillissement, la peroxydation des 

lipides ainsi que la dégradation de l’ADN étaient plus importantes. Ils ont confirmé les 

résultats obtenus dans les modèles animaux en observant une augmentation de l’activité des 

PARPs et une diminution des niveaux de NAD+. 

 Ces résultats suggèrent que le vieillissement des cellules provoque une dégradation de 
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l’ADN, activant les PARPs et diminuant les niveaux intracellulaires en NAD+. Cette 

diminution en NAD+ est directement associée avec une baisse d’activité des sirtuines, et en 

particulier de SIRT1. SIRT1 est une autre cible du NAD+, également localisée dans le noyau, 

qui influe sur plusieurs fonctions cellulaires et en particulier sur la biogénèse mitochondriale 

via l’activation du facteur de transcription PGC1-α. Lors de l’invalidation de PARP1 chez la 

souris, il a été observé une augmentation des niveaux en NAD+, de l’activité de SIRT1 et une 

amélioration du métabolisme chez ces souris (Bai et al., 2011). 

Ainsi, la diminution du NAD+, associée à l’activation des PARPs, entraine une 

régulation négative de la biogenèse mitochondriale et du métabolisme oxydatif, induit une 

dégradation du complexe I de la chaîne respiratoire et provoque des dysfonctions majeures 

des mitochondries (Imai and Guarente, 2014). En 2013, il a été montré que l’augmentation 

des niveaux de NAD+ ou l’utilisation d’inhibiteurs de PARPs empêche l’altération des 

mitochondries et permet même de prolonger la durée de vie chez des modèles de C.elegans 

(Mouchiroud et al., 2013).  

Figure 18 : Comparaison des taux de NAD(P)H, de la quantité de ROS et des niveaux de GSH entre des souris 
sauvages et des souris transgéniques 3x-Tg-AD (Ghosh et al., 2012). 

Enfin, une étude sur des cultures de neurones issus de souris transgéniques 3xTg-AD, 

présentant des altérations physiologiques et moléculaires mimant la maladie d’Alzheimer, a 

montré que les niveaux de NAD+ sont plus faibles chez ces souris, que la production de ROS 

est plus importante et que les niveaux en GSH sont plus faibles (Ghosh et al., 2012). Ce 

résultat suggère que la modulation des taux de NAD+ est un facteur essentiel dans la 

pathologie d’Alzheimer. De plus, cette même étude montre que les taux de calcium 

intracellulaires sont deux fois plus importants dans les cellules de souris transgéniques que 

dans celles des souris sauvages, confirmant le rôle central de l’homéostasie calcique dans les 

pathologies neurodégénératives. 

L’ensemble de ces études montre que la diminution des niveaux en NAD+ observée 
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lors du vieillissement altère un grand nombre de fonctions mitochondriales, telles que la 

chaîne respiratoire. Réciproquement, il est important de noter que le rapport NAD+/NADH est 

dépendant du fonctionnement de la chaîne respiratoire. Une perturbation de cette dernière 

entraîne un déséquilibre du couple redox et modifie les taux de NAD+ dans la mitochondrie, 

accélérant la détérioration des mitochondries. 

 

II.5.b. NAD+ et inflammation 

La diminution des niveaux de NAD+ lors du vieillissement peut également s’expliquer 

par une altération de sa voie de biosynthèse, en particulier de l’activité de l’enzyme Nampt. 

L’équipe de S. Imai a ainsi observé que les niveaux de Nampt diminuent avec l’âge (Yoshino 

et al., 2011). De façon intéressante, ils ont également montré que TNF-α, une cytokine 

majeure impliquée dans les réactions inflammatoires, diminue les niveaux en Nampt et en 

NAD+ dans des cultures primaires d’hépatocytes (Yoshino et al., 2011), suggérant fortement 

que l’inflammation chronique décrite lors du vieillissement et des processus 

neurodégénératifs induit une perturbation du métabolisme du NAD+. L’utilisation de 

précurseurs de la voie de biosynthèse du NAD+ tel que le NMN permet de pallier à cette 

diminution des taux de NAD+ (Yoshino et al., 2011). 

Figure 19 : Effet du TNF-α sur le métabolisme du NAD+ dans un modèle murin. Le traitement avec du TNF-α diminue 
les niveaux de Nampt et le taux de NAD+ intracellulaire. L’apport de NMN, précurseur du NAD+ prévient de cette 
dérégulation (Yoshino et al., 2011). 

 

II.5.c. NAD+ et excitotoxicité 

Nous avons vu que l’excitotoxicité glutamatergique est un processus pathogène décrit 

dans plusieurs maladies neurodégénératives. Plusieurs études ont montré que ce processus est 

associé à une diminution des taux intracellulaires en NAD+. Ainsi, lors d’un modèle 

d’ischémie cérébrale chez la souris, il a été observé une diminution des niveaux 
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intracellulaires en NAD+ ainsi que de l’enzyme Nampt (appelée également PBEF pour Pre-B 

cell colony-Enhancing Factor). Cette étude a d’autre part montré que des souris hétérozygotes 

Pbef +/- sont plus vulnérables à la lésion induite par l’ischémie, soulignant l’importance de la 

voie de biosynthèse du NAD+ dans le processus d’excitotoxicité (Zhang et al., 2010). 

 

Figure 20 : Excitotoxicité et biosynthèse de NAD+. A) Les souris hétérozygote Pbef+/- sont plus vulnérables à la lésion 
induite par ischémie. B) Les taux intracellulaires en NAD+ mesurés dans le cortex sont diminués chez les souris Pbef+/-  par 
rapport aux souris WT (Zhang et al., 2010). 

Parallèlement, l’équipe de C. Alano a étudié l’excitotoxicité induite par l’application 

de NMDA dans des cultures de neurones primaires. Ils ont observé une diminution des taux 

de NAD+ 4h après traitement. Celle-ci peut être partiellement rétablie par l’application 

d’inhibiteurs de PARPs (PJ34 ; DPQ) mais pas par l’application d’antioxydants (Trolox ; 

7NI), suggérant que la baisse des taux en NAD+ est liée à l’activation des PARPs mais 

précède temporellement le stress oxydant (Kim et al., 2011a). 

 

Figure 21 : L’application de NMDA diminue les niveaux intracellulaires en NAD+. Cette diminution peut être 
partiellement bloquée par des inhibiteurs de PARPs (PJ34 et DPQ) mais pas par l’application d’antioxydants (Trolox et 7NI) 
(Kim et al., 2011a). 

Le NAD+ a donc un rôle central dans les processus moléculaires impliqués dans le 

vieillissement et les maladies neurodégénératives. L’augmentation des taux intracellulaires en 

NAD+, par l’utilisation de précurseurs spécifiques ou d’inhibiteurs de PARPs, permettrait de 

lutter contre le développement des processus neurodégénératifs. Dans le chapitre III, nous 

reviendrons dans le détail sur le rôle du NAD+ dans la cellule et l’implication de son 

métabolisme dans les processus neurodégénératifs. 

A B
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Figure 22 : Schéma récapitulant la place du NAD+ dans les mécanismes moléculaires communs aux maladies 
neurodégénératives et au vieillissement. 

 
  Rôles des altérations axonales dans les maladies neurodégénératives II.6.

II.6.a. Rôle des altérations axonales et synaptiques dans la dispersion des lésions 

Pour l’instant, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires communs 

aux différentes maladies neurodégénératives et intervenant également lors d’ischémies 

cérébrales. Comme nous l’avons évoqué en début de chapitre, les maladies 

neurodégénératives sont des maladies chroniques à progression lente dans la plupart des cas. 

La gravité des symptômes et des signes cliniques devient de plus en plus importante au cours 

du temps, allant jusqu’à la perte d’autonomie des malades, et éventuellement le décès. Nous 

avons vu que ces différents signes cliniques sont corrélés avec des atteintes localisées dans 

des régions spécifiques du cerveau. Ces atteintes seraient par la suite susceptibles de s’étendre 

en se propageant de manière non homogène vers d’autres régions cérébrales. 

De nos jours, le diagnostic des maladies neurodégénératives se fait encore trop 

souvent tardivement, alors que les lésions cérébrales ont déjà atteints plusieurs régions du 

cerveau et provoquent des dommages irréversibles. Le développement de méthodes de 

diagnostics plus précoces permettrait la mise au point de traitements curatifs efficaces.  

La propagation non uniforme des altérations dans le temps et l’espace peut être 

corrélée dans une certaine mesure avec la formation des agrégats protéiques. Cette notion a 

été particulièrement étudiée par l’équipe de H. Braak durant les 20 dernières années. Ils ont 
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ainsi montré que les agrégats protéiques observés dans certaines maladies neurodégénératives 

se propagent selon un profil de dispersion spécifique et non homogène. Leurs observations 

quant aux profils de dispersion des agrégats protéiques caractéristiques de la maladie 

d’Alzheimer et de Parkinson sont détaillées en annexe. Une des hypothèses pouvant expliquer 

ces résultats est la propagation des lésions via les réseaux neuronaux. En effet, il existe des 

voies neuronales spécifiques dans le cerveau reliant préférentiellement certains types de 

neurones entre eux, sans dépendre de la proximité spatiale. Ceci est possible grâce à la 

polarité des cellules neuronales composées d’un corps cellulaire, le soma, et d’un 

prolongement, l’axone, dont la longueur peut atteindre 20 000 fois la taille du corps cellulaire 

(Wang et al., 2012a). L’axone peut donc atteindre des régions très éloignées du soma, dans le 

système périphérique par exemple, et créer des connexions synaptiques permettant la 

transmission de l’influx nerveux. L’intégrité axonale est donc essentielle pour le bon 

fonctionnement du cerveau : une lésion sur un axone peut induire la dégénérescence du 

neurone mais également affecter des neurones secondaires connectés, propageant de cette 

manière une altération neuronale. De nombreuses études ont tenté d’éclaircir le rôle de 

l’axone et des synapses dans les processus dégénératifs. De plus, il a été montré, dans le cadre 

des maladies neurodégénératives, que la mort neuronale n’est pas directement associée à 

l’apparition des premiers symptômes (Lesné et al., 2006, 2008). Au contraire, il semblerait 

que, dans ces pathologies, la mort neuronale soit un processus tardif qui survient bien après 

l’apparition des symptômes et qui soit précédé d’altérations plus modérées, telles que les 

pertes synaptiques et la dégénérescence axonale (Arendt, 2009; Callahan and Coleman, 1995; 

Selkoe, 2002).  

 

II.6.b. La dégénérescence axonale lors du vieillissement 

Les altérations axonales sont donc un événement majeur dans la dispersion des lésions 

dans le cadre des maladies neurodégénératives. Comme nous l’avons déjà discuté, le 

vieillissement est le principal facteur de risque dans la plupart de ces pathologies et de 

nombreuses études ont montré que la perte axonale était l’une des caractéristiques notables du 

vieillissement. On peut donc se demander quelles sont les modifications structurelles ou 

fonctionnelles que subissent les axones au cours du vieillissement ? 

L’étude d’échantillons de cerveaux humains a montré que les fibres de la substance 

blanche sont vulnérables au vieillissement. En effet, on estime que la matière blanche d’une 

personne de 80 ans est réduite de 45% par rapport à une personne de 20 ans (Marner 
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et al., 2003). Les raisons de cette perte sont mal connus mais une hypothèse est l’altération de 

la substance blanche par des micro-ischémies endommageant la myéline et entrainant la 

dégénérescence des oligodendrocytes (Pantoni, 2002). L’intégrité de la gaine de myéline est 

un élément essentiel dans le maintien de l’axone. Elle permet la protection de l’axone et elle 

garantit une transmission de l’influx nerveux rapide et efficace (Sherman and Brophy, 2005). 

La démyélination est donc une cause importante de déficits cognitifs chez les sujets âgés. La 

diminution des projections axonales a été identifiée dans plusieurs autres régions du cerveau. 

Il a notamment été montré que les axones impliqués dans la voie perforante entre le cortex 

entorhinal et le gyrus denté (sous-région de l’hippocampe) sont moins nombreux chez des rats 

âgés (Barnes and McNaughton, 1980). Ce résultat a été confirmé chez l’homme pour lequel la 

matière blanche parahippocampique, comprenant entre autre la voie perforante, est fortement 

réduite chez les personnes âgées (Rogalski et al., 2012; Stoub et al., 2012). 

La dégénérescence axonale est donc une caractéristique majeure du vieillissement, que 

l’on retrouve dans les maladies neurodégénératives. On comprend ainsi que le vieillissement 

est un facteur de risque de ces maladies car il peut contribuer à la manifestation des 

symptômes, à partir du moment où un certain niveau de dégénérescence axonale et synaptique 

a été atteint. De plus, le cerveau d’une personne âgée est plus vulnérable et sera moins 

capable de compenser les différentes altérations induites par la maladie. 

 

II.6.c. La dégénérescence axonale dans les maladies neurodégénératives 

• La dégénérescence axonale dans la maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par l’accumulation de peptides amyloïdes Aβ 

et d’enchevêtrements neurofibrillaires Tau, la dégénérescence des neurites et la perte des 

synapses (Adalbert et al., 2009; Tsai et al., 2004). Ces événements précédent la mort 

neuronale, qui survient seulement à des stades tardifs de la pathologie (Adalbert and 

Coleman, 2013). Des études d’imagerie par IRM sur l’homme ont montré des altérations de la 

matière blanche dans les stades précoces de la maladie, précédant les stigmates typiques de la 

matière grise caractérisés dans les stades plus tardifs (Di Paola et al., 2010). Dans des modèles 

murins, il a été montré des altérations axonales, notamment des apparitions de varicosités, à 

proximité de plaques amyloïdes (Tsai et al., 2004). Cependant, une autre étude effectuée sur 

des souris transgéniques a montré que la progression de la pathologie, via la formation 

d’agrégats protéiques, ne bloque pas les projections axonales, bien que celles-ci puissent 
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présenter des dystrophies importantes lorsqu’elles passent à travers les plaques amyloïdes 

(Adalbert et al., 2009). Les axones à proximité de plaques sont ainsi capables de rester 

fonctionnels jusqu’à un an après l’apparition des plaques. Ces éléments sont en faveur d’une 

progression lente de la pathologie. Enfin, il est probable que les axones humains soient plus 

vulnérables aux dégâts causés par l’Aβ car ceux ci sont beaucoup plus longs que ceux de la 

souris, et donc plus susceptibles de croiser des plaques, et leur durée de vie est également plus 

importante (Adalbert and Coleman, 2013). 

Figure 23 : Effet contradictoire des plaques amyloïdes Aβ sur l’intégrité axonale. (a-b-c) : L’axone croisant une plaque 
amyloïde forme des varicosités puis dégénère en 8 jours tandis que d’autres études montrent des axones intacts pendant 5 
mois à proximité de plaques amyloïdes (D) (Adalbert et al., 2009; Tsai et al., 2004). 

• La dégénérescence axonale dans la maladie de Parkinson 

La dégénérescence axonale joue un rôle majeur dans les stades initiaux de la maladie 

de Parkinson et pourrait bien être une des caractéristiques principales de la pathologie. En 

effet, de nombreuses évidences à partir d’études de cerveaux humains post-mortem, 

d’imagerie fonctionnelle, de modèles transgéniques ou d’utilisation de neurotoxines montrent 

que la dégénérescence axonale est un événement précoce de la maladie de Parkinson et 

pourrait être une cible thérapeutique intéressante pour traiter la pathologie aux stades peu 

avancés (Burke and O’Malley, 2013). Ainsi, des souris transgéniques, manifestant des signes 

cliniques proches de ceux de la maladie de Parkinson, tels que l’hypokinésie, sont 

caractérisées par un maintien du nombre de neurones dopaminergiques mais par des axones 

fragmentés, présentant des dystrophies sévères (Li et al., 2009). 

D
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Figure 24 : Altérations des axones du striatum et du palladium observées chez des souris transgéniques développant 
des symptômes proches de la maladies de Parkinson : apparition de blebs et dystrophie des axones (Li et al., 2009). 

• La dégénérescence axonale dans la SLA 

Les altérations axonales sont également caractéristiques des stades précoces de la 

SLA. Dans des modèles murins mutés SOD1, Il a été montré une vulnérabilité des axones 

spécifique du type neuronal. En effet, les axones venant des neurones moteurs « fast 

fatiguables » sont plus susceptibles de dégénérer que les axones des neurones moteurs lents 

(Pun et al., 2006). De plus, de manière intéressante, des souris sauvages âgées présentent des 

rétractions axonales au niveau de la jonction neuro-musculaire, dégénérescence qui peut être 

contrée par des stratégies anti-vieillissement, utilisées dans d’autre modèles, telles que la 

restriction calorique ou l’exercice physique (Valdez et al., 2010). 

La dégénérescence axonale est donc un processus majeur et précoce lors des maladies 

neurodégénératives, qui est déjà sous-jacent lors du vieillissement des individus. Les données 

discutées dans ce dernier paragraphe mettent en évidence l’importance de l’étude et la 

compréhension de ce phénomène afin de mettre en œuvre de nouvelles pistes thérapeutiques, 

ciblant les maladies neurodégénératives à des stades peu avancés avant l’apparition de 

symptômes sévères et de la mort neuronale. 

 

Ce premier chapitre nous permet de voir que les maladies neurodégénératives dans 

leur ensemble, englobant les maladies chroniques et celles plus aigües telles les ischémies, 

sont des pathologies complexes dont l’impact dans nos sociétés actuelles est considérable. 

Différentes sur plusieurs aspects, celles-ci peuvent tout de même se caractériser par des 

mécanismes moléculaires communs, tels que l’agrégation protéique, le stress oxydant, les 

défauts dans les systèmes de transmission et la neuroinflammation. Tous ces mécanismes sont 
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étroitement liés au niveau intracellulaire en NAD+, suggérant que la diminution des taux de 

NAD+ est un élément essentiel dans l’apparition des pathologies neurodégénératives. En 

outre, la dégénérescence axonale est également un élément majeur dans les pathologies, 

participant à la dispersion spatio-temporelle des lésions neuronales. 

Nous allons donc dans le prochain chapitre détailler les connaissances actuelles sur la 

dégénérescence axonale : des modèles d’études utilisés jusqu’aux mécanismes moléculaires 

mis en jeu dans ce processus. Puis, nous verrons le rôle crucial du NAD+ dans la protection de 

l’axone, ce qui nous amènera au chapitre III sur les fonctions du NAD+ dans la cellule. 

L’étude du NAD+, de ses fonctions au sein de la cellule et de son métabolisme permettra de 

mettre en avant son rôle potentiel en tant que cible thérapeutique dans le cadre des recherches 

sur les processus neurodégénératifs. Enfin, le dernier chapitre sera consacré à la définition 

d’un modèle d’étude de la dégénérescence neuronale, basé sur l’excitotoxicité 

glutamatergique.



 

 

CHAPITRE II : 

LA DEGENERESCENCE AXONALE : UN DES MARQUEURS PRECOCES DES 

MALADIES NEURODEGENERATIVES 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, la dégénérescence axonale est un événement 

précoce dans l’évolution de la neurodégénérescence.  

I. Les différents modèles de dégénérescence axonale 
 

 La dégénérescence axonale Wallérienne I.1.

Lors d’une lésion brutale et localisée de l’axone, la dégénérescence de la portion 

distale de l’axone (déconnectée du reste du neurone) est appelée dégénérescence Wallérienne. 

Ce processus, commun au SNC et SNP, a été décrit pour la première fois en 1850 par 

Augustus V. Waller sur des fibres nerveuses de grenouille (Waller, 1850). L’axone 

déconnecté du corps cellulaire préserve son activité électrique pendant un à deux jours mais 

va ensuite rapidement dégénérer selon une suite d’événements définie : détérioration du 

réticulum endoplasmique, désintégration des neurofilaments, renflements des mitochondries, 

désassemblage du réseau de microtubules, apparition de varicosités (appelés « Blebs » en 

anglais) puis finalement fragmentation de l’axone. Les débris sont ensuite éliminés et digérés 

par des cellules de types macrophages.  

La dégénérescence Wallérienne a longtemps été décrite comme un processus passif 

dont le mécanisme serait régulé en partie par une augmentation des flux calciques dans les 

neurones et par l’activation des calpaïnes. Mais, nous savons aujourd’hui que la 

dégénérescence axonale est en réalité contrôlée par un mécanisme actif, complexe mettant en 

jeu de nombreux acteurs moléculaires. Nous parlerons de ce mécanisme de manière plus 

détaillée dans la suite de ce chapitre.  

La dégénérescence Wallérienne a été mise en évidence dans le SNP mais elle a 

également été décrite dans le SNC. En effet, ce type de dégénérescence peut avoir lieu lors de 

traumas, d’accidents vasculaires cérébraux, d’infections ou de maladies auto-immunes, dès 

lors que l’axone est lésé localement (Raff et al., 2002). 
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Figure 25 : Déroulement temporel de la dégénérescence axonale de type Wallérienne : les segments proximaux et 
distaux proches de la lésion montrent après 5 à 60 minutes une dégénérescence axonale aigüe proche de la lésion initiale. 
Celle ci est principalement induite par un influx calcique et l’activation des calpaïnes. Ce processus est suivi par la rétraction 
de l’axone et l’apparition de « blebs ». Pendant 24 à 48h il y a une phase de latence où il n’y a que peu de signes de 
fragmentation. Puis, 72h après lésion la portion distale développe rapidement des renflements dus à l’effondrement de la 
cytoarchitecture axonale puis se fragmente. Les débris sont alors éliminés par les phagocytes. La portion proximale subit soit 
une dégénérescence rétrograde soit tente de se reconnecter par régénérescence (Wang et al., 2012a). 

 Dégénérescence axonale de type Dying Back I.2.

Dans le contexte de l’étude des maladies neurodégénératives, pour lesquelles il n’y a 

pas de localisation spécifique de l’agression ni de déconnexion de l’axone et du corps 

cellulaire, il a été décrit un processus de rétraction de l’axone, différent de la dégénérescence 

Wallérienne et désigné sous le terme de dégénérescence axonale de type « Dying-Back ». Le 

Dying-Back se caractérise par une dégénérescence de l’axone progressive qui s’étend sur une 

longue période (de plusieurs semaines à plusieurs mois), qui commence dans la partie distale 

de l’axone puis qui s’étend vers le  corps cellulaire. Ce processus a été en premier lieu 

proposé pour expliquer plusieurs pathologies du SNP telles que la maladie des motoneurones, 

et les neuropathies associées au diabète (Sima et al., 1983), à l’alcoolisme (Walsh and 

McLeod, 1970) et au sida (De La Monte et al., 1988). La dégénérescence axonale de type 

Dying-Back pourrait également s’appliquer aux maladies neurodégénératives du SNC telles 

que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. On comprend bien que dans ce cadre, la 

section d’un axone est un événement rare et que les dommages de l’axone sont plus 

vraisemblablement dus à des altérations métaboliques ou du transport axonal, à la présence 
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d’agents neurotoxiques ou à des anomalies héréditaires.  

Figure 26 : Modèles de dégénérescence axonale : (A) Dégénérescence Wallérienne induite par axotomie ; (B) 
dégénérescence rétrograde de type Dying-Back (Raff et al., 2002). 

Ainsi, la dégénérescence de l’axone peut être associée à l’agrégation de protéines 

spécifiques, tels que les plaques amyloïdes Aβ, les corps de Lewy constitués d’α-synucléine 

ou les enchevêtrements neurofibrillaires Tau. Les agrégats altèrent alors l’intégrité de l’axone 

via leur interférence avec les mécanismes du transport axonal. Par exemple, l’accumulation 

d’agrégats d’huntingtine mutée dans l’axone conduit à une altération du transport et précède 

la mort neuronale (Li et al., 2001). 

 

 Déprivation en facteur trophique I.3.

Une dégénérescence localisée, similaire à celle observée dans un modèle de type 

Dying-Back, est également décrite en culture cellulaire lorsque la partie distale d’un axone est 

privée de facteurs trophiques tels que le NGF pour Nerve Growth Factor. Dans ce contexte, 

cette partie de l’axone dégénère tandis que le reste du neurone survit (Campenot, 1982). Ce 

phénomène a été observé la première fois grâce à la mise au point de chambres de Campenot 

permettant l’isolement d’une partie de l’axone du reste du neurone (Campenot, 1977). Ce 

dispositif, qui s’adresse uniquement aux neurones issus du SNP, permet encore aujourd’hui 

l’étude détaillée des mécanismes moléculaires intervenant dans la dégénérescence axonale 

induite par déprivation de facteurs trophiques (Simon et al., 2016). 

 

 Le pruning développemental I.4.

La dégénérescence axonale intervient également de manière physiologique lors du 

développement normal. En effet, initialement, chaque neurone projette plusieurs branches 

axonales vers différentes régions du cerveau. Les branches situées dans les régions non 

appropriées vont finir par dégénérer et par être éliminées : il s’agit du processus de 
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« pruning » ou « élagage » en français. Un des mécanismes sous-jacent à ce processus, 

pourrait être le manque de facteurs trophiques libérés par les cellules cibles qui entrainerait la 

dégénérescence de la branche axonale. 

Figure 27 : Modèles de dégénérescence axonale induite par déprivation de facteurs trophiques en culture in vitro (C) 
ou lors du développement par pruning (D) (Raff et al., 2002). 

Plusieurs mécanismes moléculaires semblent communs aux différents modèles: la 

dégénérescence axonale serait la conséquence morphologique du cumul de nombreuses 

altérations visant principalement l’homéostasie calcique, les mitochondries, l’agrégation 

protéique, le transport axonal, les voies de signalisation, l’autophagie ainsi que le système 

UPS (Lingor et al., 2012). Cependant, le décours temporel de ces mécanismes et la nature du 

processus de mort localisé au niveau de l’axone ne sont pas encore élucidés et sont au cœur de 

nombreuses thématiques de recherche. 

II. Les mécanismes impliqués dans les différents modèles de dégénérescence 
axonale 

  Influx calcique et activation des calpaïnes II.1.

La dégénérescence axonale a longtemps été considérée comme un mécanisme passif 

assimilé à une nécrose localisée au niveau de l’axone. En effet, en 1979, il a été montré que 

l’activation de protéines dépendantes du calcium, appelées calpaïnes, mène à la 

dégénérescence de l’axone (Schlaepfer and Hasler, 1979). Les calpaïnes peuvent réagir avec 

des protéines du cytosquelette, des kinases, des phosphatases et des récepteurs membranaires 

et induire ainsi la désintégration des neurofilaments et des microtubules. Il a été montré 

depuis que l’inhibition des calpaïnes retarde la dégénérescence axonale dans un contexte de 

dégénérescence Wallérienne, suggérant que ces protéines jouent un rôle majeur dans ce 

processus (Coleman, 2005).  
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  Wlds : une mutation spontanée qui ouvre de nouvelles perspectives II.2.
thérapeutiques  

II.2.a. La protéine Wlds 

La découverte d’une mutation spontanée chez la souris Wlds (pour Wallerian 

Degeneration Slow) a permis de grandes avancées dans la compréhension du mécanisme de 

dégénérescence axonale. En effet, chez ces souris mutées, les portions distales des axones 

demeurent morphologiquement et fonctionnellement intactes plusieurs jours, voire plusieurs 

semaines, après la lésion (Lunn et al., 1989).  

Figure 28 : Observation de la protection axonale conférée par Wlds dans trois modèles différents de dégénérescence 
Wallérienne : nerfs phréniques observés par microscopie électronique chez la souris 7 jours après axotomie, nerf sciatique 
observé par microscopie à fluorescence chez la souris 3 jours après axotomie et neurones des récepteurs olfactifs observés 
par microscopie à fluorescence 10 jours après lésion chez la drosophile (Coleman and Freeman, 2010). 

Cette observation montre que la dégénérescence axonale ne serait pas un phénomène 

passif mais qu’il y aurait bien un mécanisme actif permettant le maintien de l’intégrité 

axonale de manière autonome. Pour comprendre l’effet apporté par la mutation spontanée 

chez la souris, l’équipe de H. Perry localisa le gène impliqué dans le retard de la 

dégénérescence axonale sur le chromosome 4 (Lyon et al., 1993), puis le gène Wlds fut 

séquencé quelques années plus tard. La mutation Wlds résulte d’un réarrangement 

chromosomique conduisant à la production d’une protéine chimère Wlds (Coleman et al., 

1998). La partie C-terminale de cette protéine contient la séquence de Nmnat1, une enzyme 

clé principalement nucléaire et impliquée dans la biosynthèse du NAD+ (Mack et al., 2001). 

L’extrémité N-terminale de Wlds est constituée du domaine amino-terminal de Ube4b, une 
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ubiquitine ligase, fusionné à 18 résidus d’acides aminés (W18) générés par la translecture du 

5’UTR de Nmnat1. 

Figure 29 : Structure de la protéine fusion Wlds constituée de l’enzyme Nmnat1, de l’ubiquitine ligase Ube4b, de la 
séquence N-terminale N16 et de la séquence W18 (Freeman, 2014). 

A partir de la structure de la protéine Wlds, on peut donc se demander quel domaine 

est vraiment essentiel dans la protection axonale. 

 

II.2.b. Quels sont les domaines de la protéine Wlds nécessaires pour protéger de la 
dégénérescence axonale ? 

Plusieurs études, dans des modèles de culture primaire in vitro mais également dans 

des modèles in vivo, ont été effectuées pour répondre à cette question. Théoriquement, Wlds 

peut protéger les neurones via les domaines Ube4b, W18 et/ou Nmnat1 ou par une 

combinaison des trois. Plusieurs études ont montré que l’expression de Nmnat1 pouvait 

retarder la dégénérescence axonale in vitro (Araki et al., 2004; Sasaki et al., 2009; Wang et 

al., 2005b). Les résultats obtenus in vivo, au contraire, semblent montrer que la surexpression 

de Nmnat1 n’est pas suffisante pour protéger les axones (Conforti et al., 2007). Cependant, 

même si celle ci n’est pas suffisante pour conférer la protection axonale seule, elle a été 

montrée dans plusieurs études chez les drosophiles et chez les souris pour être nécessaire à 

l’effet protecteur de Wlds (Avery et al., 2009; Yahata et al., 2009). Chez la drosophile, 

Nmnat1 pourrait avoir un rôle de molécule chaperonne, indispensable pour la préservation de 

l’intégrité axonale (Zhai et al., 2008). La protection induite par la protéine Wlds passe à la 

fois par le rôle enzymatique de Nmnat1 dans la biosynthèse du NAD+ et par son rôle 

chaperon. Cependant, le domaine de Nmnat1 ne semble pas suffisant pour une protection 

axonale totale : cela suggère que d’autres domaines de Wlds sont essentiels. De manière 

intéressante, la protection axonale conférée par Wlds nécessite la présence du domaine 

correspondant aux 16 acides aminés du domaine amino-terminal de la protéine Ube4b (N16). 

Ainsi, la suppression du fragment N16 de Wlds bloque totalement l’effet protecteur 
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dans un modèle in vivo chez la souris et bloque partiellement l’effet chez la drosophile (Avery 

et al., 2009; Conforti et al., 2009). Ce fragment de 16 acides aminés dérivé de Ube4b, 

interagit avec une protéine contenant des valosines (VCP). VCP est une AAA-ATPase 

(ATPase associé à des activités variées), qui a un rôle majeur dans le système UPS et dans la 

fusion membranaire (Wang et al., 2004). VCP est également décrit pour être impliquée dans 

la distribution intracellulaire de Wlds. Plusieurs études suggèrent fortement que N16, via son 

action avec VCP, et Nmnat1 sont essentiels à la protection conférée par Wlds. 

 

II.2.c. Quelle est la localisation subcellulaire de la protéine Wlds ? 

La localisation nucléaire de Wlds a tout d’abord suggéré que son effet pouvait 

s’expliquer par des modifications d’expression génique et par l’activation de SIRT1, sirtuine 

nucléaire dépendante du NAD+ (Araki et al., 2004). Cependant, des études récentes ont 

caractérisé la localisation subcellulaire de Wlds de manière plus approfondie, proposant un 

site d’action de Wlds en dehors du noyau. Il a ainsi été montré que les souris mutantes 

exprimant Nmnat1 au niveau cytoplasmique ont une protection axonale forte (Sasaki et al., 

2009). Cependant, le site d’action exact de Wlds n’est pas encore identifié. Les mitochondries 

représentent un site potentiel d’action de Wlds. L’activation du pore de transition de 

perméabilité mitochondriale, ainsi que l’augmentation des niveaux calciques dans l’axone 

sont des événements majeurs dans la dégénérescence axonale. Leur suppression retarde 

fortement la dégénérescence Wallérienne (Barrientos et al., 2011; Sunio and Bittner, 1997). 

De plus, la surexpression de Nmnat3, isoforme mitochondriale de Nmnat, induit une forte 

protection (Avery et al., 2009; Yahata et al., 2009). Cependant, la surexpression d’une 

protéine ne présage pas de sa localisation subcellulaire précise, comme le suggère le travail de 

N. Yahata montrant que Nmnat3 surexprimée n’est pas localisée seulement dans la 

mitochondrie mais également dans le cytoplasme (Yahata et al., 2009). Par ailleurs, 

l’isoforme cytoplasmique Nmnat2 est également décrite comme essentielle dans l’intégrité 

axonale. Celle-ci est transportée dans l’axone par des vésicules liés à l’appareil de golgi mais 

semble particulièrement efficace pour la protection axonale lorsqu’elle est détachée de ces 

vésicules (Milde et al., 2013).  
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Figure 30 : Localisation subcellulaire de Wlds et des enzymes Nmnat (Conforti et al., 2014). 

Wlds est donc une protéine fusion conférant une protection axonale forte dans 

différents modèles de dégénérescence axonale dans le SNP et dans le SNC. Son effet est 

principalement dû à l’activité de son domaine Nmnat1. Il a longtemps été pensé que l’activité 

de Wlds était associée à une action nucléaire mais plusieurs études tendent à prouver que 

l’effet protecteur serait plutôt lié à une action extra nucléaire de Wlds au niveau de l’axone.  

 

II.2.d. Effets de Wlds dans les maladies neurodégénératives 

La mutation spontanée Wlds confère une forte axo-protection lors de lésions induites 

par axotomie. Ainsi, initialement, Wlds a été montré pour retarder de 2-3 semaines la 

dégénérescence axonale d’une lésion du nerf périphérique induite par axotomie ou écrasement 

chez la souris (Lunn et al., 1989). Plus récemment, l’écrasement du nerf optique chez la souris 

a été montré pour être protégé pendant plus de deux semaines d’environ 50% (Beirowski et 

al., 2008). Mais, de nombreuses études ont mis en évidence des effets de Wlds dans d’autres 

modèles de dégénérescence axonale, notamment lors de processus neurodégénératifs. Il a été 

montré un fort effet axo-protecteur de Wlds dans des modèles de neuropathies induites par 

des agents toxiques tels que le taxol (Wang et al., 2002). La protéine Wlds se révèle 

également protectrice lors de stress excitotoxique induite par injection de NMDA ou par 

ischémie (Bull et al., 2012; Verghese et al., 2011; Zhu et al., 2013). L’intégrité axonale est 

également préservée par Wlds lors de processus neurodégénératifs progressifs tels que la 

maladie de Parkinson (Sajadi et al., 2004), le glaucome (Howell et al., 2007) ou les 

neuropathies motrices (Ferri, 2003). Le rôle central de Wlds dans la protection de l’axone lors 
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de processus neurodégénératifs variés rend pertinent l’étude et la caractérisation des 

mécanismes moléculaires d’axo-protection mis en jeu par cette protéine. 

 

  Implication des processus apoptotiques dans la dégénérescence de l’axone ? II.3.
Rôle des caspases ?  

La découverte de Wlds a donc montré que la dégénérescence de l’axonale est associée 

à un mécanisme actif et autonome. Cependant, la diversité des modèles de dégénérescence 

rend difficile la conception d’un mécanisme moléculaire unique et valide quelque soit le 

système étudié. Ainsi, l’implication des caspases et de l’apoptose dans la dégradation de 

l’axone est sujet à de nombreuses controverses. L’apoptose est un mécanisme de mort 

cellulaire programmée lié à l’activation de protéases à cystéine, appelées caspases. Ce 

processus sera présenté de manière plus détaillée dans le chapitre IV de cette introduction. 

L’étude de Finn et al en 2000 s’intéresse à l’implication des caspases dans deux 

modèles de dégénérescence axonale induite soit par axotomie, soit par déprivation en facteurs 

trophiques. Dans ces deux systèmes, le processus apoptotique ne semble pas engagé. En effet, 

l’activation de la caspase 3 n’est pas détectée lors de la dégénérescence et l’inhibition des 

caspases par le z-VAD (un inhibiteur pharmacologique pan-caspase) n’a aucun effet 

protecteur sur la dégénérescence axonale observée (Finn et al., 2000). Cependant, des études 

récentes suggèrent une distinction mécanistique entre la dégénérescence axonale induite par 

axotomie ou par déprivation en facteurs trophiques. Le pruning, induit la plupart du temps par 

déprivation en facteurs trophiques dans les modèles in vitro, est associé à l’activation des 

caspases et donc à un processus apoptotique caspase-dépendant (Nikolaev et al., 2009; Pease 

and Segal, 2014; Schoenmann et al., 2010; Vohra et al., 2010).  De plus, une étude parue en 

2016 confirme que la dégénérescence axonale induite par déprivation en facteurs trophiques 

est dépendante d’un signal pro-apoptotique qui provient du corps cellulaire.  

En effet, l’équipe de M. Tessier-Lavigne montre que les molécules impliquées dans la 

cascade apoptotique sont présentes au sein de l’axone mais requièrent une connexion avec le 

soma pour être activée (Simon et al., 2016). Dans cette étude, un décours temporel de la 

dégénérescence axonale divisé en trois étapes clés est mis en évidence : 1) la déprivation en 

facteurs trophiques à l’extrémité axonale déclenche un signal rétrograde vers le soma via des 

modifications des voies de signalisation impliquant Akt et JNK (c-jun-N-terminal kinase), 

telles que l’activation de DLK (Dual Leucine zipper Kinase); 2) Dans le noyau, ce signal, via 

les facteurs de transcription FOXO3a et c-Jun, active la machinerie apoptotique, en particulier 
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Puma. Ce processus peut être modulé par les facteurs anti-apoptotiques Bcl-w et Bcl-xL; 3) 

Un signal antérograde du soma vers l’axone déclenche ensuite la cascade apoptotique locale 

au sein de l’axone et provoque la dégénérescence. Ce travail représente une grande avancée 

dans la compréhension du mécanisme de dégénérescence axonale mais il reste spécifique au 

modèle de pruning. 

Figure 31 : Schéma représentant l’activation de la machinerie apoptotique lors d’une déprivation en facteurs 
trophiques localisée au niveau de l’axone (Simon et al., 2016). 

D’autres études suggèrent que plusieurs mécanismes peuvent être mis en jeu au sein 

d’un même modèle de dégénérescence axonale. Par exemple, la dégénérescence axonale 

induite par une déprivation en KCl, mimant une dépolarisation membranaire, dans des 

neurones en grains du cervelet, peut être retardée par l’utilisation de z-VAD mais également 

par l’application de NAD+ (Magnifico et al., 2013). De même, Schoenmann et al montre que 

l’inhibition des caspases dans un modèle de pruning n’est pas suffisante pour totalement 

protéger l’axone et que la modulation de la biosynthèse du NAD+ est indispensable à 

l’intégrité axonale (Schoenmann et al., 2010). Si l’on étend l’étude de l’implication des 

mécanismes apoptotiques sur la neurodégénérescence, il émerge une notion de 

compartimentalisation de ces mécanismes. De nombreuses études insistent sur le fait que la 

dégénérescence du corps cellulaire et de l’axone ne semble pas être contrôlé par les mêmes 

mécanismes moléculaires. En effet, bien que nous venons de voir que la dégénérescence 

axonale peut dépendre de l’activation des caspases dans certains modèles, d’autres études, 

entres autres celles faites sur le rôle de la protéine Wlds, ont fait part d’un mécanisme 



 – CHAPITRE II -  

 

 

 

87  

autonome au sein de l’axone. Ainsi, dans des modèles de neurodégénérescence induit par 

l’extinction de Nmnat2, la mort neuronale est protégée par le z-VAD tandis que la 

dégénérescence axonale ne l’est pas (Gilley and Coleman, 2010). De plus, le facteur anti-

apoptotique Bcl-2 est susceptible de prévenir de la mort neuronale mais pas de la 

dégénérescence des axones lors de la neurodégénérescence de motoneurones (Sagot et al., 

1995). De même, les facteurs pro-apoptotiques Bax et Bak ne semblent pas impliqués dans le 

mécanisme de dégénérescence Wallérienne (Whitmore et al., 2003). Réciproquement, la 

protéine Wlds n’a aucun effet protecteur sur la dégénérescence du corps cellulaire, que ce soit 

sur la dégénérescence des cellules ganglionnaires rétiniennes induite par l’écrasement du nerf 

optique (Wang, 2007) ou lors d’un modèle expérimental de glaucome chez le rat (Beirowski 

et al., 2008). De même, le gène Wlds protègent les axones mais pas les corps cellulaires de 

motoneurones lésés par avulsion ou axotomie néonatale (Adalbert et al., 2006). La place 

centrale du NAD+ a également été démontrée dans des études portant sur la dégénérescence 

axonale de type Wallérienne modélisée par une axotomie, un dysfonctionnement du transport 

axonal ou l’utilisation d’agents toxiques. Au contraire du pruning, ces modèles ne montrent 

pas d’implication des caspases dans les mécanismes de dégénérescence mais suggèrent la 

mise en place d’une cascade de signalisation locale au sein de l’axone (Gerdts et al., 2016). 

Le paragraphe suivant est donc consacré à cette cascade de signalisation, dont un des 

éléments majeurs est le métabolisme du NAD+. 

 

Figure 32 : Schéma représentant les principales protéines impliquées dans la dégénérescence axonale lors du pruning 
développemental, dans un contexte pathologique de dégénérescence Wallérienne ou de type dying-Back (Pease and 
Segal, 2014). 

III. Cascade de signalisation de la dégénérescence axonale locale 
 

 Nmnat2, facteur de survie de l’axone III.1.
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La découverte de la protéine Wlds a mis en exergue le rôle essentiel de Nmnat dans la 

protection axonale. Bien que ce soit l’isoforme nucléaire Nmnat1 qui soit codée par le gène 

Wlds, il semble que l’enzyme Nmnat1 endogène ne joue pas de rôle dans le maintien de 

l’intégrité axonale (Gilley and Coleman, 2010). Il semblerait plutôt que ce soit l’isoforme 

cytoplasmique Nmnat2, pouvant être transporté de manière antérograde dans l’axoplasme, qui 

soit un acteur central de la dégénérescence axonale. La dégradation de Nmnat2 pourrait 

conduire à la destruction de l’axone en perturbant le transport axonal. Ainsi, Nmnat2 serait un 

facteur de survie, dont la diminution pourrait déclencher un mécanisme local de 

dégénérescence axonale. Gilley et Coleman ont ainsi démontré en 2010 que le knockdown de 

Nmnat2 dans des cultures primaires de neurones est suffisant pour induire une dégénérescence 

axonale sans autres lésions (Gilley and Coleman, 2010). Il semblerait donc que l’épuisement 

en Nmnat2 soit un événement initiateur du mécanisme de destruction axonale. L’expression 

de Wlds ou la surexpression de Nmnat1 dans le compartiment axonal permet donc le maintien 

de l’activité de Nmnat dans le neurone et le protège de la dégénérescence axonale. 

 

 La cascade de signalisation des MAP kinases  III.2.

Récemment, plusieurs études ont été effectuées afin d’identifier des gènes susceptibles 

d’être impliqués dans la dégénérescence axonale. En 2009, les équipes de J. Milbrandt et A. 

DiAntonio ont ainsi identifié DLK (ou MAP3K12), une MAPK kinase kinase (MAPKKK).  

Les souris mutées pour DLK ont une dégénérescence axonale retardée lors d’une 

transection du nerf sciatique (Miller et al., 2009). DLK agit en amont des MAP kinase JNK 

mais pas des MAP kinase p38 car l’inhibition pharmacologique de JNK induit une protection 

axonale comparable à celle obtenue après ablation de DLK (Miller et al., 2009). Les mêmes 

résultats ont été obtenus dans le cadre de l’étude de la dégénérescence axonale en réponse à la 

vincristine, molécule utilisée dans les chimiothérapies qui provoque des neuropathies du SNP 

(Miller et al., 2009; Yang et al., 2015). Deux autres kinases de la famille des MAPKKK ont 

été identifiées pour promouvoir la dégénérescence axonale : MEKK4 (MAP3K4) et MLK2 

(MAP3L10). L’invalidation combinée des 3 MAPKKK conduit à une très forte protection de 

l’intégrité axonale in vitro et in vivo démontrant que l’activité de ces enzymes est une étape 

majeure du mécanisme de destruction de l’axone. Ces trois MAPKKKs activent les MAPKKs 

MKK4 et MKK7 qui à leur tour vont activer la famille des MAPKs (JNK1-3). La voie de 

signalisation des MAPK est donc au cœur du mécanisme de dégénérescence axonale. Le 

schéma ci dessus présente la voie de signalisation des MAPK intervenant dans le 
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contexte de l’intégrité axonale : les kinases mises en jeu sont encadrées en rouge. De plus, il 

est intéressant de noter que la kinase Akt régule l’activation de MKK4, via sa 

phosphorylation, après une lésion de l’axone. L’inhibition d’Akt accélère ainsi la 

dégénérescence de l’axone (Yang et al., 2015).  

Figure 33 : Cascade de signalisation des MAP Kinases (Vlahos et al., 2003). 

Les JNK ont des fonctions biologiques variées dans la réponse au stress, l’apoptose et 

la prolifération cellulaire (Leppä and Bohmann, 1999). Une des cibles des JNK 

potentiellement intéressante dans notre contexte est SCG10 (Superior Cervical Ganglion 10). 

En effet, les niveaux en SCG10 diminuent fortement après axotomie dans les neurones du 

SNP. De plus, le knockdown de SCG10 a tendance à accélérer la dégénérescence axonale 

(Eun et al., 2012; Shin et al., 2014). SCG10 est une protéine directement liée à la tubuline, qui 

prend part à la stabilisation des microtubules dans l’axone. La phosphorylation de SCG10 par 

JNK diminue fortement l’affinité de SCG10 pour la tubuline, provoquant ainsi le 

démantèlement des microtubules et la désintégration du cytosquelette. D’autres cibles sont 

encore à découvrir et à définir. 

Ces études ont donc montré le rôle central de l’activation de la voie de signalisation 

des MAPK dans le processus de dégénérescence axonale. Cependant, plusieurs interrogations 

restent en suspens : Existe t-il d’autres liens entre dégénérescence axonale et activation de la 
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voie MAPK ? Quelles sont les autres cibles de JNK ayant part au mécanisme de destruction 

de l’axone ? 

 

 SARM1, acteur de la dégénérescence axonale III.3.

Aucune étude n’a pour l’instant établi de manière détaillée le lien entre lésion de 

l’axone et activation de la voie des MAPK. Cependant, depuis quelques années, la protéine 

SARM1 (Sterile Alpha and TIR motif-containing protein 1) a été identifiée pour jouer un rôle 

essentiel dans le processus de dégénérescence axonale. En effet, chez la drosophile, une 

mutation du gène dSarm provoque un retard significatif de la dégénérescence axonale des 

neurones du bulbe olfactif induit par axotomie (Osterloh et al., 2012). De même, dans des 

cultures primaires murines, le knockdown de SARM1 protège de la dégénération induite par 

une lésion de l’axone (Gerdts et al., 2013). Enfin, in vivo, les souris KO SARM1 présentent 

des axones restants intacts jusqu’à 14 jours après transection du nerf sciatique. Ce résultat est 

comparable à la protection induite par la surexpression de Nmnat dans le même modèle.  

Quelle est la fonction moléculaire de SARM1 ? SARM1 est une protéine 

intracellulaire qui a été principalement décrite à la membrane externe des mitochondries. 

Cependant, sa localisation à la mitochondrie ne semble pas indispensable à son rôle dans la 

dégénérescence de l’axone (Gerdts et al., 2013). SARM1 n’a pas de fonction enzymatique 

connue mais est composée de plusieurs domaines d’interactions qui participent à la fois à sa 

régulation et à son activité. SARM1 est constitué d’un domaine C-terminal TIR (pour Toll 

Interleukin Receptor), de deux domaines SAM (pour Sterile Alpha Motif) et d’une région N-

terminale.  

Le domaine N-terminal a une fonction auto inhibitrice, qui restreint l’activité pro-

destructrice de la protéine. Ainsi, il a été montré que le retrait du domaine N-terminal de la 

protéine induisait une dégénérescence axonale en l’absence d’autres lésions à la fois chez les 

mammifères et chez la drosophile. Les domaines SAM et TIR fonctionnent coopérativement 

dans l’induction de la dégénérescence axonale. Les domaines SAM permettent la 

multimérisation de plusieurs protéines SARM1 entre elles alors que le domaine TIR participe 

aux interactions avec d’autres protéines. Le mécanisme d’action de la protéine n’est pas 

encore totalement connu mais une des hypothèses est schématisée dans la Figure 34. Ainsi, la 

lésion de l’axone induirait un changement conformationnel de la protéine qui permettrait la 

dimérisation des domaines TIR. Ce dimère serait alors susceptible d’agir sur diverses 

protéines ayant part à la dégénérescence de l’axone. Cette hypothèse est confortée par 



 – CHAPITRE II -  

 

 

 

91  

des études récentes montrant que la dimérisation forcée des domaines TIR est suffisante pour 

déclencher une dégénérescence rapide de l’axone (Gerdts et al., 2013; Yang et al., 2015). 

SARM1 a donc un rôle crucial dans le mécanisme de destruction de l’axone. Cette protéine 

agit localement au sein de l’axone où son activité est suffisante pour induire la 

dégénérescence de celui-ci. 

Figure 34 : Structure de la protéine SARM1 et modèle d’activation et d’auto inhibition lors d’une lésion (Gerdts et al., 
2016). 

Il a été montré dans plusieurs modèles in vitro et in vivo que l’activation de SARM1 

déclenche une diminution des taux de NAD+ dans les cellules (Gerdts et al., 2015). De 

manière intéressante, si l’on augmente les niveaux de NAD+ en surexprimant les enzymes de 

sa voie de biosynthèse Nampt et Nmnat ou en ajoutant un précurseur du NAD+, on bloque 

totalement la dégénérescence axonale induite par SARM1. De plus, nous avons vu 

précédemment que l’activité de Nmnat2 était cruciale pour la survie de l’axone. Est ce que la 

lésion de l’axone provoque une diminution de Nmnat2 qui entraine une baisse des niveaux en 

NAD+ ? A quelle étape se place SARM1 ? Plusieurs résultats tendent à prouver que Nmnat2 a 

une fonction d’inhibiteur de SARM1. En effet, les souris double KO Nmnat2/SARM1 sont en 

bonne santé tandis que les souris KO Nmnat2 meurent au stade embryonnaire. Le rôle 

inhibiteur de SARM1 par Nmnat2 n’est pas nécessaire dans le cas du double KO puisque 

SARM1 y est absent (Gilley et al., 2015). D’après ces différents résultats, on comprend un 

peu mieux le rôle que peuvent avoir Wlds et Nmnat1 axonal dans la protection de l’axone. 

Celui-ci peut s’expliquer à deux niveaux : d’une part, Wlds et Nmnat1 axonal se substituent à 

Nmnat2 pour inhiber l’activation de SARM1 et d’autres part, ils permettent la synthèse de 

NAD+ pour pallier à la diminution des taux de NAD+ déclenchée par SARM1.  
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Figure 35 : Modèle de mécanisme de la dégénérescence axonale (d’après (Gerdts et al., 2016)). 

Le schéma ci-dessus (Figure 35) récapitule les différents acteurs de la cascade de 

signalisation donnant lieu à la dégénérescence des axones. La lésion de l’axone provoque la 

diminution des taux en Nmnat2 et l’activation de SARM1. Le lien temporel entre les deux 

événements n’est pas encore résolu mais les deux conduisent à une diminution des taux en 

NAD+. L’activation de SARM1 déclenche la voie de signalisation des MAPK qui conduit à la 

phosphorylation de SCG10, entrainant le démantèlement des microtubules et la désintégration 

du cytosquelette. Parallèlement, la chute des taux en NAD+ provoque la chute des niveaux en 

ATP, l’influx calcique dans la cellule, l’activation des calpaïnes et finalement la 

fragmentation de l’axone. Certaines étapes de ce schéma restent hypothétiques, voire non 

définies. Cependant, le rôle central du NAD+ et de Nmnat2 est incontestable. Dans la partie 

suivante, nous nous focaliserons sur les effets du NAD+ et de son métabolisme dans la 

protection de l’axone. 

 

 Rôle central du métabolisme du NAD+ dans la protection de l'axone III.4.

Comme nous venons de le voir dans ce chapitre, la dégénérescence de l’axone induite 

par différents types de lésions ou de stress peut être retardée par l’expression de Wlds ou 

d’enzymes de la voie de biosynthèse du NAD+. Suite à la découverte de la mutation spontanée 

Wlds, de nombreux laboratoires de recherche ont étudié l’effet du NAD+ lors de la 

dégénérescence de l’axone.  
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Figure 36 : Effet de l’application de NAD+ exogène sur la dégénérescence axonale dans un contexte de dégénérescence 
Wallérienne induite par axotomie. (a) Effet du NAD+ appliqué en pré-traitement de 24h avant l’axotomie pour différentes 
concentrations. La fragmentation axonale est déterminée à 12h, 24h, 48h et 72h. (b) Effet de la durée de pré-traitement avec 
1mM de NAD+ (Araki et al., 2004) 

En particulier, l’équipe de Milbrandt a montré pour la première fois en 2004 que la 

dégénérescence axonale observée après axotomie de neurones des ganglions rachidiens (DRG 

pour Dorsal Root Ganglion) était retardée par l’application de NAD+ exogène (Araki et al., 

2004). Ils ont ainsi montré que le prétraitement de ces neurones du SNP avec 1mM de NAD+ 

pendant 24h ou 48h diminuait la dégénérescence axonale observée 72h après axotomie 

d’environ 50% (Figure 36). 

 

Figure 37 : Le traitement de DRG avec du NAD+ ou certains de ses précurseurs retardent la dégénérescence axonale. 
A gauche : images à 12h, 24h, 48h et 72h représentant les neurones de DRG après axotomie et après application exogène de 
NAD+ ou de NR. A droite : Analyse quantitative de la dégénérescence axonale observée sur les neurones de DRG lésés par 
axotomie. Le NAD+, le NaMN, le NMN et le NR retardent la dégénérescence axonale jusqu’à 72h après axotomie (Sasaki et 
al., 2006). 

La même équipe a montré en 2006 que certains précurseurs de la voie de biosynthèse 

du NAD+ avaient également un effet protecteur vis à vis de la dégénérescence axonale induite 

par axotomie sur des DRG. Nous reviendrons plus en détails sur la voie de biosynthèse du 

NAD+ dans le chapitre suivant mais on peut déjà noter que, parmi les précurseurs, le 
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Nicotinate Mononucléotide (NaMN), le Nicotinamide Mononucléotide (NMN) et le 

Nicotinamide Riboside (NR) présentent les mêmes effets protecteurs que le NAD+ (Sasaki et 

al., 2006) (Figure 37). 

Une autre étude parue en 2005 corrobore l’effet axo-protecteur du NAD+ dans le SNP 

et montre que celui-ci peut avoir un effet local sur l’intégrité axonale, alors que l’axone est 

déjà déconnecté du corps cellulaire. En effet, l’application de NAD+ 3 ou 5 heures après 

axotomie prévient de la dégénérescence des axones de DRG (Wang et al., 2005b). Ce résultat 

confirme que le processus de dégénérescence axonale est indépendant du corps somatique et 

suggère un effet local du NAD+ associé au compartiment axonal. 

Beaucoup de ces études ont été effectuées sur des neurones du SNP. Depuis quelques 

années, le laboratoire dans lequel j’effectue ma thèse s’est penché sur l’étude de la 

dégénérescence axonale et de la déconnection synaptique sur des neurones du SNC. Ainsi, S. 

Magnifico a mis au point pendant sa thèse un modèle de dégénérescence axonale de type 

Dying-Back au sein d’un dispositif microfluidique, basé sur une dépolarisation membranaire 

induite par une déprivation en KCl dans des neurones en grains du cervelet (CGN). Le pré-

traitement pendant 24h de ces neurones avec 5mM de NAD+ prévient, ou tout du moins, 

retarde la dégénérescence axonale (Magnifico et al., 2013). 

Figure 38 : Le pré-traitement de CGN avec 5 mM de NAD+ protège de la dégénérescence axonale induite par une 
déprivation en KCl. (A) dispositif microfluidique composé de deux chambres séparées par des micros canaux ne laissant 
passer que les prolongements axonaux. Les neurones de CGN sont ensemencés dans la chambre proximale (à gauche) et les 
axones rejoignent la chambre distale (droite). (a’) Vue transversale du dispositif microfluidique. (B) observation de la 
dégénérescence axonale après déprivation en KCl dans le compartiment proximal. Le NAD+ est appliqué en pré-traitement 
24h avant le stress dans le compartiment distal. (C) Quantification de la dégénérescence axonale pour les différentes 
conditions (Magnifico et al., 2013). 

Toujours au sein de mon laboratoire de thèse, B. Deléglise et S. Magnifico ont étudié 

la dégénérescence axonale induite par l’application du peptide amyloïdogénique Aβ25-35 sur 

des neurones corticaux cultivés dans des dispositifs microfluidiques. Ils ont montré que le 

pré-traitement des neurones avec 5mM de NAD+ protège complétement de la dégénérescence 

axonale observée (Deléglise et al., 2014). 

A B C
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Le NAD+ a donc un effet protecteur important vis à vis du processus de 

dégénérescence axonale dans différents modèles du SNP et du SNC.  

 





 

 

CHAPITRE III : 

NAD+, ACTEUR ESSENTIEL A LA SURVIE DES CELLULES 
 

L’importance du NAD+ et de son caractère essentiel provient historiquement d’une 

pathologie appelée pellagre et dont la fréquence, au début des années 1900, fut très importante 

dans les régions rurales des Etats-Unis. Cette maladie se caractérise par l’apparition de trois 

types de symptômes : dermatite, diarrhée et démence qui sont la conséquence d’un défaut 

nutritionnel. En effet, J. Goldberger a découvert qu’une modification du régime alimentaire 

en remplaçant les produits à base de maïs par du lait, des œufs et de la viande permettait de 

guérir et de prévenir la pathologie (Goldberger et al., 1914). Plus tard, le Nicotinamide 

(NAM), le Nicotinate (NA) et le tryptophane ont été identifiés en tant que molécules capables 

de prévenir de la pellagre (Koehn and Elvehjem, 1937; Krehl, 1995; Spies et al., 1939). Le 

NAM et le NA, regroupés sous le terme de niacine ou vitamine B3, participent à la 

biosynthèse du NAD+ en 2 ou 3 réactions enzymatiques tandis que la conversion du 

tryptophane en ce coenzyme requiert 7 étapes enzymatiques. Ainsi, la pellagre est une 

pathologie liée à une déficience en NAD+. Aujourd’hui, cette maladie est devenue rare dans 

les pays développés mais a permis de mieux comprendre l’importance du NAD+ et de ses 

précurseurs dans le métabolisme. 

I. Fonctions du NAD+ dans la cellule 
 

Le NAD+ est un coenzyme d’oxydoréduction présent dans toutes les cellules vivantes. 

Il est impliqué dans plus de 2000 réactions d’oxydo-réduction via le transfert d’ions hydrure 

lors de la réduction du NAD+ en NADH (Opitz and Heiland, 2015). Le NAD+ est également 

impliqué en tant que co-substrat dans plusieurs réactions enzymatiques mettant en jeu les 

sirtuines, les PARPs et les cADP-ribose synthases. Au cours du vieillissement et lors de 

processus neurodégénératifs, une diminution des concentrations intracellulaires en NAD+ est 

observée, pouvant provoquer des dysfonctionnements cellulaires importants et ainsi mettre en 

jeu la survie des cellules. L’étude de la régulation et du métabolisme du NAD+ est aujourd’hui 

au centre des préoccupations scientifiques dans le but de développer des stratégies préventives 

ou thérapeutiques vis à vis de diverses pathologies liées à l’âge ou neurodégénératives. 
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 Implication du NAD+ dans le métabolisme I.1.

Le NAD+ et ses formes phosphorylées et réduites, NADP+, NADH et NADPH ont un 

rôle central dans le métabolisme cellulaire et la production énergétique. Ainsi, le NAD+ 

participe aux réactions d’oxydo-réduction en tant que donneur d’ions hydrures (NADH et 

NADPH) et en tant qu’accepteur (NAD+ et NADP+). Le couple NAD+/NADH est 

majoritairement impliqué dans les réactions du catabolisme, telles que la dégradation des 

carbohydrates, des lipides, des protéines ou de l’alcool tandis que la couple NADP+/NADPH 

est impliqué dans les réactions de l’anabolisme, participant ainsi à des voies de biosynthèse de 

macromolécules telles que les acides gras ou le cholestérol (Bogan and Brenner, 2008; Imai 

and Guarente, 2014). La plupart des méthodes de dosage biochimique utilisées actuellement 

ne permettent pas de distinguer les taux de NAD(H) de ceux de sa forme phosphorylées 

NADP(H). Cet élément est à prendre en compte dans l’analyse des résultats observés dans la 

littérature. 

Figure 39 : Fonction de co-facteur du NAD+. Transfert réversible d’ions hydrures permettant la conversion d’une fonction 
alcool en fonction cétone (Belenky et al., 2007a). 

 

La conversion du NAD+ en NADH est une étape clé dans les grandes voies 

métaboliques. Dans la glycolyse, elle permet la métabolisation du glucose en pyruvate. Dans 

le métabolisme mitochondrial, la réduction du NAD+ en NADH est essentiel lors de 

l’oxydation de l’acetyl-coenzyme A (CoA) en dioxyde de carbone par le cycle de Krebs. Dans 

ces réactions, NAD+ et NADH (ou NADP+/NADPH) changent de degré d’oxydation mais ne 

sont pas consommés : les taux de NAD+ totaux ne sont pas altérés. Cependant, il est important 

de noter que le NAD+ peut être converti en NADP+ par l’action de la protéine kinase NAD 

(NADK). 
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Figure 40 : Les grandes voies du métabolisme et l’implication du couple d’oxydo-réduction NAD+/NADH. 

 

 Implications du NAD+ dans des réactions enzymatiques I.2.

La fonction oxydo-réductrice du couple NAD+/NADH est essentielle dans le 

métabolisme énergétique mais elle ne permet pas d’expliquer les modulations des taux de 

NAD+ observés au cours du vieillissement et des stades précoces des maladies 

neurodégénératives. Depuis plusieurs décennies, le NAD+ est apparu pour contribuer à 

plusieurs réactions enzymatiques. Trois familles d’enzymes peuvent ainsi cliver le NAD+ : les 

sirtuines, les PARPs et les cADP-ribose synthases. L’utilisation du NAD+ par ces enzymes est 

particulièrement importante car, en plus de moduler les taux de NAD+ disponibles, cela influe 

sur un grand nombre de fonctions cellulaires dont nous allons discuter dans les paragraphes 

suivants. 

 

I.2.a. Sirtuines 

Les sirtuines sont une classe d’enzymes, principalement décrites pour leurs fonctions 

désacétylase ou ADP-ribosylase dépendante du NAD+. Cependant, d’autres activités 

désacylases ont également été identifiées à ce jour, telles que la désuccinylation, la 

démalonylation ou encore la déglutarylation (Choudhary et al., 2014). Les sirtuines éliminent 
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donc les groupements acyles des résidus lysine de différentes protéines. Lors de cette 

réaction, le NAD+ est clivé en NAM et en ADP-Ribose. L'ADP ribose reçoit le groupement 

acyle et génère ainsi l'O-acetyl-ADP ribose. Les sirtuines ont été nommées ainsi pour leur 

similitude avec Sir2 (pour Silent Information Regulator 2), initialement identifiée chez la 

levure Saccharomyces cerevesiae, pour son implication dans l’extinction de gènes essentiels 

au fonctionnement du cycle cellulaire et à l’intégrité génomique. Sir2 a ainsi été montré pour 

moduler le métabolisme des levures, mais également des bactéries et des drosophiles, et avoir 

des effets bénéfiques sur le vieillissement et la longévité (Guarente, 2000; Kaeberlein et al., 

1999). En particulier, Sir2 aurait un rôle essentiel dans l'augmentation de la durée de vie dans 

un contexte de restriction calorique (Cantó et al., 2015). L’activité désacétylase des sirtuines a 

été découverte ultérieurement. 

Figure 41 : Réactions de désacétylations de protéines par les sirtuines, dépendantes du NAD+ (Imai and Guarente, 
2014). 

Chez les mammifères, les sirtuines se retrouvent sous la forme de sept orthologues 

localisés dans différents compartiments subcellulaires. SIRT1, SIRT6, SIRT7 sont nucléaires, 

SIRT2 est cytoplasmique et SIRT3, SIRT4 et SIRT5 sont mitochondriales. Les cibles des 

sirtuines sont nombreuses au sein de la cellule et leur désacétylation dépend du niveau en 

NAD+ dans les différents compartiments cellulaires (Donmez, 2012).  

• SIRT1 

SIRT1, sirtuine la plus étudiée à ce jour, est un facteur primordial dans la régulation 

épigénétique en ciblant des histones spécifiques et en participant à la régulation de la 

transcription via son action désacétylase sur plusieurs facteurs de transcription (P53, PGC-1α, 

FOXO3a…). Les facteurs de transcription de la famille FoxO, cibles de la voie de 

signalisation PI3K/Akt ont un rôle important dans le contrôle de la prolifération, de la 

différentiation, de l’apoptose, dans la réparation de l’ADN et dans la défense contre le stress 
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oxydant. Une autre cible de SIRT1 est le facteur de transcription PGC1-α, décrit comme l’un 

des principaux régulateurs de la biogenèse et de la respiration mitochondriale. L’activation de 

PGC-1α a également été décrite pour limiter la production de ROS lors de processus 

neurodégénératifs (St-Pierre et al., 2006). SIRT1 peut également désacétyler p53, un 

suppresseur de tumeur, réduisant ainsi ses effets pro-apoptotiques. SIRT1 apparaît donc 

comme une enzyme essentielle pour l’intégrité génomique et l’adaptation métabolique. Son 

activation est étroitement liée aux taux intracellulaires de NAD+ dans le noyau. Ces derniers 

sont susceptibles de varier selon le degré auquel le NAD+ est consommé mais également 

selon son niveau de biosynthèse. A ce sujet, il a été montré dans plusieurs études que la 

concentration en NAD+ suit un rythme circadien, variant ainsi d’un facteur 4 au cours d’une 

même journée. Cette variation dépend de la régulation circadienne d’une des enzymes de 

biosynthèse du NAD+ appelée Nampt. Le niveau d’expression de cette enzyme est modulé par 

un complexe constitué de CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) et Bmal1 

(Brain-muscle-Arnt-like-protein 1) (Ramsey et al., 2009). SIRT1 influe sur ce processus en 

provoquant la désacétylation de Bmal1 et des histones des séquences promotrices des gènes 

de la régulation circadienne. Il existe donc une boucle de rétroaction entre le métabolisme du 

NAD+, l’activité de SIRT1 et le rythme circadien (Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2009). 

Parmi les autres fonctions de SIRT1, cette enzyme a été décrite comme essentielle dans 

plusieurs processus neurodégénératifs, que ce soit dans la protection axonale induite par 

NAD+ lors d’une axotomie dans le SNP (Araki et al., 2004) ou dans des modèles murins de 

maladies neurodégénératives (Donmez and Outeiro, 2013).  

• SIRT2 

SIRT2, présente dans le cytoplasme, est co-localisée avec les microtubules et est 

capable de désacétyler l’α-tubuline, composant principal des microtubules, mais également 

les facteurs de transcriptions FOXO1 et FOXO3a. Contrairement aux autres sirtuines, SIRT2 

a des effets plus controversés. Ainsi, dans un modèle de dégénérescence Wallérienne, la 

surexpression de SIRT2 empêche l’hyperacétylation des microtubules et la protection contre 

la dégénérescence axonale. La délétion de SIRT2, quant à elle, améliore la résistance à la 

dégénérescence axonale dans des cellules en grains du cervelet (Suzuki and Koike, 2007). De 

plus, l’inhibition de SIRT2, par des outils génétiques ou pharmacologiques, protège de la 

toxicité induite par les agrégats d’α-synucléine dans des modèles murins de la maladie de 

Parkinson (Outeiro et al., 2007). 
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• SIRT3 

SIRT3, présente à la mitochondrie, est également essentielle pour le métabolisme de la 

cellule. Elle cible des protéines mitochondriales dont l’activité influe sur la protection vis à 

vis du stress oxydatif et sur différents intermédiaires du métabolisme cellulaire. Ainsi, SIRT3, 

comme SIRT1, influe sur la biogenèse mitochondriale via l’activation de PGC-1α. De 

nombreuses études ont mis en évidence l’implication de SIRT3 dans la prévention de la 

neurodégénérescence. SIRT3 est nécessaire pour les effets protecteurs conférés par la 

restriction calorique sur la perte d’audition associée au vieillissement (Someya et al., 2010). 

De plus, SIRT3 joue un rôle essentiel dans l’intégrité de l’axone. Dans les modèles de 

dégénérescence axonale in vitro, l’axoprotection conférée par l’application de NAD+ exogène 

est reliée à l’activation de SIRT3 (Sébastien Magnifico et al. 2013). Plus récemment dans un 

modèle de perte auditive in vivo chez la souris, SIRT3 a également été décrite comme un 

composant essentiel de l’effet protecteur induit par la protéine fusion Wlds ou par le 

précurseur du NAD+ : le Nicotinamide Riboside (NR) (Brown et al., 2014). 

• SIRT4 & SIRT5 

SIRT4 et SIRT5 sont également présentes à la mitochondrie. SIRT4 inhibe la 

glutamate déshydrogénase (GDH) mitochondriale par son activité ADP-ribosylase. Cette 

activité a notamment été montrée pour diminuer la sécrétion d’insuline dans les cellules 

pancréatiques β murines (Haigis et al., 2006). SIRT5 a été très peu étudiée et peu de cibles ont 

été caractérisées pour l’instant. 

• SIRT6 

SIRT6, sirtuine nucléaire, semble importante dans la stabilité et le maintien de l’ADN, 

entre autres par son action désacétylase sur l’ADN β-polymérase qui participe à la réparation 

de l’ADN. Les souris SIRT6-/- présentent ainsi des signes pathologiques multiples similaires à 

ceux observés durant le vieillissement (Mostoslavsky et al., 2006). 

• SIRT7 

SIRT7 interagit avec l’ARN polymérase I (Pol I) et avec les histones, régulant de 

manière positive la transcription de l’ADN. La délétion de SIRT7 arrête la prolifération 

cellulaire et déclenche la machinerie apoptotique (Ford et al., 2006). 

 

Les sirtuines par leur action pléiotrope sur la cellule constituent un domaine d’étude 

essentiel dans la compréhension du métabolisme cellulaire et des processus de 

neurodégénérescence. 
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	 Activité	enzymatique	 Localisation	subcellulaire	 Cibles	

SIRT1	
Désacétylase	

ADP-ribosylase	(faible)	
Noyau	

Histones,		
FOXO,	PGC-1α,	p53	

SIRT2	 Désacétylase	
Cytoplasme	

Noyau	
α-Tubulin,	FOXO	

SIRT3	 Désacétylase	 Mitochondrie	 PGC-1α	

SIRT4	
Désacétylase	
ADP-ribosylase	

Mitochondrie	 GDH	

SIRT5	

Désuccinylase	
Démalonylase	
Déglutarylase	

Désacétylase	(faible)	

Mitochondrie	 -	

SIRT6	
Myristoylase	

Désacétylase	(faible)	
ADP-ribosylase	(faible)	

Noyau	 ADN	β-polymérase	

SIRT7	 Désacétylase	 Noyau	 ARN	polymérase	I	
Table 1 : Activité enzymatique, localisation subcellulaire et cibles des sirtuines décrites chez l’homme (Nakagawa and 
Guarente, 2014) 

I.2.b. PARPs 

Figure 42 : Réaction de transfert de groupement ADP-ribose catalysée par les PARPs et mettant en jeu le NAD+ (Imai 
and Guarente, 2014). 

Le NAD+ est également impliqué dans des réactions enzymatiques mettant en jeu des 

ADP-ribose transférases (ARTs) et poly(ADP-ribose) polymérases (PARPs). Ces protéines 

catalysent le transfert d’un ou plusieurs ADP-ribose et mènent à la modification de protéines 

par l’ajout de groupements ADP-ribosyl ou par la formation de longues chaines de poly ADP-

ribose (PAR). Les PARPs forment une famille de 17 membres, partageant le même domaine 

catalytique. Parmi ces membres, les plus étudiés sont les enzymes PARP1 et PARP2. Celles-
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ci ont été décrites pour être les plus abondantes et pour être responsables de la majorité de 

l’activité enzymatique des PARPs dans les cellules. Ce sont des enzymes nucléaires 

ubiquistes impliquées dans le maintien de la structure de la chromatine et du métabolisme de 

l’ADN (Houtkooper et al., 2010). Elles sont ainsi fortement activées lors de la dégradation de 

l’ADN et conduisent à une importante consommation en NAD+. 

Dans le cadre de stratégies thérapeutiques en oncologie, des inhibiteurs sélectifs des 

PARPs sont actuellement en développement afin d’induire spécifiquement la mort des 

cellules cancéreuses. Cependant, au regard du métabolisme en NAD+, une sur-activation des 

PARPs peut conduire à un épuisement des taux de NAD+, fragilisant également la survie de la 

cellule. Les inhibiteurs de PARPs ont ainsi également été décrits pour avoir un rôle protecteur 

dans des modèles de neurodégénérescence induite par excitotoxicité in vitro (Goebel and 

Winkler, 2006) et par ischémie in vivo (Greco et al., 2015). Dans le premier chapitre, nous 

avons ainsi vu que la diminution des taux de NAD+ caractéristique du vieillissement et des 

processus neurodégénératifs était due à une sur-activation des PARPs. Une revue parue en 

2015 reprend en détail l’implication de PARP1 dans les pathologies neurodégénératives et en 

particulier dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Martire et al., 2015). 

 

Figure 43 : Effet contradictoire de l’inhibition de PARP-1 : l’inhibition de PARP1 peut conduire d’un coté au 
dysfonctionnement de la réparation de l’ADN et donc à la mort cellulaire et d’un autre coté au maintien des taux de NAD+ et 
à la survie cellulaire (Martire et al., 2015). 

 Les PARPs ont donc un rôle complexe et central dans le maintien de l’intégrité de 

l’ADN et dans la régulation des taux intracellulaires en NAD+. La recherche actuelle sur le 

développement d’inhibiteurs sélectifs est donc cruciale, en ce qu’elle permettrait de proposer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques en oncologie et également dans le domaine des 

maladies neurodégénératives. 
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I.2.c. cADP-ribose synthases 

Les cADP ribose synthases sont deux ectoenzymes communément nommées CD38 et 

CD157. Par leur réaction avec le NAD+, elles génèrent le cADP-ribose, qui joue un rôle très 

important dans la mobilisation du calcium intracellulaire. 

Figure 44 : Formation de cADP-ribose par la réaction du NAD+ avec l’ectoenzyme CD38 (Imai and Guarente, 2014). 

CD38 est également importante dans la régulation du métabolisme du NAD+ : les 

souris déficientes en CD38 présentent des niveaux plus élevés en NAD+ dans plusieurs tissus, 

y compris le cerveau (Aksoy et al., 2006). De plus, CD38 a été montrée pour être impliquée 

dans la régulation de l’activation des cellules microgliales, jouant ainsi un rôle important dans 

la neuroinflammation et les processus de réparation du cerveau (Mayo et al., 2008). Plus 

récemment, il a été montré en 2015 que les signes de la pathologie d’Alzheimer semblent être 

atténués chez des souris déficientes en CD38 (Blacher et al., 2015). Le rôle de CD38 dans la 

régulation du métabolisme du NAD+, la signalisation calcique et les processus de 

neuroinflammation suggèrent une place centrale de cette enzyme dans l’étude des processus 

neurodégénératifs. La modification de son activité ou de son expression pourrait représenter 

une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement des pathologies neurodégénératives. 

II. Métabolisme du NAD+ 
 
 L’assimilation du NAD+ dans l’organisme II.1.

Nous avons vu dans les deux premiers chapitres de cette introduction que le NAD+ est 

un élément clé dans de nombreux processus neurodégénératifs et qu’il est impliqué dans la 

neuroprotection, en particulier dans le maintien de l’intégrité axonale. Le NAD+ apparaît donc 
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comme un agent thérapeutique très intéressant. Celui-ci peut être biosynthétisé à partir de cinq 

précurseurs présents dans l’alimentation : le NA, le NAM, le nicotinamide riboside (NR) et 

l’acide nicotinique riboside (NAR) qui sont aujourd’hui tous référencés en tant que 

constituants de la niacine ou vitamine B3 ; Le tryptophane est également un précurseur qui 

permet la synthèse de novo du NAD+ en plusieurs étapes constituant ainsi la voie dite de la 

kynurénine. Parmi les constituants de la niacine, le rôle du NR dans le métabolisme du NAD+ 

a été établi relativement récemment grâce à l’identification, chez la levure et les mammifères, 

de protéines kinases capables de phosphoryler le NR et donc appelées Nicotinamide Riboside 

Kinase (Bieganowski et al., 2004). Au sein de notre alimentation, le NR est essentiellement 

présent dans le lait et ses produits dérivés. Très récemment, il a été montré que ce nucléoside 

constitue 40% des précurseurs du NAD+ contenu dans le lait de vache (Trammell et al., 2016). 

Le NR est également l’un des métabolites intermédiaires de l’assimilation du NAD+ 

alimentaire au niveau intestinal. En effet, chez le rat, il a été montré que des enzymes à 

activité pyrophosphatase présentes dans les sécrétions intestinales permettent le clivage du 

NAD+ en NMN et 5’-AMP. Le NMN est ensuite très rapidement hydrolysé en NR, puis plus 

lentement en NAM. Ces travaux suggèrent que les enzymes impliquées dans cette conversion 

sont présentes à la membrane ou dans le compartiment intracellulaire des cellules intestinales 

(Baum et al., 1982; Gross and Henderson, 1983). De manière surprenante, la concentration de 

NAM détecté dans le plasma sanguin est très faible ([NAM]=340nM (Jacobson et al., 1995)) 

alors que les concentrations nécessaires pour augmenter les niveaux de NAD+ en culture 

cellulaire in vitro sont supérieures à 1mM (Hara et al., 2007; Revollo et al., 2004). De même, 

les concentrations de NA sont très faibles dans le plasma ([NA]=80nM) (Jacobson et al., 

1995). Au contraire, les concentrations de NMN sont beaucoup plus importantes ([NMN]=50-

80µM) et suggèrent une place centrale du NMN dans l’assimilation du NAD+ dans 

l’organisme (Revollo et al., 2007). Ce résultat est cohérent avec la présence d’une isoforme de 

l’enzyme Nampt (également appelé PBEF), permettant la conversion du NAM en NMN, dans 

le milieu extracellulaire (Revollo et al., 2007). Il a ainsi été récemment montré que cette 

activité extracellulaire de Nampt est nécessaire pour préserver les niveaux hypothalamiques 

de NAD+ (Yoon et al., 2015). Cependant, cette observation ne fait pas l’unanimité car 

certaines équipes ont échoué à détecter du NMN dans le sang (Hara et al., 2011) et les étapes 

d’assimilation du NAD+ et de ses précurseurs par l’organisme ne sont pas complétement 

élucidées. 

En particulier, le transport du NAD+ et de ses précurseurs à travers la membrane 
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plasmique fait l’objet d’un grand nombre d’études. Des transporteurs ont été identifiés pour le 

tryptophane (SLC7A5 et SLC36A4) et pour le NA (SLCA8 et SLC22A13) (Bahn et al., 2008; 

Gopal et al., 2007; Kanai et al., 1998; Muralidharan Pillai and Meredith, 2011). 

L’assimilation du NR et du NAR nécessiterait des transporteurs de nucléosides de type 

équilibratif, comme cela a été décrit par l’équipe de N. Nikiforov à l’aide d’inhibiteurs 

pharmacologiques (Nikiforov et al., 2011). En ce qui concerne le NAD+, il faut savoir que son 

instabilité et sa polarité rendent son entrée dans la cellule difficile. Peu de données existent 

sur le transport direct du NAD+ chez les mammifères. Le récepteur P2X7 contribue au 

transport de la partie adénosine de la molécule de NAD+ dans un modèle de culture 

d’astrocytes (Okuda et al., 2010). De plus, plusieurs connexines, décrites à la membrane de 

cellules astrocytaires, semblent participer au transport du NAD+ dans un modèle de 

neurodégénérescence induit par l’activation des PARPs (Okuda et al., 2013). Au niveau 

neuronal, la connexine 43 permet la libération du NAD+ vers le compartiment extracellulaire 

(Bruzzone et al., 2001). Cet efflux de NAD+ permet son interaction avec l’ecto-enzyme 

CD38, ancrée à la membrane. Ces données suggèrent que le NAD+ n’est pas transporté 

facilement à l’intérieur des cellules neuronales et corroborent l’efficacité relative du NAD+ 

observée dans différents modèles. Ainsi, les concentrations nécessaires pour augmenter les 

taux de NAD+ et/ou induire un effet protecteur dans des modèles in vitro de culture cellulaire 

sont comprises entre 1mM et 15mM alors que la concentration intracellulaire de NAD+ 

estimée dans les cellules de mammifères est de l’ordre de 300-500µM (Houtkooper et al., 

2010; Yamada et al., 2006). 

Considérant ces résultats, il semble intéressant de se pencher sur les différents 

précurseurs de la voie de biosynthèse du NAD+ dont la biodisponibilité, l’assimilation et la 

métabolisation pourraient être plus favorables à la mise en œuvre de stratégies thérapeutiques. 

 

 Les différents précurseurs du NAD+ II.2.

II.2.a. Voie De novo 

Le NAD+ peut être synthétisé de novo à partir du tryptophane. Celui-ci est tout 

d’abord converti en N-formylkynurénine par l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) ou par la 

tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO). L’activité des ces deux enzymes donne lieu à des 

métabolites de la voie kynurénine qui modulent l’activité des systèmes immunitaire, 

reproducteur et nerveux central. Il s’agit de l’étape limitante de cette voie de biosynthèse. Une 
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seconde étape importante est la modification spontanée du 2-amino-3-carboxymuconate 

semialdehyde (ACMS). Celui-ci se condense et se réarrange en quinolinate, qui est un 

précurseur de la synthèse du NAD+ (Houtkooper et al., 2010). 

La voie de novo a récemment été montrée comme indispensable au maintien du taux 

de NAD+ intracellulaire ainsi qu’à la survie de neurones humains en culture. Cependant, de 

nombreuses études ont mis en avant un effet controversé du tryptophane du à la toxicité de 

certains intermédiaires de la voie, tels que l’acide quinolinique. En effet, bien qu’un effet 

protecteur du tryptophane soit observé lorsque les concentrations utilisées sont limitées, celui-

ci peut cependant s’avérer neurotoxique dans certains modèles (Braidy et al., 2011). 

L’utilisation du tryptophane pour augmenter rapidement les taux de NAD+ ne semble donc 

pas pertinente. 

 

II.2.b. Voie de Preiss-Handler 

Outre la voie de novo, la source de NAD+ la plus importante dans l’alimentation est 

l’acide nicotinique (NA), un des composants la vitamine B3. Celui-ci est converti en NAD+ 

selon la voie de Preiss-Handler mettant en jeu deux intermédiaires métaboliques : l’acide 

nicotinique mononucléotide (NAMN) et l’acide nicotinique adénine dinucléotide (NAAD). 

L’enzyme clé de cette conversion est la Nmnat qui transforme le NAMN en NAAD. Il existe 

3 isoformes de cette enzyme que nous avons déjà largement évoqué dans le chapitre II pour 

leur rôle dans la dégénérescence axonale. Chacune de ces isoformes possède une  localisation 

subcellulaire spécifique : Nmnat1 est nucléaire, Nmnat2 est cytosolique tandis que Nmnat3 

est mitochondriale (Cantó et al., 2015). Un autre précurseur utilise cette voie de 

métabolisation : il s’agit du NAR qui par l’action des Nrk, que nous détaillerons par la suite, 

est converti en NAMN. Ce nouveau précurseur a été découvert très récemment par C. Brenner 

et son équipe mais son rôle dans le métabolisme du NAD+ reste assez peu étayé dans la 

littérature aujourd’hui (Tempel et al., 2007). 

Le NA est donc un précurseur important dans la synthèse du NAD+. Cependant, bien 

qu’il ait été largement utilisé dans le traitement des dyslipidémies, il a été décrit en 2005 pour 

provoquer des effets secondaires tels que des rougeurs. Ces effets sont dus à son interaction 

avec le récepteur GPR109A présent au niveau des cellules immunitaires (Benyó et al., 2005). 
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Figure 45 : Principales voies de biosynthèse du NAD+ : 1) Voie de novo à partir du tryptophane ; 2) Voie de Preiss-Handler 
à partir du nicotinate ; 3) Voie de sauvetage mettant en jeu le nicotinamide, produit des réactions du NAD+ avec les sirtuines, 
les PARPs et les ecto-enzymes CD38 et CD157 ; 4) Voie de biosynthèse du NAD+ à partir du nicotinamide riboside. 

 

II.2.a. Voie de sauvetage 

La voie de sauvetage est ainsi nommée car elle permet le maintien des taux de NAD+ 

dans la cellule via le recyclage du NAM, produit des réactions du NAD+ avec les sirtuines, les 

PARPs et l’ectoenzyme CD38. Ainsi, le NAM régule ces réactions en inhibant leur activité 

mais également en augmentant le niveaux en NAD+. Le NAM est métabolisé en NAD+ via 

l’activité de la Nampt qui convertit le NAM en NMN, puis par celle de Nmnat, déjà discuté 

précédemment qui convertit le NMN en NAD+. Le NAM est la source principale de NAD+ 

dans les cellules des mammifères. Cependant, son effet est controversé en ce qu’il représente 

à la fois un précurseur du NAD+ et un inhibiteur des réactions enzymatiques utilisant le NAD+ 

comme co-substrat. Ainsi, bien qu’il ait été montré pour prévenir les déclins cognitifs et la 

pathologie dans un modèle de souris transgéniques Alzheimer (Liu et al., 2013), le NAM n’a 

pas d’effets protecteurs dans un modèle de dégénérescence axonale induite par axotomie dans 

le SNP, dans lequel le NAD+ est axoprotecteur (Sasaki et al., 2006). 

L’enzyme nicotinamide-N-méthyltransférase (NNMT) catalyse la formation du 1-

méthylnicotinamide (MNA) à partir du NAM, en utilisant le S-adénosylméthionine (SAM) en 
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tant que donneur de groupement méthyle. Cette voie a été relativement peu étudiée. Pourtant,  

l’expression de la NNMT a récemment été montrée pour être augmentée dans des maladies 

neurodégénératives (Williams et al., 2005) et dans des cas d’obésité ou de diabète (Kraus et 

al., 2015; Lee et al., 2005; Yaguchi et al., 2005). La voie de conversion du NAM en MNA par 

le NNMT pourrait également être essentielle dans la survie des cellules cancéreuses 

(Ulanovskaya et al., 2013) et dans l’allongement de la durée de vie liée à l’activité des 

sirtuines (Schmeisser et al., 2013). Cette dernière étude, effectuée chez les nématodes montre 

également que la réaction du MNA avec l’aldéhyde oxydase, GAD-3, conduit à la formation 

de peroxyde d’hydrogène, augmentant ainsi de manière transitoire les niveaux de ROS. 

 

II.2.a. Le FK866 

La voie de sauvetage du NAD+ peut être bloquée par l’utilisation d’un inhibiteur de 

l’enzyme Nampt, permettant la métabolisation du NMN à partir du NAM, appelé FK866. Cet 

inhibiteur non compétitif spécifique de Nampt induit donc une diminution des taux 

intracellulaires de NAD+ ainsi que la mort cellulaire (Hasmann and Schemainda, 2003).  

Figure 46 : Le FK866 (A) Structure du FK866. (B) Effet du FK866 sur les niveaux de NAD+ dans des cellules HepG2 
(Hasmann and Schemainda, 2003). 

D’un point de vue thérapeutique, cette molécule a été étudiée dans le cadre de 

traitements en oncologie pour induire la dégénérescence de cellules tumorales. En effet, 

plusieurs études in vivo et in vitro ont identifiés le FK866 comme un agent anti-tumoral 

efficace. Cependant, les résultats des essais cliniques ne sont pas concluants : il n’y a pas de 

diminution des tumeurs et certains patients présentent des effets secondaires importants (Von 

Heideman et al., 2010; Holen et al., 2008). Une explication de ce résultat serait que des 

précurseurs du NAD+ présents dans le compartiment extracellulaire rentrent dans la cellule et 
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activent d’autres voies de biosynthèse, permettant ainsi le maintien des niveaux 

intracellulaires en NAD+ en contrant le blocage de la synthèse du NAD+ à partir du NAM. 

Une des voies potentiellement impliquée dans le maintien des niveaux de NAD+ est celle du 

NR. 

 

II.2.b. Le nicotinamide riboside 

• Historique de la découverte du NR et des Nrk 

Le NR a été historiquement identifié en tant que précurseur du NAD+ chez la bactérie 

Haemophilus Influenza dans les années 1950 (Gingrich and Schlenk, 1944) car celle-ci 

n’exprime ni la voie de biosynthèse de novo à partir du tryptophane ni les enzymes 

nécessaires à la métabolisation du NA et du NAM en NAD+. Le NR, riboside dérivé de la 

pyridine, possède deux analogues, la tiazofurine et le benzamide riboside, décrits en tant 

qu’agents anti-cancéreux. La conservation du NR et de sa métabolisation en NAD+ depuis les 

bactéries jusqu’aux levures et aux mammifères a été mise en évidence relativement 

tardivement par l’équipe de C. Brenner. En 2004, les enzymes participant à la conversion du 

NR en NMN ont été caractérisées chez la levure et chez les mammifères (Bieganowski et al., 

2004). Ainsi, bien que la protéine kinase Nrk mise en évidence chez la bactérie ne semble pas 

avoir d’orthologue chez la levure, C. Brenner et son équipe ont découvert un gène codant une 

protéine qui possède une activité enzymatique similaire à l’enzyme bactérienne, ce gène fut 

par conséquent dénommé nrk1. Chez l’homme, deux orthologues du gène de levure furent 

identifiés, l’un code la protéine kinase Nrk1, composée de 199 résidus d’acides aminés, et 

l’autre, code la protéine kinase Nrk2. Cette dernière, identique pour 57% à Nrk1, est une 

forme épissée de 230 résidus d’acides aminés issue d’une protéine de 186 acides aminés, 

impliquée dans la myogenèse et appelée ITGB1BP3 (pour muscle integrin β1 binding 

protein). La purification de la protéine Nrk1 chez la levure et des protéines Nrk1 et Nrk2 chez 

l’homme a révélé une grande spécificité pour la phosphorylation du NR et de la tiazofurine. 

Ainsi, Nrk1, que ce soit chez la levure ou chez l’humain, agit plus spécifiquement sur la 

tiazofurine que sur son substrat naturel le NR. La kinase Nrk2, quant à elle, présente la même 

activité que ce soit avec le NR, la tiazofurine ou l’uridine. Chez les mammifères, l’isoforme 

Nrk1 est exprimée de manière ubiquitiste tandis que l’expression de l’isoforme Nrk2 est 

restreinte au cœur, au muscle et au foie (Cantó et al., 2012). 
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Figure 47 : Le NR et les enzymes Nrk (A) Structure du NR et des ses analogues, le tiazofurine et le benzamide riboside. (B) 
Acitivité spécifique des enzymes Nrk1 et Nrk2 chez l’humain et de l’enzyme Nrk1 chez la levure (Bieganowski et al., 2004). 

• Effet biologique du nicotinamide riboside 

La voie métabolique permettant la conversion du NR en NAD+ semble pertinente car 

elle permet le maintien des taux de NAD+ lorsque les cellules ne sont plus capables de 

métaboliser le NAM ou le NA (Grozio et al., 2013; Nikiforov et al., 2011). De plus, le NR a 

été montré pour augmenter rapidement et efficacement les niveaux intracellulaires en NAD+ 

chez les mammifères (Yang et al., 2007). Dans un modèle de restriction calorique chez 

Saccharomyces cerevisiae, le NR a été montré pour avoir un rôle essentiel dans la 

prolongation de la durée de vie (Lu et al., 2009). Dans un autre modèle chez la levure dans 

lequel le NA est absent du milieu de culture, le NR permet également un allongement de la 

durée de vie dépendant de Sir2 (Belenky et al., 2007b). Plus récemment, le NR a été montré 

pour améliorer le métabolisme oxydatif via l’activation de SIRT1 et de SIRT3. Par ce biais, le 

nucléoside empêche la prise de poids des souris soumises à un régime gras (Cantó et al., 

2012). De manière similaire, la prise alimentaire de NR est capable de retarder la progression 

de myopathies mitochondriales, en induisant une augmentation de la biogénèse 

mitochondriale (Khan et al., 2014). L’apport du NR dans l’alimentation permet également une 

amélioration des dysfonctions de la chaîne respiratoire ou de l’intolérance à l’exercice, 

caractéristique d’un modèle murin de pathologie touchant la mitochondrie (Cerutti et al., 

2014). Les études effectuées jusqu’à présent révèlent des effets bénéfiques du NR, qui par 

l’augmentation des taux intracellulaires en NAD+, influe sur le métabolisme et le 

fonctionnement des mitochondries.  
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• Effet neuroprotecteur du nicotinamide riboside 

Le métabolisme du NAD+ a une place centrale dans les processus de neuroprotection 

et en particulier ceux associés à une dégénérescence de l’axone. Le NR, décrit comme un 

précurseur efficace du NAD+, représente donc un agent thérapeutique potentiel dans la 

prévention des processus neurodégénératifs. Plusieurs études ont, d’ores et déjà, mis en 

lumière des effets protecteurs du NR dans différents modèles. En 2006, Sasaki a montré un 

effet axoprotecteur du NR, comparable à celui du NAD+, sur des neurones du SNP lésés par 

axotomie, permettant le maintien de l’axone jusqu’à 72h après l’axotomie. Dans cette même 

étude, une forte induction de l’ARNm Nrk2 est observée 14 jours après axotomie du nerf 

sciatique (Sasaki et al., 2006).  

Figure 48 : Effet du NR sur la dégénérescence axonale dans le SNP. A) Le traitement de DRG avec du NR retarde la 
dégénérescence axonale induite par axotomie. B) Forte induction du messager Nrk2 14 jours après axotomie du nerf 
sciatique, comparé aux autres enzymes impliquées dans le métabolisme du NAD+ (Sasaki et al., 2006). 

Le NR a également été étudié in vivo sur un modèle de souris Alzheimer (Tg-2576). 

Dans cette étude, l’apport de 250 mg/kg par jour de NR dans l’alimentation des souris 

pendant 3 mois a montré une amélioration des défauts cognitifs induits par la pathologie. En 

effet, les souris alimentées avec le NR sont plus performantes vis à vis d’un test de cognition 

basé sur l’exploration d’un nouvel objet. De plus, les niveaux intracellulaires en NAD+ sont 

significativement augmentés et la quantité de plaque Aβ1-42 sensiblement diminuée. Enfin, 

l’ARNm codant PGC-1α, que nous avons déjà mentionné en tant que cible de SIRT1 et 

SIRT3 et pour son rôle dans la biogenèse mitochondriale, est induit d’environ 30% (Gong et 

al., 2013).  
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Figure 49 : Effet du NR in vivo dans un modèle de souris Alzheimer. (A) Le NR améliore les déficits cognitifs des souris 
Alzheimer, quantifiés par un test de reconnaissance d’un nouvel objet. L’alimentation des souris avec du NR pendant 3 mois 
permet l’augmentation des niveaux en NAD+ dans le cerveau (B), ainsi que l’induction du messager PGC-1α (C), permettant 
ainsi la diminution des quantités d’Aβ1-42 détectés dans le cerveau (D) (Gong et al., 2013). 

Très récemment, l’effet du NR a été étudié sur la perte d’audition induite par un bruit 

intense et prolongé. L’injection de 1000 mg/kg de NR, deux fois dans la journée, pendant 5 

jours avant l’exposition au bruit et jusqu’à 48h après l’exposition au bruit réduit 

significativement la perte auditive. L’effet du NR dans ce modèle est totalement dépendant de 

SIRT3, comme on l’avait déjà signalé au paragraphe I.2.a. D’un point de vue cellulaire, le 

traitement avec le NR empêche la rétraction des neurites induite par un bruit prolongé (Brown 

et al., 2014). 
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Figure 50 : Effet protecteur du NR dans un modèle de perte auditive induite par un bruit fort et prolongé. A) le 
traitement deux fois par jour avec du NR 5 jours avant (before), 5 jours avant et 14 jours après (before+after) ou 14 jours 
après (after) l’exposition au bruit  prévient de la perte auditive. B) : l’effet protecteur du NR passe par l’activité de SIRT3. C) 
schéma représentant la rétraction des cellules ciliées internes lors d’un bruit prolongé. D) Le NR prévient de la rétraction des 
cellules ciliées internes, via l’activité de SIRT3 (Brown et al., 2014). 

Même si elles restent peu nombreuses aujourd’hui, ces études sont prometteuses quant 

au potentiel du NR en tant qu’agent thérapeutique dans la prévention des pathologies 

neurodégénératives. 

 

  Métabolisme extracellulaire du NAD+ et du NR II.3.

L’apport exogène de NAD+ ou de NR induit des effets bénéfiques sur les organismes. 

Ces molécules sont capables de retarder des processus dégénératifs en évitant la diminution 

des taux de NAD+ observée dans les cellules lésées. Les mécanismes d’assimilation et de 

métabolisation de ces molécules font l’objet de plusieurs études chez les bactéries, la levure et 

les mammifères. Ainsi, alors que le NR semble transporté à travers la membrane plasmique 

par des transporteurs de nucléosides, l’influx du NAD+ dans les cellules est plus controversé. 

Comment expliquer alors les effets du NAD+ exogène ? L’existence d’une voie de 

métabolisation extracellulaire du NAD+ en NR a été suggérée dans le SNP et dans des lignées 

cellulaires (Bogan et al., 2009; Nikiforov et al., 2011; Di Stefano et al., 2014). Cette voie est 

déjà largement définie en ce qui concerne le métabolisme de l’adénosine triphosphate (ATP), 

nucléotide essentiel dans les réactions métaboliques intracellulaires. En effet, l’ATP peut être 

converti en ADP, AMP puis en adénosine dans le milieu extracellulaire via l’activité 

d’enzymes spécifiques. Ce métabolisme extracellulaire est particulièrement important en 

neurobiologie où l’adénosine a été décrit comme un modulateur essentiel de la transmission 

synaptique (Benarroch, 2010a). La conversion de l’ATP en ADP et AMP est effectuée par des 

ecto-enzymes dont les nucléosides triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) et les 

nucléotides pyrophasphatases/phosphodiestérases (E-NPPs). La conversion de l’AMP en 

adénosine est effectuée par l’ecto-enzyme 5’-nucléotidase (5’-eNT), ancrée à la membrane 

(Zimmermann et al., 2012). Enfin, les différents métabolites de l’ATP dans les cellules 

peuvent activer plusieurs récepteurs purinergiques. L’adénosine active préférentiellement les 

récepteurs de type P1, tandis que l’ATP et l’AMP peuvent activer des récepteurs de types P2 : 

les récepteurs P2X ionotropiques et les récepteurs P2Y métabotropiques (Abbracchio et al., 

2009). D’autres effecteurs naturels ont été décrits dans le milieu extracellulaire pour réagir 

avec les E-NPPs. Il s’agit de dinucléotides, dénommés ApnA, qui possèdent deux 
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groupements adénosine liés par une chaîne de 1 à 6 phosphates. L’AP4A (di-adénosine 

tetraphosphaste) peut notamment être converti en ATP par les E-NPPs. 

Figure 51 : Représentation schématique du métabolisme extracellulaire de l’ATP et du NAD+ (Zimmermann et al., 
2012). 

II.3.a. Conversion du NAD+ en NMN 

La famille des E-NPP est constituée de sept protéines dont seulement trois sont 

capables d’hydrolyser des nucléotides : NPP1, NPP2 (Autotaxin) et NPP3 (Zimmermann et 

al., 2012). Ils s’agit de protéines transmembranaires de types II caractérisées par 1 domaine 

transmembranaire (TM) et localisées à la surface externe de la membrane plasmique 

(Zimmermann, 2000). 

Elles possèdent une activité pyrophosphatase sur les nucléotides : l’ATP possède deux 

sites de clivage menant à la formation, soit de l’ADP, soit de l’AMP tandis que l’hydrolyse du 

NAD+ donne lieu à la formation d’une molécule de NMN et d’une molécule d’AMP (Aleo et 

al., 2001). L’activité de ces enzymes peut être bloquée par l’utilisation d’inhibiteurs 

pharmacologiques. Ainsi, le pyrodoxyl phosphate-6-azophenyl-2’,4’-disulfonic acid 

(PPADS), initialement utilisé en tant qu’inhibiteur des récepteurs purinergiques de types P2 

(Burnstock, 2007), est un inhibiteur des E-NPP, plus particulièrement de NPP1 et NPP3 

(Grobben et al., 1999a; Vollmayer et al., 2003a). L’AP4A  peut bloquer l’activité des E-NPP 

lors de la conversion de l’ATP ou du NAD+, respectivement, en AMP et NMN car il agit en 

tant que substrat compétiteur (Vollmayer et al., 2003a). Ces deux inhibiteurs ont été montrés 

pour annuler les effets protecteurs induits par l’application de NAD+ dans les deux modèles 

de dégénérescence évoqués précédemment (Nikiforov et al., 2011; Di Stefano et al., 2014), 
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suggérant que la conversion extracellulaire du NAD+ en NMN est nécessaire au rôle du 

NAD+. 

Figure 52 : Liaisons pyrophosphates de l’ATP, du NAD+, de l’ApnA, de l’UDP-Glucose et du pNP-TMP hydrolysées 
par les NPP1/2 et 3 (Zimmermann et al., 2012). 
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II.3.b. Conversion du NMN en NR 

Figure 53 : Structure du NAD+ et des différents précurseurs (Nam, NMN et NR). Conversion du NAD+ en NMN par une 
pyrophosphatase. Conversion du NMN en NR par une nucléotidase. 

La seconde étape de la voie extracellulaire est la formation du nucléoside par l’action 

de nucléotidases. Chez la levure, deux enzymes ont été identifiées pour être responsable de la 

conversion du NMN en NR. Isn1, IMP-specific 5’-nucléotidase, et Sdt1, pyrimidine 5’-

nucléotidase, sont responsables de la déphosphorylation des mononucléotides de type 

pyridinique (Bogan et al., 2009). Chez les mammifères, ces enzymes présentent 7 isoformes : 

6 cytosoliques et une ecto-enzyme 5’-eNT, communément appelée CD73 (Cardoso et al., 

2015). La déphosphorylation de l’AMP et du NMN est effectuée via l’action de CD73, 

donnant ainsi lieu à la formation d’adénosine et de NR (Zimmermann et al., 2012). CD73 est 

une protéine de 70 kDa ancrée à la membrane plasmique par l'intermédiaire d'un groupement 

phosphatidyl-inositol glycosylé (GPI). CD73 possède une forte affinité pour l’AMP 

(Km=3/19µM) mais d’autres substrats ont également été décrits avec des affinité plus 

réduites, tels que le cytosine monophosphate (CMP) (Km=35/360µM) (Hunsucker et al., 

2005). Dans le contexte de l’étude de la conversion extracellulaire du NMN, le CMP peut 

inhiber l’activité nucléotidase de CD73 en tant que substrat compétiteur. Le CMP a été 

montré pour annuler les effets du NMN sur des lignées cellulaires et sur des neurones du SNP 

(Nikiforov et al., 2011; Di Stefano et al., 2014), suggérant que la conversion du NMN en NR 

est nécessaire à son rôle protecteur.  

 

pyrophosphatase	 nucleo/dase	
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Figure 54 : Description et caractéristiques de l’ecto-5’nucleotidase CD73 et de l’ecto-nucléotide 
pyrophosphate/phosphodiestérase NPP1 (Zimmermann et al., 2012) 

 

II.3.c. Les transporteurs de nucléosides  

La conversion extracellulaire du NAD+ induit l’augmentation des niveaux de NR dans 

le milieu extracellulaire. Un transporteur spécifique du NR, Nrt1, a été décrit chez la levure 

pour permettre l’entrée du NR dans les cellules (Belenky et al., 2008). Chez les mammifères, 

les nucléosides de type purique et pyrimidique ainsi que certaines nucléobases peuvent 

pénétrer dans les cellules via plusieurs transporteurs aux nucléosides (NTs). Les NTs se 

regroupent dans deux grandes familles: les transporteurs équilibratifs de nucléosides (ENTs) 

aussi appelés SLC29 et les transporteurs concentratifs de nucléosides (CNTs) également 

nommés SLC28 (Baldwin et al., 1999). Les récepteurs purinergiques de type P1, que nous 

avons évoqué précédemment, sont également susceptibles de transporter des nucléosides tels 

que l’adénosine (Abbracchio et al., 2009). 

 

Figure 55 : Topologie structurale des transporteurs de nucléosides ENTs et CNTs. Les ENTs possèdent 11 domaines 
transmembranaires et sont inhibés par le NBTI. Les CNTs possèdent 13 domaines transmembranaires et participent aux flux 
sodiques (King et al., 2006). 
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• ENTs : SLC29 

Figure 56 : Inhibition des NTs ENT1 et ENT2. (A) Inhibiteurs spécifiques de ENT1 et ENT2 (inspiré de (Baldwin et al., 
2004)). (B) Valeurs d’IC50 obtenues par l’inhibition du transport de l’uridine par ENT1 et ENT2 dans des oocytes; et valeurs 
de Ki obtenues par l’inhibition du transport de l’uridine par ENT1 et ENT2 dans des cellules murines. 

 

Les ENTs sont des protéines à onze domaines transmembranaires qui permettent le 

transport de nucléosides ou nucléobases. Il existe quatre différents ENTs : 

ENT1/ENT2/ENT3/ENT4, tous largement distribués chez les mammifères et détectés dans le 

cerveau. ENT1 (SLC29A1) et ENT2 (SLC29A2) sont les deux transporteurs les mieux 

caractérisés et les plus abondants. Ils semblent avoir des fonctions centrales au sein de la 

cellule. ENT1 permet le transport d’une large variété de nucléosides de type purique et 

pyrimidique mais pas de l’uridine. Son activité est inhibée par le nitrobenzylthioinosine 

(NBTI ou NBMPR) ainsi que par les vasodilatateurs dipyridamole et dilazep (King et al., 

2006; Young et al., 2013). ENT2 permet également le transport de nucléosides de types 

purique et pyrimidique, avec une affinité apparente plus faible que celle de ENT1. L’activité 

de ENT2 est très peu sensible au NBTI (Baldwin et al., 2004) et elle est faiblement inhibée 

par le dipyridamole (Kiss et al., 2000; Ward et al., 2000). 

 

Nucléoside	

ENT1	
Nucléoside/	Nucléobase	

ENT2	

Dilazep	

NBTI	
Dipyridamole	
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• CNTs : SLC28 

Figure 57 : Les substrats des différents transporteurs de nucléosides chez l’homme (Young et al., 2013). 

Les CNTs forment une famille de 3 protéines : CNT1/CNT2/CNT3 dont l’activité 

dépend des flux sodiques. Ces NTs sont encore assez peu caractérisés aujourd’hui et leur 

structure est mal connue. Ces NTs ont été décrits pour être insensibles au NBTI et aux autres 

inhibiteurs des ENT1/2 (Young et al., 2013). 

• Effet biologique des NTs et rôle des inhibiteurs 

Les nucléosides de type purique et pyrimidique ont une fonction biologique 

primordiale. En tant que précurseurs des nucléotides (par exemple de l’ATP) et des acides 

nucléiques, ils sont indirectement impliqués dans la régulation énergétique, la synthèse des 

protéines et la réplication de l’ADN. Le contrôle des niveaux de nucléosides dans les 

compartiments intra et extra-cellulaires est donc crucial. Si l’on s’intéresse plus 

spécifiquement aux fonctions biologiques neuronales, on peut remarquer que les NTs 

permettent le transport de l’adénosine, qui a une grande influence sur les neurones du SNP et 

SNC. Notamment le contrôle des concentrations extracellulaires en nucléosides permet de 

réguler l’activité neuro-modulatrice de ces composés. De plus, sous des conditions 

physiologiques de stress, telles qu’après une ischémie cérébrale, une lésion ou une 

inflammation, des niveaux élevés en adénosine déclenche une protection contre la 
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neurodégénérescence (Cunha, 2001). L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques aux NTs permet 

donc de moduler la réponse à un stress.  

Dans le cadre du métabolisme extracellulaire du NAD+ et du NR, les inhibiteurs des 

NTs permettent le blocage de l’entrée dans la cellule du NR, et donc du NAD+ après sa 

conversion en NR. Ainsi, le traitement de lignées cellulaires avec du NBTI et du dipyridamole 

inhibent les effets protecteurs du NAD+, du NMN et du NR (Nikiforov et al., 2011). Dans le 

SNP, le dipyridamole a été montré pour bloquer les effets du NAD+ et du NMN (Di Stefano et 

al., 2014). 

 

II.3.d. Un métabolisme extracellulaire du NAD+ dans le système nerveux central ? 

Il existe donc une voie extracellulaire de métabolisation du NAD+ en NR chez la 

levure et dans différents modèles tels que des lignées cellulaires humaines ou des neurones 

murins du SNP. Pour l’instant, aucune étude n’a caractérisé cette voie dans sa globalité dans 

le SNC. Est ce que cette voie métabolique existe dans le SNC ? Qu’en est-il de la distribution 

subcellulaire des différents acteurs du métabolisme extracellulaire décrits précédemment ? 

En 2008, l’équipe de H. Zimmermann s’est intéressée à la distribution des 

ectonucléotidases dans le cerveau des rongeurs. Ils ont montré que CD73 et les E-NPP sont 

présents dans toutes les régions cérébrales. La précision de la distribution reste assez limitée 

et la localisation des ectonucléotidases peut être considérée à la fois au niveau des neuropiles 

et/ou des cellules gliales. Ces enzymes sont donc susceptibles de participer à la 

communication neurones-neurones ou neurones-glie. Cependant, les données concernant les 

activités de ces enzymes et leur contribution relative dans le cerveau restent très peu 

détaillées. Au pH physiologique, CD73 et les E-NTPDases ont été décrites pour avoir 

l’activité la plus importante, supérieure à celle des E-NPP (Langer et al., 2008). En ce qui 

concerne la distribution des NTs, une étude en 2013 s’est intéressée à leur expression relative 

dans les neurones et astrocytes de souris (Li et al., 2013). Celle-ci montre que tous les ENTs 

ainsi que CNT2/3 sont exprimés à la fois dans les neurones et les astrocytes mais que CNT1 

ne semble pas être exprimée dans ces deux types cellulaires. Au regard de ces résultats, les 

différents métabolites de la voie extracellulaire semblent être présents au sein du SNC.  

Il ne faut pas oublier que des transporteurs de nucléotides de types purinergiques P2, 

tel que P2X7, ont également été identifiés dans le SNC et seraient susceptibles de participer au 

transport du NAD+ ou de ses métabolites à travers la membrane plasmique (Okuda et al., 

2010). Des connexines présentes à la membrane des astrocytes seraient également 
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capables de faire pénétrer le NAD+ dans les cellules (Okuda et al., 2013). Cependant, bien que 

des connexines aient été décrites au niveau des cellules neuronales (Cheung et al., 2014), 

aucune donnée n’a été mise en évidence sur leur potentielle activité quant au transport du 

NAD+. 

Le métabolisme extracellulaire du NAD+ et de ses précurseurs constitue un moyen de 

clairance du NAD+ présent dans le compartiment interstitiel et participe au maintien des 

niveaux de NAD+ dans les cellules. Etudier et comprendre ce métabolisme est essentiel pour 

améliorer nos connaissances sur les effets du NAD+ et de ses précurseurs et ainsi mettre en 

place des stratégies thérapeutiques efficaces. 

 





 

 

CHAPITRE IV : 

L’EXCITOTOXICITE, UN PROCESSUS PATHOGENE COMPLEXE 

I. Le glutamate : neurotransmetteur excitateur majoritaire 
 

 Le glutamate I.1.

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majoritaire dans le SNC. Il est 

synthétisé localement au sein du SNC et est impliqué dans de nombreuses fonctions telles que 

le développement, les processus d’apprentissage et de mémoire, la croissance axonale et la 

plasticité synaptique. Le cerveau humain contient 6-9 µmol/g de glutamate dans différents 

régions cérébrales (Perry et al., 1971), faisant de cet acide aminé libre le plus abondant dans 

le SNC. L’action excitatrice du glutamate sur les cellules nerveuses a été démontrée il y a plus 

de cinquante ans par Curtis et al. (Curtis et al., 1960). 

 

 Stockage du glutamate I.2.

Le glutamate est stocké dans des vésicules synaptiques dans la terminaison 

présynaptique via des transporteurs vésiculaires au glutamate (vGLUT). L’assimilation du 

glutamate dans ces vésicules dépend du gradient de protons H+ transmembranaire généré par 

l’ATPase vésiculaire.  

Figure 58 : Schéma du stockage du glutamate dans les vésicules par les transporteurs vGLUT et le gradient de 
protons généré par l’ATPase vésiculaire. 

Trois isoformes du transporteur vGLUT ont été identifiées et caractérisées dans le 

SNC : vGLUT1-3. vGLUT1 et vGLUT2 sont spécifiquement exprimés dans les extrémités 

présynaptiques glutamatergiques tandis que vGLUT3 est exprimé dans les somas et dendrites 

des neurones glutamatergiques ou non glutamatergiques et dans les astrocytes. Bien que 

plusieurs études aient suggéré une expression complémentaire et différentielle de vGLUT1 et 

vGLUT2, ces deux transporteurs peuvent occasionnellement être co-exprimés dans les mêmes 

terminaisons synaptiques. (Benarroch, 2010b) 

Pré	synapse	

vGLUT	

Glu	

V-ATPase	 H+	
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Gène	 Transporteur	 Distribution	 Localisation	

SCL17A7	 VGlut1	

Néocortex	(couches	I-III)	
Cortex	pyriforme	
Cortex	entorhinal	

Striatum	
Thalamus	
Cervelet	

Présynaptique	

SLC17A6	 VGlut2	

Néocortex	(couche	VI)	
Bulbe	olfactif	
Gyrus	denté	

Noyau	accumbens	
Hypothalamus	
Tronc	cérébral	

présynaptique	

SLC17A8	

VGlut3	
Moins	présent	
que	VGlut1	et	

VGlut2	

Néocortex	
Hippocampe	

Noyau	de	raphé	
Substance	noire	

Présynaptique	&	
somatodendritique	

Table 2 : Distribution et localisation des transporteurs vésiculaires du glutamate (Benarroch, 2010b). 

 
 Libération du glutamate I.3.

Sous l’influx d’un potentiel d’action, les vésicules migrent et fusionnent avec la 

membrane pré-synaptique. Le glutamate est libéré dans la fente synaptique et peut alors agir 

sur plusieurs types de récepteurs : les récepteurs métabotropiques (mGluR) et les récepteurs 

ionotropiques (iGluR). 

 

 Les récepteurs glutamatergiques I.4.

Il existe une grande variété de récepteurs au glutamate, qui sont classés dans deux 

grandes familles : 

- Les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR) qui permettent la 

modulation de l’excitabilité cellulaire et de la transmission synaptique via une voie 

de signalisation secondaire. 

- Les récepteurs ionotropiques au glutamate (iGluR) qui sont des canaux ioniques. 
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Figure 59 : Classification des récepteurs au glutamate. On distingue deux familles : Les récepteurs ionotropiques iGluR 
qui sont des canaux ioniques et les récepteurs métabotropiques mGluR couplés à des protéines G. 

 

I.4.a. Les récepteurs métabotropiques au glutamate 

Figure 60 : Structure des mGluR. La liaison de glutamate dans le domaine VFD provoque le changement conformationnel 
du récepteur et active des voies intracellulaires (Niswender and Conn, 2010). 

Les récepteurs métabotropiques sont des récepteurs transmembranaires couplés à des 

protéines G. Il existe huit récepteurs mGluR, classés en trois groupes en fonction de leurs 

actions sur la transduction du signal. Les récepteurs du groupe I (mGlu1 et mGlu5) sont 

couplés à la protéine Gq et activent la phospholipase C alors que les récepteurs du groupe II 

(mGlu2 et mGlu3) et III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 et mGlu8) sont couplés à la protéine Gi et 

inhibent l’adénylate cyclase. Les mGluR sont composés de sept domaines transmembranaires, 

un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-terminal intracellulaire. L’activation 

des récepteurs couplés aux protéines G par un stimulus extracellulaire induit des changements 
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conformationnels permettant l’activation de la protéine G associée et l’interaction avec des 

effecteurs responsables de messagers intracellulaires. Les mGluR possèdent un domaine 

extracellulaire, riche en cystéine, appelé VFD (pour Venus flytrap domain) qui contient le site 

de liaison du glutamate et qui permet la formation d’homodimères reliés par des ponts 

disulfures. La liaison d’agoniste des mGluR dans les domaines VFD induit des changements 

conformationnels et donc des réponses biologiques variées (Niswender and Conn, 2010). Les 

mGluR sont répartis dans différentes localisations subcellulaires au niveau neuronal et 

astrocytaire. Les récepteurs du groupe I, majoritairement post-synaptique, augmentent 

l’excitabilité synaptique en interagissant avec les iGluR ou les canaux ioniques. Les 

récepteurs du groupe II et III sont principalement pré-synaptiques et inhibent la 

neurotransmission. 

 

I.4.b. Les récepteurs ionotropiques au glutamate 

Figure 61 : Schéma des différents récepteurs ionotropiques au glutamate. Les récepteurs AMPA et Kainate participe à 
l’influx sodique lorsqu’ils sont activés par le glutamate. Les NMDAR participent à l’influx sodique et calcique. L’activation 
des AMPAR provoque le départ des ions Mg2+ bloquant les NMDAR. Les NMDAR possédent des sites de liaisons pour la 
glycine, un agoniste indispensable à l’activation des récepteurs.  

Les iGluR incluent les récepteurs de type α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid (AMPA), kainate et N-methyl-D-aspartic acid (NMDA). Ce sont des 

récepteurs canaux transmembranaires composés de quatre sous-unités, qui permettent l’entrée 

de cations, principalement des ions Na+ pour les récepteurs AMPA et kainate mais des influx 

calciques sont également régulés par les récepteurs NMDA (NMDAR). 
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• Les récepteurs AMPA 

Les récepteurs AMPA forment des tétramères composés de quatre sous unités, 

nommés GluR1-GluR4 (elles peuvent être également désignées sous le nom de GluA1-GluA4 

ou GluR-A-GluR-D). Ces canaux sont perméables au sodium (flux entrant) et potassium (flux 

sortant) et pour la plupart imperméables au calcium. L’activation des récepteurs AMPA induit 

une dépolarisation locale de la membrane post-synaptique permettant le départ du Mg2+ des 

récepteurs NMDA. Cette levée d’inhibition des ions magnésium permet alors au glutamate 

d’activer l’entrée calcique via ces récepteurs NMDA. (Wright and Vissel, 2012) 

Les récepteurs AMPA sont essentiellement localisés à la membrane post-synaptique. 

L’expression de ces récepteurs à la surface, via endocytose ou diffusion latérale, est cruciale 

dans la transmission synaptique et également dans les phénomènes de plasticité synaptique 

(Santos et al., 2009). 

• Les récepteurs Kainate 

Les récepteurs Kainate sont composés de sous-unités issues de deux familles : GluR5-

GluR6-GluR7 et K1-K2, formant des homo- ou hétérotétramères. Les sous-unités K1 et K2 

sont toujours associées à une sous-unité de type GluR qui permet une expression à la surface 

membranaire. De plus, les sous-unités GluR possèdent un site d’édition leur conférant une 

imperméabilité aux ions calciques.  

Ils sont principalement localisés à la membrane pré-synaptique des synapses de types 

glutamatergiques et GABAergiques. Aux synapses glutamatergiques, les récepteurs Kainate 

régulent la libération du glutamate (Kerchner et al., 2002). Ces récepteurs ont également été 

décrits à la membrane post-synaptique, où ils jouent alors un rôle excitateur. 

• Les récepteurs NMDA 

L’activation des NMDAR joue un rôle très important dans la plasticité synaptique et 

dans l’apprentissage. Au contraire des autres iGluR, l’activité des NMDAR est inhibée par 

des ions magnésium Mg2+ qui bloque le canal au potentiel membranaire physiologique. Lors 

d’une dépolarisation, l’activation des récepteurs AMPA permet le départ des ions Mg2+ et 

l’activation des NMDAR. Ces récepteurs sont perméables aux ions Na+, mais leurs effets 

biologiques sont essentiellement dus à l’influx des ions Ca2+ (Hardingham, 2009).  

Structurellement, les NMDAR sont des hétérotétramères, généralement constitués de 

deux sous-unités NR1 et deux sous-unités NR2 ou NR3. Les sous-unités NR1 sont 

essentielles pour le fonctionnement du récepteur et elles sont issues de différents épissages 

alternatifs qui peuvent influencer les propriétés du canal. De plus, ces sous-unités possèdent 



 -  CHAPITRE IV -  

 

 

 

130  

deux sites de liaison pour les co-agonistes glycine ou D-sérine. La liaison de la glycine est 

indispensable au fonctionnement du récepteur NMDA. Les sous-unités NR2, quant à elles, 

possèdent le site de liaison au glutamate en N-terminal et confèrent les spécificités de 

propriétés des différents canaux : sensibilité au glutamate, conductance, sensibilité à 

l’inhibition par le magnésium, cinétique d’activation, temps de désactivation… (Gielen et al., 

2009). Il existe plusieurs antagonistes au récepteur NMDA bloquant l’influx calcique lors de 

la neurotransmission, parmi lesquelles le MK-801 et la mémantine. 

L’activation des NMDAR, associés à la synapse avec d’importants complexes 

protéiques, déclenche des voies de signalisation pro-survie ou pro-mort, que l’on discutera 

dans la seconde partie de ce chapitre. Il est important de noter que des NMDAR 

extrasynaptiques ont été également décrits dans de nombreuses études. Il semble que les deux 

localisations des ces récepteurs leur donnent des fonctions bien particulières qui ne sont pas 

encore totalement élucidées (Hardingham and Bading, 2010). 

 

 Le recyclage du glutamate I.5.

I.5.a. Les transporteurs du glutamate 

• Les transporteurs d’acides aminés excitateurs (EAATs) 

Comme nous l’avons vu dans le premier chapitre de cette introduction, la 

concentration de glutamate cytoplasmique est beaucoup plus importante que celle du 

compartiment extracellulaire. Le maintien de cette différence est essentiel pour ne pas se 

retrouver au dessus du seuil d’excitotoxicité. Celui-ci est effectué par des transporteurs aux 

acides aminés excitateurs dépendant du Na+ (EAATs). Nous allons revenir sur leurs 

caractérisations dans ce paragraphe. 

La recapture du glutamate extracellulaire est donc un processus crucial pour le 

maintien d’une bonne transmission synaptique. Il y a cinq transporteurs transmembranaires au 

glutamate identifiés chez les humains : EAAT1-5. EAAT1 et EAAT2 sont exprimés au 

niveau astrocytaire, EAAT3 et EAAT4 au niveau neuronal et EAAT5 au niveau des cellules 

de la rétine. Il a récemment été montré que les EAATs sont constitués de trois sous-unités, 

couplées à l’ATPase-Na+-K+, formant ainsi un complexe macromoléculaire (Rose et al., 

2009). Le transport d’une molécule de glutamate est associé avec le transfert de 3 Na+ et 1 H+ 

vers le compartiment intracellulaire et le départ d’1 K+ du compartiment intracellulaire vers 

l’extérieur. De plus, les transporteurs EAAT4 et EAAT5 sont également couplés à un flux 
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d’ions Cl- (Benarroch, 2010b).  

 

Sous-type	de	
transporteur	 Localisation	dans	le	SNC	 Expression	

cellulaire	 Propriétés	

EAAT1	
Importante	dans	le	cervelet	
Détecté	dans	le	cortex	et	la	

moelle	épinière	
Astrocytes	

Principal	sous-type	
exprimé	lors	du	

développement	du	SNC	

EAAT2	 Cerveau	et	moelle	épinière	

Principalement	dans	
les	astrocytes	
Neurones	

Oligodendrocytes	

Responsable	de	plus	de	
90%	de	la	recapture	du	

glutamate	total	

EAAT3	

Cerveau	
Principalement	dans	le	
cortex,	l’hippocampe,	les	
ganglions	de	la	base	et	le	

cervelet	

Terminaison	post-
synaptique	

Détecté	dans	les	
astrocytes	

Expression	membranaire	
régulée	par	le	cholestérol	

et	les	kinases	
intracellulaires	

EAAT4	

Corps	cellulaire	et	dendrites	
des	cellules	de	Purkinje,	

détecté	dans	l’hippocampe,	le	
néocortex	

Terminaison	post-
synaptique	

Détecté	dans	les	
astrocytes	

Forte	conductance	du	Cl-	

EAAT5	 Rétine	 Cônes	
Bâtonnets	 Forte	conductance	du	Cl-	

Table 3 : Caractéristiques des EAATs : localisation, expression cellulaire et propriétés (Kim et al., 2011b). 

Les transporteurs astrocytaires, et en particulier EAAT2, sont responsables de la plus 

grande partie de la recapture du glutamate et ont donc plusieurs rôles importants dans la 

cellule : 

1) La fin de la transmission synaptique 

2) La prévention de l’accumulation toxique de glutamate dans le compartiment 

extracellulaire 

3) L’apport en glutamate dans les astrocytes permettant la synthèse de glutamine, 

impliquée dans la détoxification via l’utilisation de l’ammoniaque et dans le cycle 

glutamine-glutamate. 

4) L’indication des besoins métaboliques des neurones et l’activation de la glycolyse 

dans les astrocytes. 

Les transporteurs neuronaux, EAAT3 et EAAT4, sont fonctionnels sur certaines 

synapses glutamatergiques où ils contrôlent l’activation des récepteurs métabotropiques post-

synaptiques et limitent les effets indirects du glutamate sur les synapses avoisinantes. 

Plusieurs facteurs modulent l’activité des EAATs tels que le trafic intracellulaire ou 

les modifications post-traductionnelles. L’activité intrinsèque et les taux de EAATs à la 
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membrane sont régulés par leur interaction avec des protéines d’échafaudage et l’activité de 

protéines kinases ou phosphatases. Des facteurs de croissances, des neuropeptides ou des 

cytokines tels que TNF-α peuvent également réguler le trafic membranaire et l’activité des 

EAATs (Benarroch, 2010b). 

L’altération de ces transporteurs peut déclencher des réponses neurotoxiques diverses. 

Nous avons vu dans le premier chapitre leurs implications dans le vieillissement et certaines 

maladies neurodégénératives. 

 

Figure 62 : Schéma du transport du glutamate dans les cellules gliales. Le glutamate est recapturé par les transporteurs 
EAATs mais peut être libéré dans la fente synaptique par le transporteur xc

-. 

 

• Le transporteur xc
- 

Le transport du glutamate peut également s’effectuer via un antiport cystine/glutamate 

(xc
-), présent à la membrane des cellules gliales et particulièrement important dans la 

régulation des niveaux en glutamate dans le compartiment non-synaptique extracellulaire. Ce 

système xc
- libère une molécule de glutamate dans la fente synaptique en échange d’une 

molécule de cystine et il est composé de deux sous-unités. La cystine transportée dans la 

cellule est ensuite réduite en cystéine, qui permet la production intracellulaire de 

l’antioxydant GSH (Miladinovic et al., 2015). Comme nous l’avons déjà mentionné, le GSH 

permet de neutraliser les ROS et de prévenir le stress oxydant dans le SNC. 

 

I.5.b. Le cycle glutamate/glutamine dans les astrocytes 

Le rôle de récupération du glutamate extracellulaire par les astrocytes est essentiel : il 

s’agit d’une des fonctions les plus importantes des astrocytes dans le SNC. 
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• La glutamine synthase 

Une fois intégré dans les astrocytes via son transport par les EAATs, le glutamate est 

pris en charge par la glutamine synthétase (GS). Celle-ci utilise de l’ATP et de l’ammoniaque 

pour convertir le glutamate en glutamine. Environ 90% du glutamate libéré dans la fente 

synaptique est converti en glutamine par la GS. Cette réaction se réalise dans les astrocytes 

péri-synaptique où elle permet la désactivation du glutamate et la détoxification de la cellule 

via l’assimilation de l’ammoniaque. 

 

• Les transporteurs de la glutamine 

La glutamine ainsi formée est ensuite transportée par les astrocytes jusque dans la 

fente synaptique puis recapturée par les neurones. Les transporteurs de glutamine 

appartiennent à la grande famille des SLCs (Solute carriers = transporteurs solubles) et ont 

été décrits en tant que transporteurs dépendant du Na+. Au niveau des astrocytes, la glutamine 

est véhiculée vers la fente synaptique par des transporteurs du système N, qui permettent le 

transfert d’un acide aminé et d’un ion sodium Na+ en échange de protons H+. Au niveau 

neuronal, la glutamine est recapturée par des transporteurs du système A (Chaudhry et al., 

2002). 

 

• La glutaminase 

La glutamine introduite dans la terminaison pré-synaptique est finalement convertie en 

glutamate via l’action de la glutaminase, enzyme activée par la PAG (pour Phosphate 

Activated Glutaminase) (Bak et al., 2006). Il s’agit de la dernière étape du cycle 

Glutamine/Glutamate. 

 

Figure 63 : Le cycle Glutamine / Glutamate. 

 

 

Glutamate	 Glutamate	

Astrocyte	Pré	synapse	
Glutamine	

Glutamine	
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 Autres molécules excitotoxiques I.6.

Le système glutamatergique est donc un processus complexe faisant intervenir de 

nombreux acteurs moléculaires. Nous avons vu dans le premier chapitre de ce manuscrit que 

des altérations de ce système peuvent induire une toxicité neuronale appelée excitotoxicité. Le 

glutamate est le neurotransmetteur excitateur principalement impliqué dans l’excitotoxicité 

mais il existe d’autres excitotoxines endogènes ou exogènes que je vais rapidement répertorier 

(Doble, 1999). 

 

• Excitotoxines endogènes 

o le glutamate. 

o l’aspartate (Asp) et son dérivé le N-acétylaspartyl-glutamate. L’aspartate est environ 

dix fois moins présent que le glutamate dans le cerveau mais certaines études ont mis 

en avant son rôle non négligeable dans la neurotransmission et dans le maintien du 

système glutamatergique (Lewerenz and Maher, 2015). 

o l’acide cystéique et ses dérivés l’acide L-homocystéique, l’acide L- cystéinesulfonique 

et l’acide L-cystéinesulfinique. 

o l’acide quinolinique. Il s’agit d’un métabolite de la voie de la kynurénine, impliqué 

dans la biosynthèse de NAD+ de novo. L’acide quinolinique peut agir en tant 

qu’agoniste du NMDAR. Cependant son rôle dans le neurotransmission est limité, 

étant donné sa concentration 5000 à 15000 fois plus faible que celle du glutamate 

(Lewerenz and Maher, 2015). 

 

• Excitotoxines exogènes 

o D’origine naturelle (plantes, champignons, algues) : acromélate, acide domoïque, 

acide iboténique, acide kaïnique, acide quisqualique, B-methyl-amino-L-alanine, B-

oxalyl-amino-L-alanine, willardine. 

o Issues de la synthèse organique :  

⇒ N-methyl-D-aspartate (NMDA) qui est un analogue de l’aspartate et un 

agoniste spécifique des récepteurs NMDA sans affinité pour les transporteurs 

au glutamate. 

⇒ l’AMPA qui est un analogue de l’acide iboténique, acide aminé 

hétérocyclique. 
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Figure 64 : Schéma récapitulatif de le neurotransmission glutamatergique. 

II. Rôle physiologique de la neurotransmission par le glutamate 
 
 Les Récepteurs NMDAR II.1.

Nous avons vu que les récepteurs au NMDA (NMDAR) sont les récepteurs 

ionotropiques au glutamate permettant l’influx calcique lors d’une dépolarisation de la 

membrane post-synaptique. A la synapse, ces récepteurs sont liés à des complexes protéiques 

via l’extrémité C-terminal des sous-unités NR1 et NR2 (Collins et al., 2006). Ce complexe 

permet la localisation des récepteurs dans des zones spécifiques, telles que la densité post-

synaptique (PSD) et ainsi la connexion avec plusieurs molécules impliquées dans diverses 

voies de signalisation. L’extrémité C-terminal de la sous-unité NR2 est ainsi associée à un 

groupe de protéines, appelé MAGUKs (pour membrane-associated guanylate kinases), qui 

inclut PSD-95, SAP-102 (pour synapse-associated protein) et PSD-93. Ces protéines 

contiennent des domaines d’interactions PDZ, permettant l’association avec d’autres 

protéines. Cette structure complexe très organisée permet le rapprochement d’enzymes 
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impliquées dans la transduction du signal avec les récepteurs à la surface des synapses. Par 

exemple, l’altération de l’interaction entre les NMDAR et PSD-95 prévient les effets toxiques 

liés à une ischémie dans un modèle murin (Aarts et al., 2002). De plus, des molécules 

dépendantes du Ca2+ peuvent être amenées à proximité du site d’entrée du Ca2+ au niveau des 

NMDAR afin d’activer une réponse biologique spécifique.  

Les récepteurs NMDAR peuvent contrôler et activer des voies de signalisation 

diverses et jouer ainsi un rôle essentiel dans la plasticité, le développement et la transmission 

synaptique. Cependant, une activation excessive de ces récepteurs peut également mener à 

une mort neuronale et est impliquée dans divers processus neurodégénératifs. Ceci suggère 

donc que l’activation des NMDAR doit être bien maitrisée : une activation trop importante 

induit une excitotoxicité mais une activation trop faible bloque des voies de signalisation pro-

survie. 

 

 Voie de signalisation pro-survie II.2.

L’activation modérée des NMDAR déclenche l’activation de voie de signalisation pro-

survie. En effet, l’activation des NMDAR est associée à l’activation de la voie PI3K/Akt, la 

suppression de gènes pro-mort, l’activation de CREB et l’augmentation d’antioxydants. 

 

II.2.a. Activation de la voie PI3K/Akt 

La voie PI3K/Akt est une voie de signalisation essentielle contribuant aux effets pro-

survie des NMDAR (Papadia et al., 2005). L’entrée de Ca2+ et l’activation de 

Ca2+/Calmoduline déclenche la voie PI3K/Akt. Akt favorise la survie cellulaire et la 

croissance via la phosphorylation et donc l’activation ou la non-activation de ses nombreuses 

cibles : 

- Phosphorylation et inactivation de GSK3β, contribuant à la neuroprotection induite 

par les NMDAR (Soriano, 2006). 

- Inactivation de BAD, molécule pro-apoptotique membre de la famille des Bcl-2. Il 

s’agit d’un antagoniste de Bcl2-Bcl-KL provoquant la mort cellulaire. Sa 

phosphorylation met fin à son interaction avec les molécules pro-survie Bcl2 et 

Bcl-KL (Downward, 1999). 

- Suppression de l’activité de p53, réduisant l’expression de Bax et la mort 

neuronale (Lau and Bading, 2009; Yamaguchi et al., 2001). 
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- Akt modifie également l’expression de gènes via la phosphorylation des facteurs 

de transcriptions FoxO (forkhead box O) et la sortie de FOXO du compartiment 

nucléaire (Brunet et al., 1999). Les FoxOs contrôlent l’expression de gènes pro-

morts tels que ceux codant pour Fas ligand et Bim (pour Bcl2-interacting 

mediator) (Gilley et al., 2003). Ceux-ci sont régulés négativement lors de 

l’activation de Akt. La phosphorylation de FoxO inactive également le gène 

FOXO1, induisant une régulation négative des gènes cibles de FoxO (Al-Mubarak 

et al., 2010). 

II.2.b. Implication de la cascade apoptotique indépendamment de la voie PI3K/Akt 

L’activation des NMDAR peut également limiter les processus apoptotiques via la 

suppression de la transcription de gènes codant des composés clés de la cascade apoptotique. 

Ainsi, il a été montré que l’activité synaptique supprime l’activité de puma (pro-apoptotic 

Bcl2 homology domain 3(BH3)-only member gene) (Léveillé et al., 2010). L’expression de 

puma est suffisante pour induire la mort neuronale et nécessaire dans la mort apoptotique 

provoquée par le blocage des NMDAR. En effet, la suppression de puma inhibe la cascade 

apoptotique en amont de la libération du cytochrome c. De plus, d’autres gènes codant pour 

des composants de la cascade apoptotique sont également supprimés lors de l’activation des 

récepteurs NMDA tels que APAF1 (apoptotic protease activating factor 1), la caspase 9 et la 

caspase 3 (Léveillé et al., 2010). Ces changements transcriptionnels permettent ainsi une 

activation très limitée des caspases 9 et 3 qui s’accompagne d’une inhibition du processus 

apoptotique et d’un maintien de l’activité électrique et de la viabilité des neurones (Léveillé et 

al., 2010). 

 

II.2.c. Ca2+ et activation de CREB 

Une autre voie de signalisation très importante dans les effets pro-survie des NMDAR 

est l’activation du facteur de transcription CREB (pour cyclic-AMP response element binding 

protein) induite par l’augmentation des niveaux de Ca2+ dans le noyau et l’activation de la 

protéine CaMKIV (Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase IV). En effet, l’entrée massive 

de Ca2+ lors de l’activation des NMDAR induit l’augmentation des niveaux intranucléaires de 

Ca2+ qui contrôle l’expression d’un nombre important de gènes (Hardingham et al., 2001). 

CREB est un facteur de transcription jouant un rôle essentiel dans la survie neuronale, mais 

également dans d’autres processus tels que la plasticité synaptique, l’addiction, la 
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neurogenèse, la mémoire et l’apprentissage (Carlezon et al., 2005; Mantamadiotis et al., 2002; 

Mayr and Montminy, 2001). Il a été montré que l’activation de CREB dans des neurones 

hippocampiques est nécessaire à la neuroprotection face à des phénomènes apoptotiques et 

excitotoxiques (Papadia et al., 2005).  

Parmi les gènes régulés par les niveaux intranucléaires en Ca2+, un ensemble de dix 

gènes, rassemblés sous le terme AID (pour activity-regulated inhibitors of death), a été 

identifié pour participer à la neuroprotection à la fois dans des études basées sur des modèles 

animaux mais également dans des études in vitro (Zhang et al., 2007). Certains de ces gènes 

sont des cibles potentielles de CREB et participeraient à la neuroprotection via un mécanisme 

commun lié à l’augmentation de la résistance des mitochondries face au stress oxydatif et à 

d’autres processus toxiques, comme cela a été décrit pour btg2 (Lau and Bading, 2009). 

Une autre cible de l’activation de le voie Ca2+/CREB est la modulation du gène codant 

le facteur trophique BDNF (pour brain-derived neurotrophic factor). Celui-ci a été montré 

pour être induit lors de l’activation des NMDAR (Hardingham et al., 2002). BDNF a des 

effets protecteurs connus et peut prévenir de la mort neuronale induite par l’inhibition des 

récepteurs NMDA (Hansen et al., 2004). 

 

II.2.d. Augmentation des antioxydants 

Enfin, la protection contre le stress oxydatif est également un mécanisme mis en place 

lors de l’activation des récepteurs NMDA (Papadia et al., 2008). En effet, l’activité 

synaptique des NMDAR contrôle la vulnérabilité des neurones à la toxicité induite par le 

stress oxydant. Elle déclenche des modifications dans le système thioredoxine-peroxiredoxine 

qui contribuent à des effets protecteurs. En particulier, l’activité synaptique augmente 

l’activité de la thioredoxine et induit la réduction des peroxiredoxines oxydées, deux enzymes 

antioxydantes importantes. Ces effets sont associés à des modifications de l’expression de 

certains gènes, tels que TXNIP, cible de FoxO, Srxn1 (sulfiredoxin) et Sesn2 (Sesrin2) 

(Papadia et al., 2008). Plus récemment, il a été montré que le glutathion (GSH dans sa forme 

réduite) est également impliqué lors de l’activation des récepteurs NMDA. Ainsi, l’inhibition 

de récepteurs NMDA par le MK-801 dans un modèle murin induit une réduction des niveaux 

en GSH dans le cerveau (Baxter et al., 2015).  
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Ces résultats suggèrent donc que les effets pro-survie de l’activation des NMDAR sont 

à relier avec la régulation des antioxydants. 

Figure 65 : Voie de signalisation pro-survie induite par l’activité synaptique des récepteurs NMDA (inspiré de 
(Hardingham, 2009; Hardingham and Bading, 2010). 

III. Rôle toxique de la neurotransmission par le glutamate 
 
 Les récepteurs NMDA dans l’excitotoxicité III.1.

L’activation des NMDAR par le glutamate déclenche donc des voies de signalisation 

protectrices, essentielles pour la survie des cellules. Cependant, lorsque les récepteurs sont 

activés de manière excessive, en l’occurrence lorsque la concentration en glutamate dans le 

compartiment extracellulaire est élevée et perdure dans le temps, des voies de signalisation 

toxiques se déclenchent. Un déséquilibre dans le maintien des concentrations extracellulaires 

en glutamate induit donc un processus toxique appelé excitotoxicité. Il existe plusieurs voies 

d’induction de l’excitotoxicité, que nous avons mentionné dans le premier chapitre, et que je 

vais brièvement rappeler. L’excitotoxicité peut être induite par : 

- La libération excessive de glutamate observée après une lésion aigüe ou qui peut être 

mimée par l’apport d’excitotoxines exogènes.  

- L’accumulation du glutamate dans la fente synaptique engendrée par une altération 

de la recapture du glutamate par les transporteurs astrogliaux. 
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- L’altération de la transmission synaptique par un mécanisme intracellulaire indirect, 

impliquant des dysfonctions du métabolisme énergétique et des mitochondries. 

Les récepteurs au NMDA sont particulièrement importants dans le processus 

d’excitotoxicité car ils sont très perméables au Ca2+ et ils ont une désensibilisation 

incomplète. L’activation de ces récepteurs est ainsi la cause majeure de la mort neuronale lors 

de traumatismes crâniens provoqués par une ischémie, une hypoxie ou un choc (Arundine and 

Tymianski, 2004). De plus, comme nous l’avons discuté dans chapitre I, les maladies 

neurodégénératives sont également caractérisées par une excitotoxicité glutamatergique liée à 

l’activation des NMDAR. L’influx calcique important associé à l’activation de ces récepteurs 

déclenche différents mécanismes intracellulaires menant à la mort neuronale. Je vais donc 

dans la suite de ce paragraphe me concentrer sur ces mécanismes puis discuter du type de 

mort engendré par les processus excitotoxiques. 

 

 Mécanisme moléculaire associé à l’excitotoxicité  III.2.

III.2.a. Dysfonctions mitochondriales et stress oxydant 

Lors du processus d’excitotoxicité glutamatergique, l’assimilation de calcium par la 

mitochondrie engendre des dysfonctions importantes (Nicholls et al., 2007; Stout et al., 1998). 

Ainsi, la membrane mitochondriale se dépolarise, induisant une inhibition de la production 

d’ATP et même une chute des taux d’ATP via la modification de l’ATPase. Cette diminution 

de l’ATP empêche à son tour une régulation correcte du calcium intracellulaire. De plus, il est 

admis que l’assimilation excessive de Ca2+ entraîne la production de ROS qui déclenche des 

dysfonctionnements mitochondriaux et des dérégulations calciques retardées (DCD pour 

delayed Ca2+ deregulation). Cependant, d’autres études ont montrées que l’augmentation de 

ROS, induit par le processus d’excitotoxicité, se manifeste après les DCD et que la source de 

la production de superoxyde n’est pas seulement mitochondriale (Vesce et al., 2004). Ainsi 

les ROS pourraient être générées par les NOX, source non-mitochondriale dont nous avons 

discuté dans le premier chapitre. En effet, il a été montré que l’activation des NOX est la 

source principale de production de superoxyde après l’activation des NMDAR et, qui plus est, 

que l’inhibition de ce processus est neuroprotecteur (Brennan et al., 2009). 

L’activation de nNOS (pour neuronal Nitric Oxid Synthase), directement associée à 

l’influx calcique et à l’activation des récepteurs NMDA, déclenche également plusieurs 

événements en aval tels que des dysfonctions mitochondriales, la signalisation associée à la 
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MAPK p38 et l’activation du canal TRPM (pour transient receptor potential melastatin) 

(Forder and Tymianski, 2009). nNOS est relié à l’extrémité N-Terminal du domaine PDZ de 

PSD-95, lui même relié à la sous-unité NR2 du NMDAR via son extrémité C-terminal, 

plaçant ainsi nNOS à proximité des NMDAR. L’activation de nNOS induit la production 

d’oxyde nitrique (NO), intrinsèquement toxique et qui peut se combiner avec d’autres ROS, 

tels que le radical anion superoxyde O2
�- pour former des peroxynitrites ONOO-. Ces deux 

molécules, NO et ONOO-, peuvent dégrader des éléments macromoléculaires, inhiber la 

chaîne respiratoire mitochondriale et provoquer la dépolarisation mitochondriale (Arundine 

and Tymianski, 2004). Ainsi, la dégradation de l’ADN provoquée par ONOO- induit une 

activation excessive des PARPs qui à son tour entraîne une chute des niveaux de NAD+ dans 

la cellule et qui déclenche également la libération de facteurs apoptotiques tel que AIF 

(apoptosis activating factor) (Andrabi et al., 2008; Kauppinen and Swanson, 2007). Une autre 

cible importante de la production de NO associée à l’activation des NMDAR est le canal 

TRPM7. La formation de ONOO- active TRPM7 qui permet alors le passage d’ions Ca2+, 

formant ainsi une boucle de rétroaction positive (Aarts et al., 2003). 

Figure 66 : Boucle de rétroaction positive amplifiant la production de radicaux libres à partir de l’activation excessive 
des récepteurs NMDA (d’après (Forder and Tymianski, 2009)). 

III.2.b. Dérégulation calcique et activation des calpaïnes 

Un autre processus associé à l’influx important de Ca2+ dans la cellule lors de 

l’activation des NMDAR est l’activation des calpaïnes. Ce sont des cystéines protéases 

dépendantes du calcium ayant pour cibles différents substrats qu’elles peuvent dégrader. Dans 

les neurones, l’efflux de calcium est réalisé par la pompe PMCA (plasma membrane Ca2+-

ATPase) et l’échangeur NCXs (Na+-Ca2+ exchangers). L’entrée excessive de Ca2+ lors d’une 

excitotoxicité glutamatergique peut endommager ces deux systèmes (Bano et al., 2005; 

Pottorf et al., 2008). Ainsi, l’activation des calpaïnes entraine le clivage de l’isoforme 

majoritaire NC3X localisée à la membrane plasmique, empêchant l’efflux calcique dans des 
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neurones en grains du cervelet (CGN) (Bano et al., 2005). La pompe PMCA utilise l’énergie 

provenant de l’hydrolyse de l’ATP pour transporter le Ca2+ à l’extérieur de la cellule. Lors 

d’un stress excitotoxique, la pompe PMCA est inactivée via des mécanismes associés aux 

calpaïnes (Pottorf et al., 2008). Les calpaïnes sont également capables de raccourcir 

l’extrémité C-terminal du récepteur métabotropique mGluR1α induisant ainsi des altérations 

de la voie de signalisation PI3K/Akt, dont nous avons discuté précédemment, et la 

relocalisation de ces récepteurs des dendrites vers l’axone. Ce récepteur, initialement 

protecteur lors du processus d’excitotoxicité, devient toxique pour la cellule après cette 

modification par les calpaïnes (Xu et al., 2007a). Enfin une autre cible des calpaïnes lors de 

l’activation des NMDAR est la protéine STEP (striatal-enriched protein tyrosine 

phosphatase). Le clivage de cette protéine par les calpaïnes induit l’activation de la kinase 

p38 associée à d’autres mécanismes que l’on va aborder dans le paragraphe suivant. Il a été 

montré que l’inhibition du clivage de STEP est neuroprotecteur et supprime l’activation de 

p38 (Xu et al., 2010). 

 

III.2.c.  Activation de protéines kinases de stress : SAPKs 

L’activation des NMDAR déclenche également d’autres voies de signalisation 

associées à l’activation de protéines kinases, regroupées sous le terme SAPKs (pour stress-

activated protein kinases). Parmi ces protéines, la kinase p38 ainsi que la famille des JNKs 

sont impliquées dans la mort neuronale induite par excitotoxicité glutamatergique. En effet, il 

a été montré dans des cultures neuronales murines que l’inhibition de p38 protège de la mort 

neuronale induite par excitotoxicité (Legos et al., 2002; Soriano et al., 2009). De même, dans 

des modèles d’ischémie in vivo, l’inhibition de JNK diminue le volume de la lésion (Borsello 

et al., 2003a). Outre la protéine STEP évoquée précédemment, il semblerait que RhoA, 

GTPase appartenant à la famille des protéines Rho, soit également impliquée dans l’activation 

de p38 lors d’un stress excitotoxique (Semenova et al., 2007). 
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Figure 67 : Voie de signalisation pro-mort induite par l’activité synaptique des récepteurs NMDA lors d’un 
phénomène d’excitotoxicité (inspiré de (Hardingham, 2009)). 

On constate donc que les mécanismes impliqués dans le processus d’excitotoxicité 

sont variés et complexes. Il est donc difficile de savoir laquelle de ces voies est la plus 

importante. Ceci peut dépendre de plusieurs facteurs, tels que le type cellulaire mais 

également l’intensité du stress excitotoxique. En effet, il a été suggéré qu’un stress très 

important, induisant une augmentation aigüe des niveaux de Ca2+, provoquerait des 

dysfonctions mitochondriales et énergétiques rapides, menant à une dérégulation retardée de 

calcium. Par contre, un stress plus modéré, induisant une dépolarisation incomplète de la 

membrane mitochondriale pourrait mener à la libération de facteurs pro-apoptotiques, tels que 

le cytochrome c ou l’AIF, et activer la cascade apoptotique. L’activation des SAPKs pourrait 

également être associée à un stress plus modéré et à un mécanisme de mort plus lent 

(Hardingham, 2009).  

Ainsi, en fonction de l’intensité du stress et de la nature des acteurs moléculaires 

impliqués, les processus de mort peuvent également être sujets à discussion. Nous allons 

détailler dans le prochain paragraphe les différents types de morts ayant lieu lors d’un 

phénomène d’excitotoxicité. 
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 Processus de mort neuronale complexe III.3.

Il existe plusieurs voies de mort neuronale qui impliquent chacune des molécules bien 

spécifiques. Toutes ces voies ont été associées à des phénomènes d’excitotoxicité. Dans ce 

paragraphe, je vais donc succinctement passer en revue les différents types de voies afin de 

discuter de leurs implications relatives dans le stress excitotoxique. 

 

III.3.a. L’apoptose et l’implication des caspases 

L’apoptose est la forme de mort cellulaire programmée la mieux caractérisée, qui a 

lieu lors du développement embryonnaire et post-natal. L’apoptose peut également survenir 

lors de conditions pathologiques et est impliquée dans différentes maladies 

neurodégénératives. D’un point de vue morphologique, l’apoptose se caractérise par des 

modifications du noyau : il est observé une compaction de la chromatine et une condensation 

nucléaire menant à la pycnose et la fragmentation de la cellule. De plus, ces changements 

s’accompagnent d’une rétraction du cytoplasme et d’une distorsion de la membrane en plis, 

qui finissent par casser et former des corps apoptotiques.  

Figure 68 : Mécanismes moléculaires de l’apoptose neuronale. 
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Le processus apoptotique peut être activé par deux voies principales : la voie 

intrinsèque qui dépend de l’intégrité de la mitochondrie et la voie extrinsèque qui est activée 

pas des signaux extracellulaires résultant de l’activation de récepteurs de mort à la membrane 

plasmique. Les caspases, protéases à cystéine, sont impliquées dans ces deux voies. On 

distingue les caspases initiatrices (1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12 et 13), activées selon le signal de 

départ et les caspases exécutrices (3, 6, 7 et 14), qui interviennent pour activer les protéases et 

endonucléases afin de détruire la cellule. La voie intrinsèque fait intervenir la pro-caspase 9 

qui se lie à la protéine adaptatrice APAF-1 dont l’activation est dépendante du relargage de 

cytochrome c. Cela forme un complexe appelé apoptosome qui permet l’activation de la pro-

caspase 9 en caspase 9 par clivage. La caspase 9 peut alors activer la pro-caspase 3. La voie 

extrinsèque passe par l’activation de récepteurs de mort par des ligands spécifiques, tels que 

TNF (Tumor Necrosis Factor), FasL (Fas Ligand) et TRAIL (TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand) et met en jeu la pro-caspase 8. 

Des études sur des cerveaux humains ayant subi une ischémie montrent la présence du 

processus apoptotique, via l’activation des caspases 3 et 9 et la libération du cytochrome c, 

essentiellement dans la zone autour de la lésion (Duan et al., 2010; Mitsios et al., 2007; Rami 

et al., 2003; Sairanen et al., 2009). De plus, ces marqueurs de l’apoptose sont également 

observés dans des modèles animaux (Benchoua et al., 2001; Kang et al., 2000). L’inhibition 

pharmacologique des caspases a ainsi été montrée pour protéger le cerveau contre les 

ischémies et réduire les altérations comportementales chez les rongeurs (Braun et al., 2007; 

Fink et al., 1998; Hara et al., 1997; Rabuffetti et al., 2000). Il est important de noter que lors 

d’ischémies cérébrales aigües, l’apoptose a lieu essentiellement dans la zone de pénombre, 

c’est à dire au bord de la lésion où les niveaux en oxygène et en énergie sont suffisants pour 

permettre la mise en place du processus apoptotique (Benchoua et al., 2001; Broughton et al., 

2009; Ferrer et al., 2003). La sévérité et le type de lésion ischémique (ischémie globale, aigüe, 

permanente ou transitoire) vont fortement influencer l’activation des différentes caspases et 

l’efficacité neuroprotectrice de leur inhibition (Li et al., 2000; Manabat et al., 2003). La voie 

extrinsèque est également activée durant le processus d’excitotoxicité, comme le suggère la 

présence des récepteurs FasL et TRAIL ainsi que l’activation de la caspase 8 (Benchoua et al., 

2001; Martin-Villalba et al., 1999). De plus, il a été montré que la suppression de la caspase 8 

neuronale réduit la mort induite sur des neurones hippocampiques après injection de kainate 

(Krajewska et al., 2011) et que l’inhibition de la caspase 8 est neuroprotectrice dans plusieurs 

modèles d’excitotoxicité (Feng et al., 2003; Inoue et al., 2006). 
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L’implication de l’apoptose a été largement étudiée dans les modèles d’excitotoxicité. 

Cependant, la pluralité des processus excitotoxiques pouvant avoir lieu et la multiplicité des 

voies apoptotiques intervenant rendent difficile la mise en place de solutions thérapeutiques 

efficaces. De plus, d’autres types de mort ont été caractérisés lors de processus 

excitotoxiques. 

 

III.3.b. L’autophagie et l’implication des cathepsines  

L’autophagie est un processus catabolique, complémentaire du protéasome, induisant 

la dégradation de protéines et d’organelles. Morphologiquement, elle est caractérisée par la 

présence d’autophagosomes : vacuoles cytosoliques à membrane double ou multiple, 

contenant du cytosol et/ou des organelles comme les mitochondries et le réticulum 

endoplasmique. Les autophagosomes fusionnent avec le compartiment lysosomal pour former 

les autolysosomes dans lesquels les constituants sont dégradés notamment par les cathepsines 

B et D. 

L’autophagie a été montrée pour survenir dans différents modèles d’excitotoxicité in 

vitro (Borsello et al., 2003b). In vivo, l’inhibition de l’autophagie par la 3-Methyladenine (3-

MA) ou l’inhibition de la cathepsine B réduit significativement la taille de la lésion induite 

par l’injection de Kainate intra-striatal (Wang et al., 2006, 2008b). De même, dans des 

modèles postnataux d’ischémie sévère, le traitement avec la 3-MA est fortement protecteur 

alors que l’inhibition des caspases par le Q-VD-Oph ou le Z-VAD-fmk n’assure aucune 

protection  (Puyal and Clarke, 2009).  

L’autophagie est donc un processus augmenté dans la plupart des modèles 

d’excitotoxicité à la fois in vivo et in vitro (Puyal et al., 2012). L’autophagie déclenche 

généralement un processus apoptotique mais certains modèles de mort cellulaire ne dépendent 

que du processus autophagique. 

 

III.3.c.  La nécrose et l’implication des calpaïnes 

La nécrose est un mécanisme de mort survenant fréquemment dans les lésions aigües 

ischémiques ou traumatiques. Morphologiquement, elle se caractérise par un gonflement de la 

mitochondrie et du noyau, une dissolution des organelles et une condensation perinucléaire de 

la chromatine. Ceci est suivi d’une rupture des membranes nucléaires et cytoplasmiques et 

d’une dégradation de l’ADN. Elle s’accompagne souvent de processus inflammatoires causés 
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par la libération du contenu cytosolique. Les acteurs principaux de la nécrose neuronale sont 

les calpaïnes, dont nous avons vu le rôle essentiel dans la toxicité induite par l’activation des 

NMDAR. 

L’activation des calpaïnes a ainsi été décrite dans différents modèles d’ischémies, 

s’accompagnant par la suite de modifications morphologiques des cellules spécifiques de la 

nécrose (Han, 2002; Zhu et al., 2005). L’inhibition des calpaïnes a ainsi été démontrée pour 

être neuroprotectrice dans plusieurs études (Kambe et al., 2005). De plus, l’invalidation des 

gènes codant les calpaïnes 1 et 2 protège également d’un stress excitotoxique glutamatergique 

dans un modèle in vitro (Amini, 2008). 

 

III.3.d. Nécroptose et parthanatos 

Ces différentes études montrent donc l’implication des trois voies de mort dans 

l’excitotoxicité glutamatergique et il a été montré des interconnexions entre ces voies. Ainsi, 

le terme « nécroptose » est apparu il y a quelques années pour décrire un mécanisme de mort 

morphologiquement proche de la nécrose mais initié par l’activation de récepteurs de mort 

(Galluzzi et al., 2011). La nécroptose est caspase-indépendante et survient après l’activation 

des récepteurs RIP1 (pour Receptor-Interacting Protein 1). Les cellules peuvent être 

protégées de la nécroptose par la nécrostatine-1, inhibiteur spécifique de RIP1 (Kroemer et 

al., 2009). Cet inhibiteur a ainsi été montré pour être neuroprotecteur dans des modèles 

d’excitotoxicité (Degterev et al., 2008; Northington et al., 2011). 

 

Par ailleurs, comme nous l’avons déjà mentionné, l’activation des PARP est également 

un événement intervenant dans la mort cellulaire associé à l’excitotoxicité. Une activation 

excessive des PARP induit une forte diminution des taux de NAD+ et donc de l’ATP, menant 

à une mort cellulaire spécifique, appelé dans certaines études « parthanatos » (Wang et al., 

2009). Ce processus de mort se rapproche d’une forme de nécrose programmée mais 

également d’apoptose caspase-indépendante via la libération d’AIF (Wang et al., 2012b). 

L’inhibition des PARP a été montrée pour être fortement neuroprotectrice dans des modèles 

d’excitotoxicité (Kaundal et al., 2006). 
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Figure 69 : Schéma illustrant les différents mécanismes moléculaires et les voies de mort impliquées dans 
l’excitotoxicité.  

 

L’excitotoxicité est donc un processus pathogène complexe, fondé sur un déséquilibre 

du système glutamatergique. Comme nous l’avons mentionné dans le premier chapitre, ce 

processus est commun aux lésions cérébrales aigües tels que les AVC et aux maladies 

neurodégénératives. Il représente donc un modèle d’étude intéressant pour la caractérisation 

des mécanismes de neuroprotection dans le SNC, et en particulier de protection de l’axone. 
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OBJECTIF DU PROJET DE THESE 

Comme mentionné dans l’introduction de ce manuscrit, la dégénérescence axonale est 

un événement majeur du processus de neurodégénérescence observé dans la majorité des 

pathologies du système nerveux. Bien que les mécanismes impliqués dans l’intégrité axonale 

soient nombreux, le NAD+ et les enzymes participant à sa biosynthèse semblent avoir un rôle 

primordial dans le maintien de l’axone.  

L’objectif de ce projet de thèse est l’étude et la caractérisation des effets protecteurs 

du NAD+ et du NR dans la dégénérescence axonale induite lors de processus 

neurodégénératifs.  

Dans ce cadre, la première étape de ma thèse a été de mettre au point un modèle 

d’étude de neurodégénérescence communément impliqué dans plusieurs maladies 

neurodégénératives. Pour cela, nous avons choisi l’induction d’un stress excitotoxique par le 

NMDA sur des neurones corticaux mis en culture dans des dispositifs microfluidiques. Ce 

système permet l’observation et le traitement des compartiments subcellulaires, somato-

dendritritique d’un coté et axonal de l’autre, de manière indépendante. Ce stress neurotoxique 

nous offre un modèle d’étude simple de la dégénérescence axonale sur une population 

neuronale unique, permettant une discrimination nette des effets des différentes molécules 

pharmacologiques testées. 

La seconde étape a été de comparer et de caractériser les effets du NAD+ et des 

précurseurs de sa voie de biosynthèse dans notre modèle, ce qui a permis de mettre en 

évidence le rôle protecteur important du NR dans la prévention de la dégénérescence axonale 

et de confirmer le lien étroit existant entre métabolisme du NAD+ et intégrité axonale. Nous 

avons également initié une collaboration afin de tester et de comparer les effets du NAD+ et 

du NR dans un modèle d’excitotoxicité in vivo, ce qui a permis de conforter les observations 

faites in vitro. 

La troisième partie de mon projet s’est focalisée sur l’importance du métabolisme du 

NAD+ et notamment sa conversion NR dans l’axoprotection. La mise au point d’un second 

modèle de neurodégénérescence induit par une diminution aigüe des taux intracellulaires en 

NAD+ nous a ainsi permis de mettre en évidence que le métabolisme du NAD+ est dépendant 

du stress neurotoxique. 

L’ensemble des résultats obtenus pendant ma thèse fait l’objet d’un article en cours de 

soumission. 





 

 

MATERIELS & METHODES 

I. Les puces microfluidiques 
 

 Principe du dispositif microfluidique I.1.

• Production du moule en silicium 

Les premières étapes de fabrication des dispositifs microfluidiques sont réalisées par 

photolithographie. Brièvement, un substrat composé de verre ou de silicium est recouvert 

d’une résine photosensible. La résine est ensuite exposée à un rayonnement UV à travers un 

masque, qui délimite ainsi le motif que l’on souhaite reproduire sur la résine : il s’agit de 

l’étape d’insolation. L’étape suivante, dite de révélation, consiste à transférer le motif sur le 

silicium par réactions chimiques ou bombardements ioniques puis à dissoudre le reste de 

résine. Dans le cadre des dispositifs microfluidiques, ces deux étapes doivent être effectuées à 

deux reprises: une fois pour créer les microcanaux et une seconde fois pour produire les 

chambres. 

Figure 70 : Les différentes étapes de fabrication du moule en silicium par photolitographie. 

• Préparation des puces microfluidiques 

Les puces microfluidiques sont fabriquées à partir d’un mélange de Poly-

Diméthylsiloxane (PDMS, Sylgard 184) et de 10% de réticulant (Sylgard 184) dégazé sous 

vide puis versé sur une réplique en résine SU8. Les puces sont chauffées à 70°C pendant 3h30 

pour permettre la réticulation puis sont nettoyées avec de l’isopropanol avant d’être traitées 

pendant 3 min dans un générateur de plasma à oxygène. Ce traitement est également effectué 

sur des lamelles en verre. Le plasma à oxygène provoque une modification transitoire de la 

surface du PDMS (oxydation des groupements silanes par destruction des groupements 

méthyls et greffage des groupements silanol) et du verre. Le contact entre la lamelle de verre et 

la puce permet la formation de liaisons covalentes entre les deux matériaux. Le plasma rend 

transitoirement la surface du PDMS hydrophile. L’hydrophilie des surfaces amenées à être en 
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contact avec le milieu de culture est maintenue par addition d’eau dans les puits. Les puces 

sont placées dans des boites de Pétri puis stérilisées sous rayonnement UV pendant 20 min. 

L’eau des puits est remplacée par de la Poly-D-Lysine (PDL) (10 µg/mL, Sigma) pendant une 

nuit à 37°C pour permettre l’adhésion des cellules.  

Figure 71 : Préparation des puces microfluidiques. 

 Adaptation à la neurobiologie I.2.

Les dispositifs microfluidiques ainsi fabriqués sont généralement constitués de deux 

chambres séparées par des microcanaux. La chambre de gauche est appelée chambre 

« proximale » ou somato-dendritique. La chambre de droite est appelée chambre « distale » 

ou axonale. Les microcanaux font 3µm de hauteur et 450µm de longueur. Ils ont une forme 

d’entonnoir, avec l’extrémité de gauche faisant 15µm de largeur tandis que l’extrémité de 

droite fait seulement 3µm. La forme diodée des microcanaux permet le passage 

unidirectionnel des axones de la chambre proximale vers la chambre distale à travers. Dans le 

cadre de mon projet, les puces que j’ai utilisées avaient une troisième chambre, dite 

« centrale » permettant une bonne isolation fluidique des deux compartiments (Figure 72). La 

mise en place d’une surpression dans le compartiment du milieu permet de n’avoir aucune 

dilution entre les traitements des deux compartiments proximal et distal. Toutes les chambres 

sont accessibles par l’expérimentateur par des réservoirs reliant l’extrémité d’une chambre à 

la surface de la puce en PDMS. Le volume de chaque réservoir est de 60µl tandis que le 

volume d’une chambre fait 300nl. Le renouvellement du milieu est assuré par l’écoulement 

généré lors du remplissage des réservoirs, et le « gazage » (oxygène et CO2) se fait au travers 

de l’épaisseur du PDMS qui est un polymère poreux. 
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Figure 72 : Schéma d’une puce microfluidique constituée de trois chambres connectées par des microcanaux orientés. 
Chaque chambre est accessible par l’expérimentateur via des réservoirs à chaque extrémité. 

II. Culture primaire de neurones corticaux 
 
 Dissection & dissociation II.1.

Les structures corticales sont prélevées sur des embryons de souris Swiss au stade 

embryonnaire E14. La dissection est effectuée dans une solution saline de PBS- (Phosphate-

Buffered Saline, w/o Ca, Mg ; ThermoFisher #14190094) + glucose 0,1% (w/v). Après 

prélèvement, les structures sont rincées avec du PBS- puis dissociées à l’aide d’une solution 

contenant de la papaïne (20U/ml, Sigma) pendant 10 min à 37°C dans du DMEM-Glutamax 

(DMEM-High glucose-Glutamax supplement- pyruvate ; ThermoFisher #31966021). La 

papaïne est inhibée par l’ajout de SVF 10% (v/v) puis les cellules sont resuspendues dans 

5mL de DMEM contenant de la DNase-I (100U/mL, Sigma). Les cellules sont dissociées 

mécaniquement puis centrifugées à deux reprises à 700g pendant 7 min et enfin resuspendues 

dans un milieu de culture contenant du DMEM-Glutamax, des antibiotiques (pénicilline 

100U/mL ; streptomycin 100 µg/mL), du SVF 5% et les suppléments N2 et B27 (densité 

cellulaire : 50.106 cellules/mL).  

 

 

 Culture en puces microfluidiques II.2.

Les cellules sont ensemencées dans la chambre proximale (environ 85.103 

cellules/chambre). Après adhérence des cellules, du milieu de culture est ajouté dans chaque 
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compartiment microfluidique. Les puces sont placées à 37°C en atmosphère humide 

contenant 5% de CO2 pour une période de 10 à 15 jours in vitro (JIV). Le milieu de culture 

est totalement renouvelé à JIV6. 

Figure 73 : Culture primaires de neurones corticaux dans un circuit microfluidique composé de trois chambres 
séparées par des micro-canaux diodés. 

 Culture en plaques II.3.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits (coatées avec de la PDL 10 

µg/mL minimum 2h avant) à une densité de 300 000 cellules dans 400µL de milieu de 

culture. Les plaques sont placées à 37°C en atmosphère humide contenant 5% de CO2 pour 

une période de 10 à 15 JIV. Lorsque les cellules ont bien adhéré, environ 24h après 

l’ensemencement, le milieu de culture est entièrement renouvelé par 1mL de milieu frais. Puis 

le milieu est renouvelé à moitié à JIV6. 
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IV. Traitement pharmacologiques in vitro 
 

 Molécules utilisées IV.1.

Au cours de ma thèse, les agents pharmacologiques utilisés ont été : 

Abréviation	 Nom	 Concentration	
utilisée	

Solvant	
solution		 Fournisseur	 Référence	

NMDA	 N-Methyl-D-aspartic	acid	 10-100	μM	 H2O	 Sigma	 #M3262	

FK866	
(E)-N-[4-(1-benzoylpiperidin-
4-yl)butyl]-3-(pyridin-3-

yl)acrylamide	
10	μM	 DMSO	 Sigma	 #F8557	

NAD+	 β-Nicotinamide	adenine	
dinucleotide	hydrate	 50	μM-15	mM	 H2O	 Sigma	 #N3014	

NMN	 β-Nicotinamide	
mononucleotide	 50	μM-5	mM	 H2O	 Sigma	 #N3501	

NR	 Nicotinamide	Riboside	 50	μM-5	mM	 H2O	 Chromadex	 Niagen	
NAM	 Nicotinamide	 50	μM-5	mM	 H2O	 Sigma	 #N0636	

NBTI	 S-(4-Nitrobenzyl)-6-
thioinosine	 50	μM	 DMSO	 Sigma	 #N2255	

DIP	 Dipyridamole	 50	μM	 DMSO	 Sigma	 #D9766	

CMP	 Cytidine	5ʹ-monophosphate	
disodium	salt	 25	mM	

Dilué	
dans	
DMEM	

Sigma	 #C1006	

AP4A	
P1,P4-Di(adenosine-5ʹ)	

tetraphosphate	ammonium	
salt	

1	-10	mM	 H2O	 Sigma	 #D1262	

MK-801	 Dizocilpine	 10-50	μM	 DMSO	 Tocris	 #0924	

QVDOPh	

N-(2-Quinolyl)-L-valyl-L-
aspartyl-(2,6-

difluorophenoxy)	
methylketone	

50	μM	 DMSO	 MP	Bio	 #03OPH109	

Idn-6556	 Emricasan	 10	μM	 DMSO	 Theraptosis	 -	

PJ34	

2-(Dimethylamino)-N-(6-
oxo-5,6-

dihydrophenanthridin-2-
yl)acetamide	hydrochloride	

50	μM	 H2O	 Selleckchem	 #S7300	

Veliparib	

ABT-488	/2-((R)-2-
Methylpyrrolidin-2-yl)-1H-

benzimidazole-4-
carboxamide	

50	μM	 H2O	 Selleckchem	 #S1004	

DRB	 5,6-Dichlorobenzimidazole	
1-β-D-ribofuranoside	 80	μM	 DMSO	 Sigma	 #D1916	

Table 4 : Agents pharmacologiques utilisés. 
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 Principe du traitement IV.2.

Après onze jours de culture (JIV11), les circuits destinés à être traités sont 

sélectionnés après observation en microscopie à lumière transmise. Les critères de sélection 

sont les suivants : survie somatique > 80%, densité somatique et axonale, longueur totale des 

axones ≥ 600 µm, 80% des micro-canaux occupés et absence de ʺballonnementʺ des segments 

d’axone. L’application des traitements s’effectue par renouvellement complet du milieu de 

culture de la chambre considérée ou des deux chambres, en générant un flux par différence de 

10µl entre les réservoirs (30µL > 40µL). Les circuits non traités sont également soumis à un 

renouvellement du milieu de culture de manière à limiter les effets dus aux flux générés. 

Comme indiqué précédemment, les flux générés dans la chambre centrale permettent 

l’isolation fluidique entre les deux chambres de manière à traiter indépendamment le 

compartiment proximal du compartiment distal. Concrètement, le flux généré dans la chambre 

centrale est 40µL > 50µL. Les traitements sont effectués entre JIV11 et 13. Les traitements 

effectués lors d’une cinétique longue (72h) peuvent être renouvelés toutes les 24h en fonction 

des durées de demi-vie des molécules. 

V. Immunocytochimie 
 

 Principe V.1.

Après traitement, les circuits sont fixés pendant 20 min à l’aide d’une solution de PBS-

-paraformaldéhyde 4%-Sucrose 4% (w/v). Pour permettre une pénétration complète du PFA 

dans les circuits, un flux de 10µL est généré dans chaque chambre. Les cellules sont ensuite 

rincées 10 min avec du PBS- avant l’immunocytochimie. 

Toutes les incubations sont réalisées à température ambiante.  L’introduction des 

réactifs dans chaque circuit est réalisée grâce à la création d’un flux en diagonale par 

différence de volumes entre les réservoirs des chambres du dispositif. Après rinçage au PBS-, 

les cellules sont perméabilisées et saturées en les incubant pendant 30 min avec une solution 

de PBS- contenant du Triton-X100 0.2% (v/v) et de la BSA 1% (w/v). Les cellules sont 

ensuite incubées dans du PBS- en présence d’anticorps primaires pendant 1h. Après rinçage 

au PBS-, les cellules sont mises en présence d’anticorps secondaires couplés à un 

fluorochrome pendant 1h à l’obscurité. Lors d’utilisation d’anticorps primaires directement 

couplés à un fluorochrome, les cellules sont incubées à l’abri de la lumière pendant 2h. Après 
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un nouveau rinçage, les noyaux des corps cellulaires sont marqués par incubation des cellules 

dans une solution de PBS- contenant l’agent intercalant Hoescht 33342 (2µg/mL) pendant 10 

minutes. Un dernier rinçage avec du PBS- est effectué avant l’acquisition d’images. 

 

 Anticorps utilisés V.2.

Les anticorps utilisés sont : 

Nom	 Dilution	 Fournisseur	 Référence	

Anti-Beta	III	Tubulin	Antibody,		
Alexa	Fluor®	488	Conjugate	

1/500	ème	 Millipore	 #	AB15708A4	

Anti-MAP2-Alexa555	(Clone	AP20)	 1/500	ème	 Millipore	 #	MAB3418A5	

Anti-Microtubule-Associated	Protein	2	(MAP2)	 1/500	ème	 Millipore	 #AB5622	

Monoclonal	Anti-β-Tubulin	Isotype	III	antibody	

produced	in	mouse	
1/500	ème	 Sigma	 #T5076	

Table 5 : Liste des anticorps utilisés. 

VI. Analyse de la mort neuronale et de la quantification axonale 
 

 Microscopie à fluorescence VI.1.

Les acquisitions d’image sont réalisées à l’aide d’un microscope Axioobserver Z1 

(Zeiss) équipé d’une caméra CCD refroidie 12 bits (CoolsnapHQ2, Ropert Scientific) et piloté 

par le logiciel métamorph. Une série de 12 à 20 images est obtenue par circuit (6-10 images 

par chambre). 

 

 Quantification de la mort neuronale VI.2.

L’état des somas est quantifié à partir du pourcentage de noyaux condensés après 

marquage au Hoechst. Pour chaque circuit, le nombre total de noyaux est mesuré ainsi que le 

nombre de noyaux condensés. Le ratio Noyauxcondensés/NoyauxTotaux donne une indication de la 

mort neuronale. Pour les comparaisons entre les différentes conditions testées, la moyenne du 

ratio obtenu pour chaque circuit est effectuée (entre 3 et 5 circuits par conditions). 
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Figure 74 : Illustration du compartiment somatique par lumière transmise (Trans) et après marquage au Hoechst. 
Les noyaux condensés sont identifiés par une flèche rouge. Les deux photos du dessus correspondent à des cellules non 
traitées avec un % de noyaux condensé de 12%. Les cellules du dessous correspondent à des cellules traitées au NMDA 
100µM pendant 24h ce qui induit une augmentation du % de noyaux condensés à 44%. 

 Quantification de la dégénérescence axonale VI.3.

Figure 75 : Quantification de la dégénérescence axonale par la macro FIJI pour trois pourcentages d’axones 
fragmentés estimés visuellement. La première ligne correspond aux photos originales après réduction du bruit de fond. La 
seconde ligne représente les photos après le plugin Tubeness. La troisième correspond aux images seuillées par le filtre 
OtsuThresholding : les segments rouges représentent les particules dont la circularité est supérieure à 0,2. 
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La dégénérescence axonale est quantifiée à l’aide du logiciel FIJI. A partir du travail 

effectué par Kilinc et al (Kilinc et al., 2011), une macro a été mise au point permettant de 

réaliser un traitement de chaque image en effectuant les étapes suivantes : 1-Réduction du 

bruit de fond, 2-Plugin Tubeness qui permet de mettre en avant les segments longitudinaux 

d’une image, 3-Plugin Otsu thresholding permettant l’obtention d’une image binarisée, 4-

Mesure de l’aire totale des particules de l’image puis 5-Mesure de l’aire des particules dont la 

circularité est supérieure à 0,2.  

Le ratio Airec>0,2/AireTotale permet d’obtenir un index de fragmentation (IF) compris 

entre 0 et 1 que l’on peut corréler de manière quasi-linéaire avec le pourcentage d’axones 

fragmentés estimé visuellement. Les indices inférieurs à 0,2, autour de 0,5 et supérieurs à 0,8 

correspondent, respectivement, à moins de 10%, environ 50% et plus de 90 % d’axones 

fragmentés. 

Figure 76 : Corrélation entre l’index de fragmentation obtenu par la macro sur FIJI et le pourcentage d’axones 
fragmentés estimé visuellement. 

VII. Analyse de l’expression génique :  
 

 Extraction d’ARN totaux VII.1.

Les extractions d’ARN totaux ont été effectuées à partir des cellules mises en culture 

dans des plaques 24 puits ou de tissus murins prélevés chez des souris adultes. La lyse et 

l’extraction d’ARN ont été effectuées en suivant les indications du kit RNeasy (Qiagen, 

#74104). 

Brièvement, les cellules sont lysées par l’ajout de 100µL de tampon de lyse contenant 

du guadinium thiocyanate, un chaotrope inhibant l’activité de la RNase (ribonucléase). Les 

tissus murins sont lysés mécaniquement et broyés à l’aide d’un pilon (Dutscher #45011) puis 
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l’extraction des ARN et des protéines est effectué dans une solution contenant du thiocyanate 

et du phénol (Qiazol, Qiagen #79306). Les traces de phénol sont ensuite retirées par ajout de 

chloroforme et centrifugation. Les étapes suivantes de l’extraction sont communes quelque 

soit la nature de l’échantillon.    

Les lysats obtenus sont ainsi mélangés à de l’éthanol 70% exempt de RNase et DNase 

puis ajoutés à une colonne chromatographique échangeuse d’ions et centrifugés plusieurs fois 

à 8000g pendant 15s avec des tampons de rinçage. Les échantillons sont traités à la DNase-I 

(0,34 Kunitz units/mL, RNase-Free DNase Set, Qiagen #79254) afin d’éliminer toutes traces de 

contaminations par de l’ADN génomique. Puis, l’élution est effectuée avec 50µL d’eau 

exempt de RNase. Les ARN sont ensuite dosés par mesure de l’absorbance à 260nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre BioSpecNano (Thermo Scientific). La pureté des ARN extraits est 

évaluée par la mesure du rapport  !"! !"#!"
!"# !"#!"

, qui doit être compris entre 1,7 et 2. 

 

 RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) VII.2.

VII.2.a. Transcription inverse 

Les ADN complémentaires (ADNc) sont obtenus par incubation de 1µg d’ARN 

totaux, en présence d’oligo(dT)12-18 (25 µg/ml) et d’un mélange des 4 désoxyribonucléotides 

(dNTP ; 0,5 mM chacun) dans un volume de 12µl (le volume final de la réaction sera de 20 

µl). Le mélange est incubé à 65°C pendant 5 min puis refroidi rapidement sur glace afin de 

dénaturer les polynucléotides. Après ajout du tampon réactionnel et de dithiothréitol (DTT, 10 

mM), le mélange est incubé pendant 2 min à 42°C afin de permettre l’hybridation des 

amorces oligo(dT) aux queues polyA des ARN messagers (ARNm). La transcriptase inverse 

est alors ajoutée (SuperScript II RT, Invitrogen #18064) et le mélange incubé pendant 50 min 

à 42°C permettant ainsi la polymérisation des brins d’ADNc aux ARNm initiaux. La réaction 

est inactivée par incubation pendant 15 min à 70°C. Afin d’éliminer les ARNm, le mélange 

réactionnel est mis en présence de ribonucléase H issue d’E.Coli (RNase H, 2U, Invitrogen) 

pendant 20 min à 37°C.  

 

VII.2.b.  PCR 

Afin d’amplifier de manière spécifique chaque ADNc par réaction de polymérisation 

en chaîne (PCR), 2 µL du mélange réactionnel issu de la transcription inverse et contenant les 

ADNc sont incubés en présence de 2,5µL de solution tampon (PCR Buffer 10X : 200mM 
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Tris-HCl pH 8.4, 500mM KCl), des 4 dNTP (200µM chacun), de MgCl2 (1,5mM), de chaque 

amorce (0,5µM chacun), et de Taq Polymerase (2,5U) dans un volume final de 25µL. La 

réaction de PCR commence par une dénaturation initiale à 95°C pendant 5 min puis 30 cycles 

comprenant 45 sec à 94°C pour séparer les deux brins d’ADN (dénaturation), 30 sec à Ta pour 

hybrider les brins d’ADNc avec les amorces et 1 min à 72°C pour permettre la polymérisation 

de l’ADN grâce à la Taq Polymérase, la réaction est achevée par une incubation 

supplémentaire de 10 min à 72°C. Les produits de PCR ont été analysés par électrophorèse 

sur gel d’agarose 1,5% (w/v) dans une solution TBE 1X (Tris 0,1M, acide Borique 90mM, 

EDTA 1mM) pendant 1h à 50V puis coloration du gel dans une solution de TBE 1X et 

bromure d’éthidium (0,5 µg/ml) pendant 10 min à température ambiante.  

 

 PCR quantitative (PCRq) VII.3.

Les PCRq sont effectuées avec un appareil LightCycler 480 prenant en charge des 

plaques de 96 puits. La réaction de PCR est, dans ce cas, réalisée dans un volume final de 10 

µl en ajoutant 4µl de cDNA dilué au 1/50 dans H2O avec 6µL de master mix comprenant : 5 

µL de Light Cycler 480 SYBRGreen I Master (Roche #4887352001) et 0,5µL de chaque 

amorces (5µM chacune). La réaction est initiée par une incubation de 5 min à 95°C puis 40 

cycles de 10 sec à 95°C, 15 sec à Ta et 15 sec à 72°C. La réaction est terminée par 10 sec à 

40°C. Les données sont analysées à l’aide du logiciel « LightCycler 480 SW 1.5 ». 

 

Gène	 Amorces	 Taille	amplicon	(pb)	 Ta	

β-Actin	 sens	 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'	 228	 63	
antisens	 5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3'	

HPRT	 sens	 5'-ATTATGCCGAGGATTTGGAA-3'	 94	 60	
antisens	 5'-CCCATCTCCTTCATGACATCT-3'	

ENT1	 sens	 5'-AGCCTGTGCAGTTGTCATTTT-3'	 153	 60	
antisens	 5'-TCTTCCTTTTGGCTCCTCTCC-3'	

ENT2	 sens	 5'-CGAGTCGGTGCGGATTCTG-3'	 149	 60	
antisens	 5'-GCACGGCACAGAAGGAATTG-3'	

ENT3	 sens	 5'-ATAGCAGCGTTTACGGCCTC-3'	 127	 60	
antisens	 5'-CACTGGATGCTGCCAGGTC-3'	

ENT4	 sens	 5'-TTTGGCAGTGTGCCCATGA-3'	 127	 60	
antisens	 5'-TGCAGTAGGCCACAGCAGAG-3'	

CNT1	 sens	 5'-TCGCTGGCTCAAAGCATCAC-3'	 120	 60	
antisens	 5'-ACTGGAACGCAACGAATCCTG-

3'	
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CNT2	 sens	 5'-AGGCCTGGAACTCATGGAAG-3'	 402	 60	
antisens	 5'-GAGTCCTACGAACACCCGCT-3'	

CNT3	 sens	 5'-GGTTCCCTAGGAATCGTGATCG-

3'	
340	 60	

antisens	 5'-CCAATTGCAGTTCAGCGTTGG-3'	

CD73	 sens	 5'-ACGTGCTGTTTTTGGATGCC-3'	 157	 60	
antisens	 5'-TCAATCAGTCCTTCCACACCG-3'	

Nrk1	 sens	 5'-AGGGAAGACGACACTGGCTA-3'	 141	 63	
antisens	 5'-AGCGCTTCAAGCACATCATA-3'	

Nrk2	 sens	 5'-CACCTCAGGACCAGTCACCT-3'	 94	 60	
antisens	 5'-CTGTTGGTCAGGGTGGTCTT-3'	

Table 6 : Liste des amorces utilisées pour les RT-PCR et qPCR. 

VIII. Dosage du NAD+ 
 

Les dosages du NAD+ ont été effectués en utilisant le kit EnzyChrom NAD+/NADH 

Assay (Euromedex, #E2ND-100). Le principe du dosage est un « cycling assay », composé de 

plusieurs réactions en chaîne : l’oxydation du lactate en pyruvate par la lactate 

déshydrogénase induit la réduction du NAD+ en NADH, qui a son tour va participer à la 

réduction du réactif MTT. L’intensité du produit formé formazan (MTTred), détecté par 

colorimétrie, est proportionnel à la concentration de NAD+ présente initialement dans 

l’échantillon.  

 Figure 77 : « Cycling assay » pour doser les quantités de NAD+/NADH. 

Les cellules sont rincées deux fois avec du PBS- froid et resuspendues avec 100µL 

d’un tampon d’extraction sélectif du NAD+ et contenant de l’acide perchlorique. Les 

échantillons sont chauffés 5 min à 60 °C puis centrifugés 5 min à 14000rpm. Les surnageants 

sont récupérés et neutralisés avec de la soude et du tampon phosphate. Une courbe 

d’étalonnage de quatre points (0/3/6/10 µM) est réalisée à partir de 1mM de solution NAD+ de 

référence. La réaction de dosage est effectuée en mettant en présence le lactate, le MTT, la 

lactate déshydrogénase et une réductase (permettant la réduction du MTT) avec les 



 - MATERIELS & METHODES -  

 

 

 

163  

échantillons récupérés dans une plaque de 96 puits transparente. La quantité de produit formé 

(MTTred) est suivie par mesure de l’absorbance à 520 nm pendant 20 min. La concentration 

de NAD+ dans chacun des échantillons est obtenue grâce à la courbe d’étalonnage. Trois 

réplicats sont effectués par expérience et trois expériences indépendantes sont réalisées (n=3). 

IX. Modèle d’excitotoxicité in vivo  
 

Le modèle d’excitotoxicité in vivo a été réalisé en collaboration avec la plateforme 

ESRP (pour Experimental Stroke Research Platform) co-fondée par le Pr. Denis Vivien et le 

Dr. Cyrille Orset.  

 

 Animaux IX.1.

Les expériences ont été réalisées sur 20 souris C57/Black6N en accord avec le conseil 

communautaire européen et la législation française sur l’expérimentation animale. Les souris 

sont profondément anesthésiées avec 5% d’isoflurane puis maintenues sous anesthésie avec 

2% d’isoflurane dans un mélange 70%/30% N2O/O2 pendant la chirurgie. La température 

rectale est maintenu à 37 ± 0.5 °C durant toute la procédure chirurgicale à l’aide d’un système 

de chauffage régulé par rétroaction. 

 

 Injection de NMDA intrastructure IX.2.

Les injections corticales bilatérales (coordonnées : 0.5mm postérieur, 2.0mm latérale, 

-0.5mm ventrale par rapport au bregma) de NMDA (5 nmoles dans 0,33µL), co-injectées ou 

non avec du NAD+ ou du NR (50 nmoles) ont été réalisées par placement des animaux dans 

un cadre stéréotaxique. Les solutions sont injectées à l’aide d’une micropipette fabriquée à 

partir de micropipettes hématologiques (calibrées à 15 mm/µl; assistant ref 555/5; Hecht, 

Sondheim-Rhoen, Germany). Après craniotomie, les micropipettes sont lentement implantées 

dans le cortex, puis l’injection est effectuée pendant 1 à 3 minutes en vérifiant que la solution 

ne reflue pas. La micropipette est maintenue 1minute en place avant d’être retirée lentement. 
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Figure 78 : Protocole expérimental du modèle d’excitotoxicité in vivo. J0 : injection stéréotaxique intra-corticale de 
NMDA 5nmoles avec ou sans NR 50 nmoles ou NAD+ 50 nmoles ; J2 : observations des lésions par IRM. 

 

 Observations des lésions par Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) IX.3.

Figure 79 : IRM bruker 7T spécifique à la visualisation des lésions cérébrales des espèces murines. 

Les lésions induites par les injections sont observées 48h après la chirurgie par IRM 

(7T IRM, Brucker), en suivant une séquence de type T2. Les animaux sont maintenus sous 

anesthésie avec 2% d’isoflurane dans un mélange 70%/30% N2O/O2 pendant toute la durée 

d’acquisition des images. 
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 Quantification du volume des lésions IX.4.

Les images obtenues par IRM sont analysées via le logiciel FIJI. Chaque hémisphère 

est analysé de manière indépendante. L’aire des lésions est mesurée pour chaque image en 

utilisant l’outil de sélection polygonale sous FIJI. L’aire totale, correspondant à la somme des 

aires mesurées précédemment, est converti en volume sachant qu’un voxel (=pixel3) équivaut 

à 0,07mm*0,07mm*0,5mm. 

X. Analyse statistique 
 

Les analyses statistiques sont réalisées avec des tests non-paramétriques : Mann 

Whitney pour comparer deux conditions ou Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn’s 

pour comparer plusieurs conditions (>2).  

* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p–value < 0.001. 

 

 





 

 

RESULTATS 

I. Mise au point d'un modèle d'étude de dégénérescence axonale lors d'un 
stress excitotoxique 
 

Comme nous l’avons vu au cours de l’introduction, le phénomène d’excitotoxicité est 

un processus caractéristique de différents types de pathologies, aigües comme les 

traumatismes crâniens ou chroniques comme les maladies neurodégénératives. Nous avons 

donc choisi de développer un modèle in vitro basé sur un stress excitotoxique afin d’étudier 

les effets du NAD+ et du NR. Sachant que le NAD+ a le plus souvent été impliqué dans le 

retardement de la dégénérescence axonale, notamment lors de l’axotomie, nous avons 

développé un modèle permettant d’observer la dégénérescence de l’axone indépendamment 

de la mort somatique et de pouvoir étudier les effets protecteurs locaux du NAD+ et du NR au 

niveau somato-dendritique et axonal. 

 

 Caractérisation du modèle d’excitotoxicité induite par le NMDA dans les I.1.
neurones corticaux 

Le stress excitotoxique peut être induit par l’application de glutamate ou d’autres 

excitotoxines qui miment une libération excessive de glutamate et entrainent l’hyperactivation 

des récepteurs au glutamate. Dans le cadre de ce projet, nous avons décidé d’utiliser 

l’excitotoxine synthétique NMDA. Contrairement à l’application du glutamate qui peut 

activer différents types de récepteurs, comme mentionné dans l’introduction, et qui peut être 

capturé par les cellules gliales, l’application exogène du NMDA induit une activation 

spécifique des récepteurs NMDA (NMDAR). Cette activation des NMDAR est primordiale 

dans les fonctions physiologiques et excitotoxiques de la neurotransmission glutamatergique. 

En particulier les NMDAR régulent l’influx calcique dans le compartiment post-synaptique. 

Afin de modéliser un processus excitotoxique sur des neurones corticaux mis en culture dans 

les puces microfluidiques décrites dans la partie Matériels & Méthodes, le traitement du 

compartiment somato-dendritique avec du NMDA 100µM a été réalisé. Les effets de ce 

traitement ont été suivis au cours du temps (4/8/24/48h). La mort des cellules, déterminée par 

la quantification du nombre de noyaux condensés par rapport au nombre total de noyaux 

marqués à l’aide de l’agent intercalant Hoescht 33342, est comprise entre 15 et 20% en 

condition contrôle. 
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Figure 80 : L’application de NMDA induit la mort des corps cellulaires et la dégénérescence des axones en activant de 
manière spécifique les récepteurs NMDA. (A)  Schéma représentant l’excitotoxicité glutamatargique induite par l’apport 
de NMDA exogène en excès. L’activation aigüe des NMDAR provoque une dérégulation calcique, des dysfonctions 
mitochondriales, active des protéines kinases et entraîne une diminution des niveaux intracellulaires en NAD+. (B-C) 
L’application de 100µM de NMDA dans le compartiment somato-dendritique induit une mort neuronale dès 4h et une 
dégénérescence axonale dès 8h (n=3). (B) Quantification de la mort neuronale à partir du pourcentage de noyaux condensés ; 
(C) Quantification de la dégénérescence axonale via la mesure de l’index de fragmentation. (D-C) Le blocage des NMDAR 
par le MK-801 empêche l’effet excitotoxique du traitement au NMDA. Les neurones sont co-traités avec du NMDA 100µM 
et du MK-801 10/50 µM pendant 8h (n=3). (D) Quantification de la mort neuronale ; (E) Quantification de la dégénérescence 
axonale. 

Comme le montre la figure 80.B, l’effet du NMDA sur la dégénérescence somatique 

est rapidement observé (30% de noyaux condensés 4h après traitement). Cet effet s’accentue 

légèrement à 8h et 24h après traitement (40%) et atteint 48% à 48h. L’index de fragmentation 

IF, indiquant la fragmentation des axones, est compris entre 0,2 et 0,3 en condition contrôle 

mais augmente considérablement dès 8h de traitement (IF=0,8) avant d’atteindre un plafond 
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dès 24h de traitement (IF>0,9 à 24 et 48h) (Figure 80.C). Ces résultats corroborent l’effet du 

NMDA ou du glutamate observé dans d’autres études sur des cultures de neurones corticaux 

murins (Bi et al., 2012; Hosie et al., 2012; Kim et al., 2011a; Liu et al., 2009a). Afin de se 

placer dans les conditions optimales où l’effet du NMDA est maximal et permet une 

discrimination nette des effets d’autres agents pharmacologiques, la majorité des expériences 

ultérieures a été effectuée avec une dose de 100µM de NMDA pendant 8h ou 24h. 

L’activation des NMDAR peut être inhibée par l’antagoniste spécifique MK-801 (Chung et 

al., 2005). Afin de vérifier la spécificité de la neurodégénérescence observée, le co-traitement 

du compartiment somato-dendritique avec 100µM de NMDA et 10 ou 50µM de MK-801 a été 

réalisé pendant 8h. Aucun effet toxique du NMDA n’est observé dans ces conditions : 

l’intégrité des neurones corticaux, évaluée par la condensation nucléaire et la dégénérescence 

axonale, n’est significativement pas affectée par le traitement en comparaison aux neurones 

observés en condition contrôle (Figure 80.D-E). L’effet du NMDA est donc spécifique de 

l’activation des NMDAR. 

Par ailleurs, Hosie et al ont montré en 2012, grâce à l’utilisation de dispositifs 

microfluidiques, que les NMDAR sont détectables dans le compartiment somatique mais pas 

dans le compartiment axonal (Hosie et al., 2012). Nous avons voulu évaluer la 

compartimentalisation de l’effet du NMDA en appliquant 100µM soit uniquement dans le 

compartiment proximal (comme effectué dans les expériences précédemment décrites), soit 

uniquement dans le compartiment distal. Comme le montre la Figure 81, l’application de 

NMDA localisée sur les axones n’engendre d’effet ni sur la mort neuronale, évaluée par la 

condensation nucléaire et par l’intégrité du cytosquelette marqué à l’aide d’un anticorps dirigé 

contre MAP2 (microtubule-associated protein 2) ni sur la dégénérescence des axones évaluée 

par l’intégrité de la β3-tubuline. Cela atteste de l’absence de NMDAR à la membrane des 

axones. De plus, ce résultat est d’autant plus intéressant qu’il confirme l’isolation fluidique 

obtenue grâce au dispositif microfluidique et la possibilité de traitements indépendants des 

corps cellulaires et des axones. 
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Figure 81 : Effet compartimentalisé du NMDA au niveau somato-dendritique. Les neurones sont traités avec du NMDA 
100µM soit dans le compartiment proximal, soit dans le compartiment axonal pendant 24h. (A-C) Immunocytochimie des 
compartiments somato-dendritique (gauche) et axonal (droite) des cellules traitées ou non avec le NMDA. Les noyaux 
somatiques sont marqués à l’aide d’un anticorps dirigé contre MAP2 (microtubule associated protein 2) et par le Hoechst 
33342. Les axones sont marqués à l’aide d’un anticorps dirigé contre la β3-Tubuline (échelle : 20µm). (D) Quantification de 
la mort neuronale axonale en condition contrôle ou après traitement au NMDA (n=3). (E) Quantification de la 
dégénérescence axonale en condition contrôle ou après traitement au NMDA (n=3). 

 Etude des mécanismes de neurodégénérescence mis en jeu I.2.

Les premières expériences réalisées montrent donc un effet toxique extrêmement fort 

du NMDA sur les neurones. Bien que le cœur de ma thèse soit majoritairement orienté sur 

l’étude de la dégénérescence axonale, nous avons essayé de définir le mécanisme de mort 

neuronale observé dans ce modèle d’excitotoxicité. Les données bibliographiques dans ce 

domaine sont nombreuses mais aucune certitude ne ressort quant au type de mort induit par 

un stress excitotoxique. Au contraire, la multiplicité des modèles semble s’accompagner 

d’une multiplicité des mécanismes de mort (Puyal et al., 2013). L’observation morphologique 

des noyaux marqués au Hoechst ne permet pas de discriminer directement le type de mort. 

Afin d’évaluer le caractère apoptotique de la mort observée, j’ai utilisé deux inhibiteurs de 

caspases : 1) le QVDOPh est un inhibiteur pan-caspase, ciblant simultanément les trois voies 

apoptotiques majoritaires (caspases 9/3, caspases 8/10 et caspase 12) (Caserta et al., 2003) ; 2) 

l’IDn est un inhibiteur pan-caspase irréversible initialement décrit pour bloquer l’activation 

des caspases et le processus apoptotique dans les cellules du foie (Linton et al., 2005; Natori 

et al., 2003). Cet inhibiteur a également été testé dans des essais cliniques, notamment pour la 

préservation de foies humains lors de transplantation (Baskin-Bey et al., 2007). Le QVDOph 
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et l’IDn ont été démontrés efficaces sur la dégénérescence induite par la vincristine dans des 

lignées cellulaires Hela à des doses respectives de 50µM et 10µM (données non publiées). 

L’application de ces deux inhibiteurs aux mêmes doses a été effectuée en pré-traitement de 1h 

puis en co-traitement de 8h avec le NMDA. Comme le montre la Figure 82.A/B, aucun des 

deux inhibiteurs ne protège les neurones de la condensation nucléaire et de la dégénérescence 

des axones. Ces résultats suggèrent que le processus neurodégénératif observé dans ce modèle 

n’est pas dépendant des caspases. Ceci peut paraître étonnant étant donné l’observation de 

noyaux condensés pouvant être assimilés d’un point de vue morphologique à des corps 

apoptotiques (cf Chapitre IV). 

Une hypothèse pourrait être la mise en place d’un mécanisme de mort plus complexe 

mettant en jeu d’autre processus tel que la nécroptose ou la parthanatos. Comme nous l’avons 

indiqué dans le chapitre IV, la nécroptose peut être inhibée par la nécrostatine-1 de manière 

spécifique, comme cela a été montré dans des études in vitro sur des lignées cellulaires (Xu et 

al., 2007b), sur des cultures primaires murines (Li et al., 2008) et in vivo dans des modèles 

d’ischémie/reperfusion (Northington et al., 2011). J’ai donc testé l’application de trois doses 

différentes de nécrostatine-1 (20/50/100 µM) en pré-traitement de 1h puis en co-traitement de 

8h avec le NMDA 100µM. Les résultats obtenus ne semblent pas indiquer d’effet protecteur 

de cet inhibiteur sur la neurodégénérescence observée (Figure 82.C/D). Cependant, il s’agit de 

données préliminaires qui devront être approfondies. L’étude effectuée par Li et al sur des 

neurones corticaux de rats montre que l’effet de la nécrostatine-1 est relativement faible. 

L’utilisation de doses plus fortes pourrait permettre de dégager des résultats plus probants 

mais l’apparition d’effets non-spécifiques ne peut pas être exclue aux doses élevées.  

L’implication des PARPs dans le mécanisme neurodégénératif induit par l’activation 

des récepteurs ionotropiques au glutamate a également été documentée. L’inhibition des 

PARPs par des inhibiteurs sélectifs tels que PJ34 a été montré pour diminuer le volume de 

lésions induites par ischémie dans des modèles murins (Greco et al., 2015; Kaundal et al., 

2006). Cependant, PJ34 ne protège que très faiblement contre la mort neuronale induite par le 

NMDA sur des neurones de la rétine de rats (Goebel and Winkler, 2006). Le véliparib (ABT-

488) est un inhibiteur spécifique des PARP1 et PARP2 initialement décrit en cancérologie 

(Penning et al., 2009) et testé en essai clinique pour le traitement de tumeurs solides 

cancéreuses (LoRusso et al., 2016) et de tumeurs du SNC chez les enfants (Su et al., 2014). 
 



 - RESULTATS -  

 

 

 

172  

Figure 82 : Les mécanismes de mort impliqués dans la neurodégénérescence induite par le NMDA ne semblent ni 
apoptotique, ni nécroptotique, ni dépendants des PARPs. (A-B) Co-traitement des neurones avec deux inhibiteurs pan-
caspase (QVDOPh 50µM et IDn 10µM) et avec 100µM de NMDA pendant 8h. Aucun effet significatif observé sur la mort 
neuronale (A) et la dégénérescence des axones (B) (n=2). (C-D) Co-traitement des neurones avec NEC-1 20/50/100µM, 
inhibiteur spécifique de la nécroptose, et 100µM de NMDA. Aucun effet observé sur la mort neuronale (C) et sur la 
dégénérescence axonale avec 20 et 50µM de NEC-1. Léger effet à confirmer avec une dose forte de 100µM de NEC-1 (n=1). 
(E-F) Co-traitement des neurones avec deux inhibiteurs spécifiques des PARP 1 et 2 (Veliparib et PJ34, 50µM). Aucun effet 
significatif observé sur la mort neuronale (E) et la dégénérescence des axones (F)  (n=2). 

Afin d’étudier l’implication des PARPs dans le phénomène de mort observé après 

traitement au NMDA, j’ai utilisé ces deux inhibiteurs spécifiques des PARP 1 et 2, PJ34 et 

Véliparib, à 50µM. Comme pour les deux expériences précédentes, j’ai prétraité pendant 1h 

les neurones avant de co-traiter avec le NMDA 100µM. Aucun des deux inhibiteurs de PARP 

n’a d’effet sur la mort neuronale et la dégénérescence des axones observés à 8h post-

traitement (Figure 82.E/F). Encore une fois, ces résultats sont préliminaires et ne permettent 

pas de conclure définitivement quant à l’implication des PARPs. Il semble cependant que le 
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mécanisme de mort induit par l’application du NMDA ne soit ni apoptotique, ni nécroptotique 

ni dépendant de l’activation des PARPs. D’autres voies seraient à tester, notamment celle 

impliquant les calpaïnes et la voie de l’autophagie. Les calpaïnes sont au centre de nombreux 

mécanismes moléculaires dans la nécrose mais également dans la dégénérescence axonale. 

J’ai décidé volontairement de ne pas aller plus loin dans l’étude des mécanismes de mort mais 

de me concentrer sur les mécanismes impliqués dans la dégénérescence axonale. 
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II. Caractérisation des effets protecteurs du NAD+ et du NR 
 

Le NAD+ dont nous avons évoqué en détails les fonctions au sein de la cellule a été 

largement étudié dans divers modèles biologiques pour ses effets protecteurs. Comme nous 

l’avons mentionné dans l’introduction, le NAD+ est susceptible de protéger de la 

dégénérescence axonale et de la déconnexion synaptique in vitro dans le SNP et le SNC 

(Deléglise et al., 2013, 2014; Sasaki et al., 2006). En particulier, les effets du NAD+ ont été 

présentés comme protecteurs dans des modèles d’excitotoxicité. L’étude de Wang et al. a 

notamment montré que l’excitotoxicité induite par l’application de glutamate est diminuée par 

le traitement des cellules avec du NAD+ (Wang et al., 2014b). L’effet du NAM, précurseur de 

la voie de sauvetage du NAD+, a également été démontré dans deux modèles in vitro 

d’ischémie ou d’excitotoxicité glutamatergique (Bi et al., 2012). 

Plusieurs études, effectuées sur lignées cellulaires et dans le SNP, évoquent le fait que 

le NAD+ pourrait être converti en NR et que le NR pourrait être le précurseur capable d’être 

transporté dans la cellule pour y être converti en NAD+ (Nikiforov et al., 2011; Di Stefano et 

al., 2014). Des effets protecteurs du NR ont ainsi été mis en évidence dans le SNP et dans 

plusieurs études in vivo (Brown et al., 2014; Gong et al., 2013; Sasaki et al., 2006). 

Cependant, son effet dans un modèle d’excitotoxicité et en particulier sur la dégénérescence 

des axones n’a pas été caractérisé. De plus, la pertinence de la conversion du NAD+ en NR 

décrite dans le SNP n’a pas été évaluée dans le SNC. Le premier objectif de mon projet a 

donc été de comparer les effets du NR et du NAD+ dans le modèle d’excitotoxicité mis au 

point afin d’explorer l’efficacité relative de ces deux molécules dans le SNC. 

La première étape a été de co-traiter les neurones avec le NMDA et les précurseurs du 

NAD+ afin de comparer leur effet. Les doses utilisées ont été de 100µM pour le NMDA, 5mM 

pour le NAD+, 5mM pour le NAM, 5mM pour le NMN et 1mM pour le NR. Dans notre 

système, aucune des molécules n’a d’effet sur la mort neuronale observée 24h après 

traitement, mais des effets quant à l’intégrité de l’axone sont quantifiables. Le NR apporte la 

plus grande protection face à la dégénérescence axonale (90%) à une concentration de 1mM. 

En comparaison, le NMN protège de 55%, le NAD+ de 30% et le NAM ne semble pas 

efficace dans notre modèle (seulement 15% de protection non significative) (figure 83.B). La 

suite des expériences s’est focalisée sur la comparaison des effets du NAD+ et du NR. 
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 Effets comparés des différentes molécules du métabolisme du NAD+ II.1.

Figure 83 : Le NAD+ et ses précurseurs ont des effets axo-protecteurs dans un modèle d’excitotoxicité in vitro. Les 
neurones sont co-traités avec du NMDA 100µM appliqué dans le compartiment somato-dendritique et les différents 
précurseurs du NAD+ appliqués séparément dans les deux chambres au doses suivantes : NAD+ 5mM/ NMN 5mM/ NAM 
5mM/ NR 1mM. Aucune des molécules testées ne protège de la mort induite par le NMDA mais elles réduisent la 
dégénérescence axonale. (A) Quantification de la mort neuronale (n=3-6) ; (B) Quantification de la dégénérescence axonale 
(n=3-6), ** Pvalue<0,01 (par rapport à la condition NMDA) (C) Schéma représentant la mort neuronale et la dégénérescence 
axonale induite par le NMDA et l’effet protecteur localisé au niveau de l’axone du NAD+, du NMN et du NR. 

Afin de déterminer si les effets du NAD+ et du NR préviennent ou seulement retardent 

la dégénérescence axonale comme cela avait été montré dans le SNP lors d’une axotomie 

(Sasaki et al., 2006), l’effet des deux molécules a été suivi au cours du temps (4/8/24/48/72h). 

Les neurones corticaux mis en culture dans les dispositifs microfluidiques ont été co-traités 
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avec du NMDA 100µM et du NAD+ 5mM ou du NR 1mM. Ni le NAD+ ni le NR ne protège 

contre la mort neuronale évaluée par la condensation des noyaux marqués au Hoechst 33342 

et par l’immunomarquage du MAP2 (figure 84.A/C). Cependant, un effet protecteur est 

observé quant à la dégénérescence axonale induite par le NMDA : le NAD+ et le NR semblent 

retarder la dégénérescence axonale jusqu’à 24h pour le NAD+ et jusqu’à 48h pour le NR 

(Figure 84.B/C). Ce premier résultat suggère un effet purement axo-protecteur du NAD+ et du 

NR, corroborant les observations effectuées par l’équipe de Milbrandt lors d’une axotomie 

dans le SNP (Araki et al., 2004; Sasaki et al., 2006).  

Cependant, dans une précédente étude de stress excitotoxique induit par un co-

traitement glutamate 30µM/Glycine 3µM pendant 24h sur des neurones corticaux, le 

pourcentage de noyaux condensés ainsi que le pourcentage de noyaux présentant des signes 

de fragmentation de l’ADN (marquage TUNEL) étaient significativement diminués lors d’un 

traitement avec du NAD+ 15mM (Wang et al., 2014b). Nous avons effectué le traitement des 

neurones avec des doses moins élevées de NMDA et sur des cinétiques plus longues pour 

évaluer l’effet du NAD+ et du NR dans des conditions moins aigües. Les données obtenues 

avec des doses de 1µM et 10µM pendant 72h de traitement confirme que ni le NAD+ ni le NR 

ne sont protecteurs vis à vis de la mort neuronale (Figure 84.D/F). 

De plus, les doses efficaces de NAD+ utilisées dans la littérature pouvant atteindre 10 

à 15mM, nous avons décidé d’évaluer plus précisément la différence d’efficacité du NAD+ et 

du NR en appliquant différentes concentrations en co-traitement avec le NMDA 100µM. La 

dégénérescence axonale observée à 24h montre une protection maximale du NR pour une 

dose de 1mM (90%) tandis que la dose de NAD+ de 15mM n’est pas suffisante pour arriver à 

la même protection (60% de protection) (Figure 84.E). De plus, le NAD+ n’est pas 

significativement protecteur pour des doses inférieures à 5mM tandis que le NR est 

significativement protecteur dès 100µM. 

Les résultats obtenus lors de ce travail confirme les effets protecteurs du NAD+ et 

démontre pour la première fois un effet plus efficace du NR dans un modèle de 

neurodégénérescence in vitro dans le SNC. 
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Figure 84 : le NR retarde la dégénérescence axonale induite par le NMDA de manière plus efficace que le NAD+. (A-
B) Effet du NAD+ 5mM et du NR 1mM sur la mort neuronale et la dégénérescence axonale pour différentes durées de 
traitement au NMDA (4/8/24/48/72h) ; (A) Quantification de la mort neuronale ; (B) Quantification de la dégénérescence 
axonale (n=3). (C) Immunocytochimie sur des cellules traitées avec du NMDA et du NAD+ ou du NR comme indiqué. 
Marquage MAP2 et Hoechst 33342 dans la chambre somato-dendritique (gauche). Marquage β3-tubuline dans la chambre 
axonale (droite) (échelle : 20µm). (D-F) Aucun effet du NAD+ et du NR observé après 72h de co-traitement avec trois doses 
de NMDA (1/10/100 µM) sur la mort neuronale et la dégénérescence axonale (n=3). (E) Quantification de la dégénérescence 
axonale sur des neurones co-traités avec du NMDA 100µM et différentes doses de NR (0,1/0,5/1/5 mM) et de NAD+ 
(0,1/0,5/1/5/15 mM). 
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 Etude comparée des effets du NAD+ et du NR in vivo II.2.

Depuis le début de mon projet de thèse en 2013, plusieurs autres équipes ont étudié les 

effets du NR, confirmant son rôle dans l’extension de la durée de vie chez la levure (Mei and 

Brenner, 2015) et mettant en évidence des rôles protecteurs : dans un modèle in vivo chez la 

souris Alzheimer 3xTg-AD (Gong et al., 2013) et dans un modèle de perte auditive (Brown et 

al., 2014). Nous avons ainsi voulu valider nos résultats obtenus in vitro en testant et en 

comparant les effets du NAD+ et du NR in vivo. Pour cela, nous avons mis en place un 

modèle in vivo mimant une ischémie cérébrale par l’induction d’un stress excitotoxique. Le 

métabolisme du NAD+ a été démontré essentiel dans des modèles d’ischémie. Ainsi, l’enzyme 

Nampt permettant la métabolisation du NAM en NMN est nécessaire pour limiter le volume 

des lésions induites dans un des ces modèles (Zhang et al., 2010). De plus, l’administration de 

NAM en intra-péritonéale entraine une diminution des lésions induites par occlusion artérielle 

dans le cerveau (Liu et al., 2009a) et l’administration intra-nasale de NAD+ chez des rats 

soumis à une ischémie cérébrale focale diminue le volume des lésions observées (Ying, 

2007). Aucune donnée n’existe sur les effets du NR dans des modèles in vivo d’excitotoxicité.  

Nous avons initié une collaboration avec le Pr. Denis Vivien, directeur du laboratoire de 

recherche SP2U au centre Cycéron à Caen et spécialiste des modèles d’ischémie et 

d’accidents vasculaires cérébraux (AVC), et avec le Dr. Cyrille Orset, chercheur au 

laboratoire SP2U et co-fondateur d’une plateforme spécialisée dans les modèles 

expérimentaux d’AVC (ESRP pour Experimental Stroke Research Platform). Un des modèles 

expérimentaux maitrisé par la plateforme ESRP est l’étude de lésions cérébrales par IRM 

après injection de NMDA intra-structure (Jullienne et al., 2011). Ce modèle semble 

particulièrement pertinent pour répondre à la problématique de mon projet de thèse car il 

permet de faire le parallèle direct avec les effets observés in vitro dans les dispositifs 

microfluidiques.  

Comme indiqué dans la partie Matériels & Méthodes, l’injection bilatérale de 5nmol de 

NMDA ou de 5nmol de NMDA et 50nmol de NR ou NAD+ a été réalisée sur 20 souris. Les 

lésions induites par l’injection de NMDA ont été observées par IRM 48h après traitement. Les 

résultats indiqués figure 85 montrent la différence de volume des lésions observées après 

injection de NMDA ou lors d’une co-injection de NMDA/NR ou de NMDA/NAD+. Le 

volume moyen des lésions après injection de NMDA est de 1,04mm3 tandis que le volume 

moyen observé après traitement au NAD+ est de 1mm3 et celui après traitement au 
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NR est de 0,55mm3. Le NR permet une diminution des lésions de 47% tandis que le NAD+ ne 

semble pas influer sur le volume des lésions (moins de 5% de différence sur le volume des 

lésions observés). Ainsi, le NAD+ ne semble par conférer de protection significative tandis 

que le NR permet une diminution de moitié des lésions induites par le NMDA. Ces résultats 

confirment l’efficacité de protection plus importante du NR par rapport au NAD+.  

Ces résultats suggèrent pour la première fois un effet protecteur du NR dans un modèle 

d’ischémie in vivo. 

Figure 85 : L’administration de NR intra-corticale diminue le volume des lésions induites par injection de NMDA. (A) 
Images obtenues par IRM des cerveaux de deux souris injectées avec 5nmol de NMDA dans l’hémisphère gauche et 5nmol 
de NMDA + 50nmol de NAD+ ou de NR dans l’hémisphère droit (les hémisphères sont inversés dans les images IRM). (A’) 
Zoom sur la lésion induite par l’injection de NMDA intra-corticale, délimitées par les pointillés rouges. (B) Volume des 
lésions mesuré pour chaque acquisition par IRM. La comparaison est effectuée entre les 20 lésions effectuées avec du 
NMDA seul et les 10 lésions effectuées avec du NMDA et du NAD+ ou avec du NMDA et du NR (n=10-20 ; *pvalue<0,05 ; 
échelle=2mm). 

  Effet local du NAD+ et du NR sur des neurones traités au NMDA II.3.

Lors du stress excitotoxique in vitro induit par l’application de NMDA sur des 

neurones corticaux mis en culture dans les puces microfluidiques, on constate un effet majeur 

du NAD+ et du NR sur la dégénérescence axonale. Cela soulève des interrogations sur la 

compartimentalisation des effets : cet effet est-il localisé au niveau axonal ? Le compartiment 

somato-dendritique est-il nécessaire à cet effet ? 
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Figure 86 : Effet protecteur local du NR, mais pas du NAD+, au niveau de l’axone. (A) Immunocytochimie des cellules 
traitées avec du NMDA 100µM et du NR 1mM comme indiqué sur les vignettes. Marquage Hoechst 33342 dans le 
compartiment somato-dendritique (gauche). Marquage β3-Tubuline dans le compartiment axonal (droite) (échelle=20µm). 
(B) Quantification de la dégénérescence axonale lors d’un co-traitement avec du NMDA proximal et du NR appliqué dans les 
deux chambres, seulement dans la chambre proximale ou seulement dans la chambre distale (n=4). (C) Quantification de la 
dégénérescence axonale lors d’un co-traitement avec du NMDA proximal et du NAD+ appliqué dans les deux chambres, 
seulement dans la chambre proximale ou seulement dans la chambre distale (n=3-4). 

Afin d’approfondir ces notions, nous avons traité de manière indépendante la chambre 

proximale et la chambre distale. Ainsi, nous avons appliqué le NAD+ et le NR, soit 

uniquement sur les somas et les dendrites, soit uniquement sur les axones. Comme indiqué 

dans la partie Matériels & Méthodes, la chambre centrale permet une meilleure isolation 

fluidique grâce à la mise en place d’une surpression. Les résultats obtenus avec une dose de 

NR 1mM en co-traitement avec du NMDA 100µM indiquent que le NR reste axo-protecteur 

lorsqu’il est appliqué uniquement au niveau des axones (50% de protection). L’effet du NR 

est minime lorsqu’il est appliqué uniquement sur les somas et dendrites (12%) mais est 

optimal lorsqu’il est appliqué dans les deux compartiments (90% de protection). Lorsque le 

NAD+ est appliqué uniquement sur les somas et dendrites ou uniquement sur les axones, 

l’effet axo-protecteur n’est plus significatif. De même que pour le NR, l’effet est optimal lors 

d’une application du NAD+ sur les deux compartiments (35% de protection). Ces 
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résultats suggèrent un effet localisé du NR au niveau des axones et vraisemblablement une 

métabolisation locale du NR mais ne permettent pas de conclure quant à la localisation 

subcellulaire de la métabolisation du NAD+. Il est important de noter que les effets du NAD+ 

et du NR sont maximaux quand les molécules sont appliquées sur les deux compartiments. Un 

signal venant du soma et impliqué dans la dégénérescence des axones n’est pas à exclure. 

Plusieurs interrogations émergent de ce résultat à propos de la métabolisation intracellulaire 

du NR et du NAD+. 
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III. Métabolisme intracellulaire du NR 
 

Les premiers résultats obtenus au cours de ce travail suggèrent un effet axo-protecteur du 

NR local, plus efficace que celui du NAD+. Les effets observés peuvent-ils s’expliquer par 

une conversion du NR en NAD+ intracellulaire ou sont-ils dus à des effets propres du NR ? 

Pour répondre à ces interrogations, nous nous sommes intéressés à la métabolisation 

intracellulaire du NR.  

 

 Rôle des transporteurs de nucléosides (NTs) dans l’effet protecteur du NR  III.1.

La première question qui se pose est de savoir si l’effet axo-protecteur du NR 

nécessite que celui-ci pénètre dans le neurone. Comme nous l’avons décrit dans 

l’introduction, plusieurs transporteurs aux nucléosides (NTs pour Nucleoside Transporteurs) 

seraient susceptibles de réguler l’entrée du NR. Le dipyridamole est un agent 

pharmacologique susceptible d’inhiber le transporteur ENT1 et dans une moindre mesure le 

transporteur ENT2 (Kiss et al., 2000; Ward et al., 2000). Il a ainsi été utilisé pour bloquer les 

effets protecteurs du NR dans des lignées cellulaires (Nikiforov et al., 2011) et dans le SNP 

(Di Stefano et al., 2014). Nous avons donc voulu étudier cette voie d’entrée du NR dans notre 

modèle. Pour cela, nous avons en premier lieu analysé la présence de NTs dans les neurones 

corticaux en culture. Pour rappel, deux types de NTs ont été décrits : les NTs équilibratifs 

(ENTs), dont il existe 4 isoformes, et les NTs concentratifs (CNTs), dont il existe 3 isoformes. 

La quantification des ARNm pour chacune de ces isoformes a été réalisée à partir de neurones 

corticaux mis en culture en puits pendant 11 JIV. La Figure 87.B montre que les transcrits 

codant les isoformes ENT1/ ENT2/ ENT3 et ENT4 sont exprimés en condition basale dans 

des neurones corticaux. Les ARNm codant les isoformes CNT2 et CNT3 ne semblent pas 

présents et celui codant l’isoforme CNT1 est très faiblement exprimé (données non 

présentées). L’expérience suivante mise en place pour examiner l’entrée du NR dans la cellule 

a été d’utiliser l’inhibiteur dipyridamole dans notre modèle et d’étudier l’effet du NR dans 

cette condition. Pour cela, le co-traitement des neurones avec du NR 1mM, du NMDA 

100µM et du dipyridamole 50µM a été effectué puis analysé 24h post-traitement. Nous 

montrons que l’effet axo-protecteur du NR est bloqué par le dipyridamole : l’effet protecteur 

d’environ 90% avec le NR seul est ramené à 20% lors de l’inhibition des NTs ENT1 et ENT2 
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(Figure 87.C). Le NR pénètre donc majoritairement dans le neurone via des NTs sensibles au 

dipyridamole. 

Figure 87 : Le NR pénètre dans la cellule via des NTs sensibles au dipyridamole. (A) Schéma représentant l’entrée du 
NR via des NTs inhibés par le dipyridamole. (B) Niveau d’expression des différentes isoformes des ENTs obtenu par PCRq 
(n=3). (C) Quantification de la dégénérescence axonale observé sur des neurones co-traités au NMDA 100µM, NR 1mM et 
dipyridamole 50µM pendant 24h, comme indiqué sur le graphique (n=3). 

 Analyse de la présence des isoformes de Nrk dans des tissus et dans des III.2.
neurones corticaux en culture 

Le NR est-il métabolisé en NAD+ dans le compartiment intracellulaire ? La 

métabolisation du NR, décrite par l’équipe de C. Brenner, s’effectue en deux étapes : 1) 

conversion en NMN via l’activité des kinases Nrk1 et/ou Nrk2 puis 2) conversion en NAD+ 

via l’activité de l’enzyme Nmnat. 

 

III.2.a. En condition physiologique normale 

Très peu de données existent sur la présence des kinases Nrk1 et 2 dans le cerveau. En 

2012, Cantó et al. ont mesuré la présence des ARN messagers codant Nrk1 et Nrk2 dans 

différents tissus murins. Leurs résultats semblent indiquer une expression du transcrit Nrk1 

dans le cerveau mais peu, voire pas, d’expression du transcrit Nrk2. Cependant, l’analyse 

effectuée par Cantó et al. est réalisée à partir d’un lysat total de cerveau, ce qui peut parfois 

diluer la concentration des transcrits. De plus, Sasaki et al. ont observé une induction du 

transcrit Nrk2 après axotomie du nerf sciatique dans le SNP (Sasaki et al., 2006). Afin de 

vérifier et d’affiner ces différents résultats, nous avons voulu évaluer la présence des transcrits 

codant ces deux kinases dans plusieurs tissus prélevés sur des souris : cortex, hippocampe, 

cervelet, cœur, foie, muscles. Les résultats obtenus par PCRq sont présentés Figure 88.B/C. 

De manière cohérente avec ce qui avait déjà été décrit, nous constatons que le messager Nrk1 

est constitutivement exprimé dans tous les tissus analysés, en particulier, ce messager semble 
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très présent dans le foie. Le messager Nrk2 est présent dans le cœur, le foie et les muscles 

squelettiques mais il ne semble pas détectable dans les régions cérébrales testées (cortex, 

hippocampe, cervelet). Ces données suggèrent que le NR serait converti en NMN par la 

kinase Nrk1 dans le milieu intracellulaire. 

Figure 88 : L’axo-protection induite par le NR lors d’un stress excitotoxique est attribuable à l’activité de l’enzyme 
Nrk1. (A) Schéma représentant la métabolisation intracellulaire du NR en NAD+ via sa conversion en NMN par les kinases 
Nrk1 et Nrk2. (B-C) Niveaux d’expression des ARN messagers Nrk1 (B) et Nrk2 (C) dans différents tissus murins. (D) 
Niveaux d’expression des messagers Nrk1 et Nrk2 dans des neurones corticaux soumis à un stress excitotoxique pendant 3h 
ou 24h (n=2). (E-F) Effet du NR dans les souris KO Nrk2 comparées aux souris WT : (E) Quantification de la mort 
neuronale ; (F) Quantification de la dégénérescence des axones (n=2). 

III.2.b. Lors d’un stress excitotoxique 

Cependant, on ne peut exclure une induction du messager Nrk2 lors d’une situation 

non physiologique, comme le suggère le résultat obtenu par l’équipe de Milbrandt en 2006 

après axotomie du nerf sciatique dans le SNP (Sasaki et al., 2006). Nous avons donc voulu 

évaluer la présence des messagers Nrk1 et Nrk2 dans notre modèle de stress excitotoxique. 

Les données obtenues par PCRq sont présentées Figure 88.D/F. Le traitement des neurones 

avec du NMDA 100µM pendant 24h ne semble pas induire l’expression du messager Nrk2 

mais augmente l’expression du messager Nrk1. De plus, nous avons pu avoir accès à des 

souris KO Nrk2, en collaboration avec l’équipe de M. Mericksay et Z. Li (équipe « Génétique 

et physiopathologie des tissus musculaires », UMR 8256). L’effet du NR lors d’un stress 

excitotoxique dans des neurones corticaux de souris KO Nrk2 reste le même comme indiqué 
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Figure 88.E/F. Ceci confirme que le messager Nrk2 n’est pas nécessaire à l’effet protecteur du 

NR et suggère l’implication de Nrk1 dans la conversion du NR en NAD+, conclusion se 

trouvant renforcée par le fait que le messager Nrk1 est induit dans notre modèle de stress 

excitotoxique. 

 

 Effet de l’excitotoxicité et de l’apport exogène de NR sur les taux III.3.
intracellulaires en NAD+ 

Les résultats précédents, suggérant la conversion du NR en NMN, soulèvent la 

question de la modulation des niveaux intracellulaires en NAD+  dans notre modèle et de 

l’effet de l’apport exogène de NR. Comme nous l’avons mentionné au cours de l’introduction, 

plusieurs études ont mis en évidence une déplétion en NAD+ intracellulaire dans des 

conditions d’excitotoxicité in vitro et in vivo (Kim et al., 2011a; Liu et al., 2008, 2009a). Afin 

de confronter ces résultats à notre modèle, nous avons effectué le dosage du NAD+ 

intracellulaire à partir de cultures de neurones corticaux en plaques. Les résultats indiqués 

Figure 89.A montrent que le stress excitotoxique induit par le NMDA 100µM pendant 24h 

entraîne une diminution des niveaux de NAD+ de 36%. Nous avons ensuite montré que le 

traitement des neurones avec du NR 1mM restaure les niveaux intracellulaires en NAD+ à leur 

état initial. La présence de l’enzyme Nmnat, permettant la conversion du NMN en NAD+, a 

déjà été décrite chez les mammifères (Berger et al., 2005; Koch-Nolte et al., 2011). On peut 

donc en conclure que l’apport de NR dans le milieu de culture des neurones corticaux entraine 

sa métabolisation en NMN par Nrk1 puis conduit à l’augmentation des taux intracellulaires en 

NAD+, permettant ainsi le maintien de ces taux dans notre modèle de stress excitotoxique.  

La conversion intracellulaire du NR en NAD+ suggère que l’effet axo-protecteur du 

NR est lié à une augmentation des taux intracellulaires de NAD+.  

Ces résultats permettent de décrire le métabolisme du NR dans notre modèle 

d’excitotoxicité. Comme présenté Figure 89.B, le NR pénètre dans le neurone via des NTs 

sensibles au dipyridamole. Il est ensuite converti en NMN par la kinase Nrk1. Finalement, 

l’augmentation des niveaux intracellulaires en NAD+ après traitement des neurones avec le 

NR suggère que cette molécule constitue un précurseur efficace capable de maintenir les taux 

en NAD+ dans des cellules soumises à un stress excitotoxique. 
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Figure 89 : Le traitement des neurones avec le NR induit une réplétion des niveaux intracellulaires en NAD+ lors d’un 
stress excitotoxique. (A) Dosage du NAD+ intracellulaire effectué sur des neurones traités ou non avec du NMDA 100µM et 
du NR 1mM pendant 24h. (B) Schéma représentant le métabolisme du NR lors de son application sur des neurones soumis à 
un stress excitotoxique. 

Les résultats obtenus dans la première partie de mon projet de thèse mettent en avant 

l’effet protecteur du NR dans un système de neurodégénérescence dans le SNC. Le modèle 

utilisé met en jeu des mécanismes de mort neuronale complexes non protégés par les 

molécules impliquées dans le métabolisme du NAD+. Cependant, ce modèle dévoile des effets 

localisés du NAD+ et du NR, capables de protéger spécifiquement de la dégénérescence 

axonale, et suggère que le maintien de l’intégrité axonale, du moins dans ce modèle, dépend 

des taux de NAD+ axoplasmique.  
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IV. Etude comparée des effets du NAD+ et du NR dans un modèle de 
dégénérescence axonale induite par une chute des taux en NAD+ 

 

Afin d’approfondir la compréhension du mécanisme de protection du NAD+ et du NR et 

d’étudier de manière plus précise le lien entre métabolisme du NAD+ et intégrité du neurone, 

nous avons mis au point un second modèle de neurodégénérescence, uniquement associé à 

une déplétion de la cellule en NAD+. En effet, en 2015, l’équipe de Milbrandt a montré dans 

un modèle d’axotomie que la dégénérescence de l’axone dépendait des niveaux 

intracellulaires en NAD+ (Gerdts et al., 2015). Ainsi, la diminution des taux de NAD+ induite 

par l’activation de Sarm-1 lors de l’axotomie provoque une dégénérescence de l’axone qui 

peut être prévenue par l’apport de NAD+ dans le milieu de culture. Nous avons ainsi utilisé un 

modèle basé sur le traitement des neurones corticaux avec le FK866 qui par l’inhibition de 

l’enzyme Nampt, convertissant le NAM en NMN, induit une forte déplétion en NAD+ et peut 

nuire à l’intégrité cellulaire (Bi et al., 2012; Grozio et al., 2013). Cet inhibiteur a fait l’objet 

de nombreuses études majoritairement dans le cadre de traitement en oncologie mais 

également dans l’exploration des effets du métabolisme du NAD+ dans des modèles in vitro. 

Le traitement des neurones corticaux par le FK866 constitue donc un second modèle de 

neurodégénérescence induit par un seul facteur : le blocage de la biosynthèse du NAD+ à 

partir du NAM. 

 

 Mise au point du modèle et caractérisation des effets du FK866 IV.1.

Le traitement des neurones corticaux en puces microfluidiques avec du FK866 a été 

effectué pendant 24, 48 ou 72h. Nous avons effectué le dosage du NAD+ intracellulaire pour 

les trois durées de traitement (Figure 90). On constate une diminution des taux de NAD+ qui 

s’accentue au cours du temps et atteint 95% après 72h de traitement. L’analyse du 

pourcentage de noyaux condensés et la mesure de l’index de fragmentation ont également été 

réalisées en suivant la même cinétique, ce qui nous a permis de corréler la déplétion en NAD+ 

avec la neurodégénérescence. Le traitement des neurones par le FK866 10µM induit une forte 

dégénérescence axonale et une mort neuronale à 72h : le pourcentage de noyaux condensés 

augmente ainsi de 10% en condition contrôle à 60% après 72h de traitement ; de même, 

l’index de fragmentation passe de 0,25 à 0,8 (Figure 90.C/D). D’un point de vue temporel, il 
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est intéressant de noter que la déplétion en NAD+ est déjà très importante à 24h alors que les 

effets sur l’intégrité neuronale ne sont visibles qu’à partir de 48h. Comme attendu, il semble 

donc que la chute des taux de NAD+ précède la neurodégénérescence. Ce résultat confirme 

que le modèle mis au point correspond bien à une dégénérescence du neurone induite par la 

diminution des niveaux intracellulaires en NAD+. 

 

Figure 90 : L’inhibition de Nampt par le FK866 induit une mort neuronale et une dégénérescence axonale associées à 
une diminution des niveaux intracellulaires en NAD+. (A) Schéma représentant le métabolisme du NAD+, en particulier 
l’inhibition par le FK866 de la conversion du NAM et NMN par l’enzyme Nampt. (B) Dosage du NAD+ intracellulaire après 
traitement des neurones avec 10µM de FK866 pendant 24, 48 et 72h (n= 3-5, *pvalue<0,05 ; **pvalue<0,001) ; (C) 
Quantification de la mort neuronale induite par l’application de FK866 10µM ; (D) Quantification de la dégénérescence 
axonale induite par l’application de FK866 10µM (n=4). 

 Caractérisation des effets du NAD+ et du NR lors d’une déplétion aigüe en IV.2.
NAD+ 

IV.2.a. Effets comparés du NAD+ et de ses précurseurs 

Les effets des précurseurs de la voie de biosynthèse du NAD+ ont été étudiés dans ce 

système. Des tests ont été effectués en amont afin de trouver la dose minimale efficace des 

précurseurs (données non présentées). Les résultats obtenus ont montré que des doses de 

50µM pour le NAD+, le NAM, le NMN, le NR étaient suffisantes pour protéger de la 

neurodégénérescence induite par le FK866 10µM. De manière surprenante, les effets 
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protecteurs observés diffèrent par rapport à ceux décrits lors du stress excitotoxique. En effet, 

dans ce second modèle, le NAD+, le NMN et le NR protègent à la fois de la mort neuronale et 

de la dégénérescence des axones (Figure 91.A/B). La protection observée est comprise entre 

90% et 100% et il n’y a pas de différence d’efficacité entre les 3 molécules. Il convient de 

noter que l’effet du NAM est quant à lui non significatif. Une protection d’environ 50% vis  à 

vis de la condensation nucléaire et de la dégénérescence axonale est néanmoins observée. Ce 

résultat peut s’expliquer puisque le FK866 bloque l’enzyme permettant la synthèse de NMN, 

et donc de NAD+, à partir du NAM. Le NAM, appliqué de manière exogène sur les neurones, 

n’est ainsi pas capable de lutter contre la diminution des taux intracellulaires en NAD+ et 

donc contre la neurodégénérescence induite par le FK866.  

Au contraire, l’efficacité quasi totale du NAD+, du NMN et du NR suggère une 

métabolisation extrêmement efficace de ces molécules dans ce paradigme, en comparaison à 

leur effet décrit lors d’un stress excitotoxique et présenté dans la première partie des résultats. 

Ces différences d’efficacité entre les deux modèles testés se résument pas ces trois 

observations :  

1) le NAD+ et ses précurseurs préviennent de la mort neuronale et de la dégénérescence 

des axones lors d’une déplétion totale en NAD+ mais seulement de la dégénérescence des 

axones en excitotoxicité;  

2) les doses efficaces pour observer un effet protecteur diffèrent d’un facteur 100 (5mM 

dans le modèle de stress excitotoxique contre 50µM lors d’une déplétion totale en NAD+) ;  

3) le NAD+, tout comme le NMN, est aussi efficace que le NR lors d’une déplétion totale 

en NAD+. 

Le premier point peut être relié à la différence des mécanismes de neurodégénérescence 

mis en jeu dans les deux modèles. Comme nous l’avons discuté auparavant, le stress 

excitotoxique induit par le NMDA provoque des dommages sur la cellule associés à divers 

paramètres tels qu’une dérégulation calcique, des dysfonctions mitochondriales, l’apparition 

du stress oxydant, l’activation de protéines kinases et la modulation des niveaux en NAD+. 

Cette mort multifactorielle ne semble pas être sauvée par les molécules du métabolisme du 

NAD+. Au contraire, le paradigme de neurodégénérescence induit par le FK866 est 

uniquement dépendant de la déplétion en NAD+. Dans ce cadre, l’apport de NAD+ ou de NR 

cible directement les causes de la dégénérescence et peut prévenir de la mort neuronale. 

Cependant, ces considérations ne permettent pas d’expliquer pourquoi les doses utilisées sont 

beaucoup plus faibles et pourquoi le NAD+ est aussi efficace que le NR. En effet, ces 
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observations suggèrent plutôt une adaptation particulière du métabolisme du NAD+ dans le 

paradigme de déplétion totale en NAD+ comparé au modèle d’excitotoxicité. Plusieurs 

hypothèses peuvent être formulées pour expliquer cette adaptation : l’expression des enzymes 

de la voie de biosynthèse du NAD+ est-elle régulée lors de la neurodégénérescence induite par 

le FK866 ? La métabolisation extracellulaire de ces molécules dépend-elle du paradigme 

neurotoxique ? 

Figure 91 : Effet du NAD+ et de ses précurseurs lors d’une déplétion en NAD+ induite par l’inhibition de Nampt par le 
FK866. Le traitement des neurones avec 50µM de NAD+, de NMN ou de NR protège totalement de la neurodégénérescence 
induite par l’application de FK866 pendant 72h. (A) Quantification de la mort neuronale ; (B) Quantification de la 
dégénérescence axonale (n=3-7, *pvalue<0,05 ; **pvalue<0,001). (C) Immunocytochimie de cellules traitées avec du FK866 
10µM, du NAD+ ou du NR 50µM, comme indiqué, pendant 72h. Marquage Hoechst dans le compartiment somato-
dendritique (gauche). Marquage β3-Tubuline dans le compartiment axonal (droite) (échelle=20µm). (D-E) Effet du NAD+ et 
du NR lors d’un co-traitement avec du FK866, 24h post-traitement ou 48h post-traitement. (D) Quantification de la mort 
neuronale ; (E) Quantification de la dégénérescence axonale (n=3). 
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IV.2.a. Effets neuroprotecteurs du NAD+ et du NR post-traitement 

Avant de s’intéresser à ces questions, il est important de noter que la cinétique de 

dégénérescence mise en jeu dans ce modèle est beaucoup plus longue que dans le modèle 

d’excitotoxicité. Nous avons vu dans la caractérisation du modèle que la déplétion en NAD+ 

survenait précocement par rapport à la neurodégénérescence. Nous avons voulu tester 

l’application du NAD+ et du NR 24h et 48h post-traitement afin de mettre en évidence un 

potentiel effet de ces molécules alors que la diminution du NAD+ dans le neurone est déjà 

significative. Les résultats présentés Figure 91.D/E montrent que la protection induite par une 

application du NAD+ ou du NR 24h post-traitement reste maximale. Cependant, si 

l’application est effectuée 48h après le traitement au FK866, on perd environ 80% de la 

protection induite par le NAD+ et le NR. Ceci suggère une fenêtre d’intervention comprise 

entre 24h et 48h pour sauver les neurones de la dégénérescence induite par la diminution 

brutale des taux de NAD+. Ce résultat est particulièrement intéressant dans le cadre de 

stratégies thérapeutiques puisqu’il permettrait de mettre en place un traitement qui bloque 

totalement la neurodégénérescence alors que la diminution des taux de NAD+ est déjà 

détectable.  

 

 Implication des kinases Nrk dans la métabolisation intracellulaire du NR IV.3.
lors d’une déplétion aigüe en NAD+ 

Ces résultats obtenus à partir d’un modèle de déplétion des taux de NAD+ suggèrent 

fortement que les effets comparés du NAD+ et du NR dépendent du paradigme 

neurodégénératif. Nous nous sommes donc intéressés à la voie de métabolisation du NR afin 

de déceler une potentielle régulation de cette voie dans le modèle FK866.  

Nous avons ainsi étudié la présence des enzymes Nrk1 et Nrk2 lors d’une déplétion aigüe 

en NAD+. Des neurones corticaux, mis en culture dans des puits, ont été traités avec du 

FK866 pendant 24, 48 et 72h. L’analyse des deux messagers codant Nrk1 et Nrk2 a été 

réalisée par PCRq. Contrairement aux résultats obtenus après traitement au NMDA, une 

induction du messager Nrk2 est observée après 72h de traitement au FK866 (augmentation de 

3,7x). En ce qui concerne les niveaux de l’ARNm Nrk1, on retrouve une induction du 

messager dès 24h de traitement au FK866 (augmentation de 1,6x), ce qui corrobore les 

résultats obtenus dans notre modèle d’excitotoxicité. Après 72h de traitement, les niveaux du 

messager ont augmenté (augmentation de 3,6x) mais il n’y a plus de différence observée entre 
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la condition contrôle et le traitement au FK866 (Figure 92.A/B). L’induction du messager 

Nrk2 est extrêmement intéressante et rejoint le résultat obtenu par l’équipe de Milbrandt en 

2006, qui avait montré une induction de ce messager après axotomie du nerf sciatique (Sasaki 

et al., 2006). Cette induction influe-t-elle sur la neuroprotection conférée par le NAD+ et le 

NR ? Le traitement des neurones corticaux mis en culture dans des dispositifs microfluidiques 

et co-traités avec du FK866 10µM et du NR 50µM a été réalisé à partir de souris WT et de 

souris KO Nrk2. De manière surprenante, aucune différence d’efficacité du NR n’est 

observée. L’induction du messager Nrk2 ne semble donc pas nécessaire à l’effet protecteur 

induit par le NR.  

Le dosage des niveaux intracellulaires en NAD+ lors du traitement des neurones avec du 

NR montre une augmentation des taux en NAD+ très importante, menant à des niveaux 

intracellulaires en NAD+ 2,7 fois plus élevés qu’en condition contrôle, confirmant une 

métabolisation du NR extrêmement forte. 

 

Figure 92 : L’induction du messager Nrk2 observée lors d’une déplétion aigüe en NAD+ n’est pas nécessaire à l’effet 
protecteur du NR. (A) Electrophorèse en gel d’agarose montrant le niveau d’expression des messagers Nrk1 et Nrk2 dans 
des neurones corticaux soumis à une forte déplétion en NAD+ induite par le FK866 10µM pendant 24h, 48h et 72h : pas de 
modulation de l’expression du messager Nrk1 mais induction du messager Nrk2 après 48h et 72h de traitement. (B) 
Quantification des niveaux des ARNm Nrk1 et Nrk2 obtenus par PCRq (n=2-3). (C-D) Neurodégénérescence observée après 
traitement au FK866 10µM seul ou en pré-traitement avec du NR 50µM dans des souris WT ou des souris KO Nrk2 (n=2); 
(C) Quantification de la condensation nucléaire ; (D) Quantification de la dégénérescence axonale. (n=2). (E) Dosage des 
niveaux intracellulaires en NAD+ après co-traitement des neurones corticaux avec 10µM de FK866 et 1mM de NR (n=3). 
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V. Métabolisme extracellulaire du NAD+ et de ses précurseurs 
 

Lors de la description du métabolisme du NAD+ dans le chapitre III, nous avons évoqué 

une voie de métabolisation extracellulaire étudiée chez la levure (Bogan et al., 2009) mais 

également sur des lignées cellulaires humaines et des neurones murins du SNP permettant la 

conversion du NAD+ en NMN puis en NR à l’extérieur de la cellule (Nikiforov et al., 2011; 

Di Stefano et al., 2014). Des NTs permettent ensuite l’entrée du NR dans les cellules, comme 

nous l’avons démontré précédemment. Cette voie met en évidence l’importance du NR dans 

le métabolisme du NAD+ mais à l’heure actuelle aucune donnée ne prouve son existence dans 

le SNC. Dans l’optique d’améliorer notre compréhension des différences d’effet protecteur du 

NAD+ et du NR et afin de rendre compte de la pertinence de cette voie extracellulaire dans le 

SNC, nous avons étudié les différentes étapes dans les deux paradigmes neurotoxiques 

présentés dans ce projet. Cette voie nécessite deux activités enzymatiques : les nucléotides 

pyrophosphatases (NPP-ase) participent à la conversion du NAD+ en NMN ; les nucléotidases 

(NT-ase) participent à la conversion du NMN en NR. Comme nous l’avons vu en 

introduction, ces enzymes ont été décrites dans le métabolisme de l’ATP et de l’adénosine au 

niveau du SNC et notamment au niveau des cellules gliales astrocytaires. Cependant le rôle de 

ces enzymes n’a encore été décrit ni dans la conversion du NAD+ en NR dans le SNC, ni dans 

le processus d’axo-protection. L’activité NT-ase peut être inhibée par un excès de CMP 

(Hunsucker et al., 2005) tandis que l’activité NPP-ase peut être inhibée par l’AP4a 

(Vollmayer et al., 2003b). 

 

 Lors d’un stress excitotoxique V.1.

Dans le contexte d’un stress excitotoxique, nous avons voulu étudier l’effet du NAD+ 

et du NMN lorsque les différentes étapes de la voie extracellulaire sont bloquées à l’aide 

d’inhibiteurs pharmacologiques. La Figure 93.B montre l’effet de l’inhibiteur des 

pyrophosphatases (AP4A), des 5’-nucléotidases (CMP) et des NTs (dipyridamole) en co-

traitement avec le NAD+. De manière surprenante, aucun des trois agents pharmacologiques 

n’influe sur l’effet protecteur du NAD+. Contrairement aux données décrites dans la 

littérature, l’effet axo-protecteur du NAD+ lors d’un stress excitotoxique ne semble pas être 

lié à une métabolisation extracellulaire en NR. Au contraire, l’effet protecteur du NMN est 

diminué lors du co-traitement avec les inhibiteurs CMP et dipyridamole, passant de 56% à 
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18% et 22% respectivement comme le montre la Figure 93.C. La conversion du NMN en NR 

semble donc essentielle à l’effet axo-protecteur du NMN. Ces résultats suggèrent une 

différence de métabolisation entre le NMN et le NAD+ lors d’un stress excitotoxique. 

 

 Lors d’une déplétion totale en NAD+ V.2.

Nous avons effectué les mêmes traitements dans le cadre d’une neurodégénérescence 

associée à la diminution des taux de NAD+ dans la cellule. Le co-traitement des neurones 

avec du NAD+ et du CMP lors d’une déplétion en NAD+ induite par le FK866 met en 

évidence la conversion du NAD+ en NR dans ce paradigme (Figure 93.D). Le CMP bloque la 

protection axonale du NAD+ : celle-ci passe de 86% à 20%. L’effet de l’AP4A, inhibiteur des 

nucléotides pyrophosphatases, est moins concluant. La protection de 86% induite par le 

NAD+ passe à 65% lors du co-traitement avec 1mM de AP4A, diminuant ainsi de 20% l’effet 

protecteur du NAD+. Une dose plus élevée de cet inhibiteur (10mM) a également été testée 

mais celle-ci se révèle toxique dans notre modèle. L’effet protecteur du NMN est également 

bloqué par le co-traitement avec le CMP, passant de 100% à 10% de protection (Figure 93.E). 

La conversion extracellulaire du NAD+ et du NMN dans ce modèle semble donc être 

impliquée dans les effets protecteurs de ces deux molécules. 

L’effet du dipyridamole a également été testé dans ce paradigme. Celui-ci a peu 

d’influence sur l’effet protecteur du NAD+ (perte de 20% de protection de la dégénérescence 

axonale). La protection induite par le NMN est, quant à elle, diminuée de 40% lors du co-

traitement avec le dipyridamole. Enfin, le dipyridamole bloque partiellement l’effet protecteur 

du NR dans ce paradigme : celui-ci passe de 92% à 53% de protection. De manière 

surprenante, il semblerait donc que l’inhibition des transporteurs ENT1 et ENT2 ne soit pas 

suffisante pour bloquer totalement l’entrée du NR dans la cellule lors de la diminution des 

niveaux en NAD+ par le FK866. L’efficacité d’entrée du NR pourrait être augmentée par la 

présence d’autres NTs à la membrane des neurones, corroborant les résultats indiquant une 

augmentation très importante du NAD+ dans ce paradigme ainsi qu’une protection contre la 

neurodégénérescence totale pour des doses faibles de NAD+ ou de NR (50µM). 
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Figure 93 : Le métabolisme extracellulaire du NAD+ est dépendant du stress neurotoxique. (A) Schéma représentant le 
métabolisme extra et intracellulaire du NAD+ et de ses précurseurs NMN et NR. La conversion extracellulaire du NAD+ en 
NMN est régulée par des nucléotides pyrophosphatases, pouvant être inhibées par l’AP4A. La conversion du NMN en NR est 
régulée par des ecto-nucléotidases, décrites pour être bloquées par le CMP. L’entrée du NR dans la cellule se fait via des 
transporteurs de nucléosides, dont certains sont inhibés par le dipyridamole. (B) Quantification de la dégénérescence axonale 
observée dans des cultures de neurones co-traités avec du NMDA 100µM et du NAD+ 5mM avec différents inhibiteurs de la 
voie extracellulaire (Dipyridamole 50µM, CMP 25mM, AP4A 1mM) (n=3). (C) Quantification de la dégénérescence axonale 
observée dans des cultures de neurones co-traités avec du NMDA 100µM et du NMN 5mM avec différents inhibiteurs de la 
voie extracellulaire (Dipyridamole 50µM, CMP 25mM) (n=3). (D) Quantification de la dégénérescence axonale observée 
dans des cultures de neurones co-traités avec du FK866 10µM et du NAD+ 50µM avec différents inhibiteurs de la voie 
extracellulaire (Dipyridamole 50µM, CMP 25mM, AP4A 1mM) (n=1-3). (E) Quantification de la dégénérescence axonale 
observée dans des cultures de neurones co-traités avec du FK866 10µM et du NMN 50µM avec différents inhibiteurs de la 
voie extracellulaire (Dipyridamole 50µM, CMP 25mM) (n=3). (F) Quantification de la dégénérescence axonale observée 
dans des cultures de neurones co-traités avec du FK866 10µM, du NR 50µM et du dipyridamole 50µM (n=3). 
(*pvalue<0,05 ;**pvalue<0,01) 
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 Modulation de l’entrée du NR via les NTs lors d’une déplétion en NAD+ ? V.3.

Nous avons analysé le niveau d’expression des ARNm des différents NTs lors du 

paradigme de déplétion en NAD+ afin de mettre en évidence une potentielle régulation de ces 

messagers dans ce modèle pouvant expliquer l’effet partiel du dipyridamole. Les résultats 

présentés dans ce paragraphe sont préliminaires et des expériences complémentaires sont en 

cours de réalisation. La  Figure 94 présente les niveaux d’expression des ENTs après  

traitement au FK866 pendant 24h et 72h. A partir de ces données, il semble que les transcrits 

codant les NTs ENT1, ENT2 et ENT4 soient plus exprimés lorsque que la cellule est soumise 

à une forte déplétion en NAD+ (augmentation respectives de 1.5x, 3x et 2x). Les nucléosides, 

et en particulier le NR, seraient alors en mesure de pénétrer plus efficacement dans les 

neurones. 

 Figure 94 : Modulation des ENTs lors d’une déplétion en NAD+. (A) Quantification des niveaux d’expression des 
messagers ENT1, ENT2, ENT3 et ENT4 dans des neurones corticaux soumis à une forte déplétion en NAD+ induite par le 
FK866 10µM pendant 72h par PCRq (n=3). 

 

Ces résultats suggèrent la conversion du NAD+ et du NMN en NR dans un paradigme 

de déplétion totale en NAD+. L’entrée du NR dans la cellule semble nécessiter des NTs en 

partie insensibles au dipyridamole. En considérant l’ensemble des résultats obtenus, la voie 

extracellulaire décrite dans le SNP et dans des lignées cellulaires serait valide dans le modèle 

de déplétion totale en NAD+ dans le SNC. 

De manière surprenante, la métabolisation extracellulaire du NAD+ est dépendante du 

paradigme neurotoxique. Deux hypothèses peuvent être formulées : 

1) L’expression des enzymes impliquées dans la conversion extracellulaire du NAD+ 

ainsi que des NTs permettant le transport du NR est régulée lors d’une déplétion 

totale en NAD+.  
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2) La métabolisation extracellulaire du NAD+ est dépendante du compartiment 

subcellulaire. 

En ce qui concerne la première hypothèse, nos résultats suggèrent que l’activité 

nucléotidase, inhibée par le CMP, est présente dans les deux modèles. Cependant, les résultats 

sur l’activité pyrophosphatase demandent à être complétés : l’expression des NPP-ase serait-

elle augmentée lors d’une déplétion en NAD+, permettant ainsi de prévenir la chute des taux 

intracellulaires en NAD+ ? Une analyse plus fine de la présence de l’activité pyrophashatase 

serait requise, par exemple via l’utilisation d’autres inhibiteurs des NPP-ase. Enfin, il semble 

que les niveaux des transcrits codant les NTs ENT2 et ENT4 soient augmentés, ce qui va dans 

le sens d’une régulation positive de cette voie de métabolisation dans le modèle de 

neurodégénérescence induite par le FK866. 

Figure 95 : Schéma présentant les différences d’effets du métabolisme de NAD+, et en particulier du NR, dans les deux 
paradigmes neurotoxiques présentés dans ce travail. 

Pour la seconde hypothèse, il est important de bien exposer les différences entre ces 

deux modèles. La nature du stress est la première différence notable : l’excitotoxicité est 

multifactorielle tandis que le FK866 induit une neurodégénérescence uniquement associée à 

la diminution des taux de NAD+. Ainsi, alors que le NAD+ et le NR faillissent à sauver de la 

mort neuronale lors du stress excitotoxique, ils protègent totalement l’intégrité neuronale lors 
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du stress induit par le FK866. Nous avons donc un premier modèle dans lequel le NR et le 

NAD+ protègent uniquement les axones et les corps cellulaires dégénèrent et un second 

modèle dans lequel les deux compartiments subcellulaires restent intègres (Figure 95). 

Figure 96 : Schéma hypothétique de métabolisation extracellulaire compartimentalisée du NAD+ : la conversion du 
NAD+ en NMN serait possible uniquement dans le compartiment somatique. 

La métabolisation du NAD+ pourrait dépendre du compartiment subcellulaire. En 

effet, lorsque le soma n’est pas sauvé par le NR et le NAD+ (c’est-à-dire dans notre modèle 

d’excitotoxicité), l’analyse de la voie extracellulaire montre que le NAD+ n’est pas converti 

en NR par les nucléotidases tandis que lorsque le soma est sauvé (dans le modèle de déplétion 

en NAD+), le NAD+ est converti en NR. Dans le premier cas, les effets du NAD+ et du NR se 

font majoritairement au niveau du compartiment axonal tandis que dans le second cas, ils 

peuvent se faire au niveau des deux compartiments subcellulaires. Cela suggère fortement que 
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le NAD+ ne peut être converti en NR dans le compartiment axonal alors qu’il peut l’être dans 

le compartiment somatique. Cette différence de métabolisation est peut-être due à l’absence 

ou à la non-activité des pyrophosphatases dans le compartiment axonal. La Figure 96 présente 

un schéma récapitulatif de la métabolisation extracellulaire compartimentalisée du NAD+. 

Afin de confirmer cette hypothèse, il semble important d’étudier la localisation subcellulaire 

des NPP-ase ainsi que des NTs: sont-ils exprimés au niveau des corps cellulaires ou des 

axones ? 

 





 

 

DISCUSSION 

Ce projet de doctorat a pour objectif de caractériser les effets protecteurs du NAD+ et 

de mettre en évidence les effets du NR dans un modèle de dégénérescence axonale. Comme 

démontré au cours des résultats, un effet protecteur important du NR a été mis en évidence 

dans deux modèles de dégénérescence in vitro et dans un modèle in vivo. Qui plus est, le NR 

semble être plus efficace que le NAD+ et que d’autres précurseurs lors d’un stress 

excitotoxique. Ces résultats suscitent beaucoup d’interrogations sur le mécanisme d’action du 

NR et donc sur la métabolisation du NAD+ et de ses précurseurs dans le SNC.  

I. Modèle excitotoxique 
 

Comme nous l’avons souligné dans les résultats, la première étape du projet a été de 

mettre au point un modèle d’étude permettant de suivre un processus dégénératif commun aux 

maladies neurodégénératives. Nous avons choisi de nous intéresser à l’excitotoxicité par ajout  

de NMDA car celui-ci avait déjà été utilisé dans de nombreuses études in vitro, dont certaines 

pour lesquelles un effet bénéfique du NAD+ sur la neurodégénérescence avait été décrit 

(Wang et al., 2014b). Nous nous sommes placés dans des conditions où la toxicité est 

optimale afin d’analyser l’effet protecteur des différents composés testés. Ainsi, l’index de 

fragmentation axonale mesuré aux alentours de 0,2 en situation contrôle atteint 0,9 lors de 

l’application de NMDA 100µM pendant 24h, correspondant à une dégénérescence axonale 

maximale. Bien que cela ne fasse pas partie de l’objectif initial du projet, j’ai souhaité 

caractériser le type de mort mis en jeu lors du processus dégénératif observé. Pour cela, j’ai 

testé différents inhibiteurs des grandes voies de mort cellulaire. Après analyse de la 

condensation des noyaux marqués par le Hoechst 33342, les résultats obtenus avec des 

inhibiteurs des caspases, des PARPs et de RIP1 suggèrent que la mort observée n’est 

respectivement ni de l’apoptose dépendante des caspases, ni de la parthanatos, ni de la 

nécroptose. Ces résultats contrastent avec les précédentes études effectuées sur des modèles 

d’excitotoxicité. Une mort de type apoptotique a ainsi été observée après traitement de 

neurones corticaux pendant 24h avec du glutamate 30µM et de la glycine 3µM (Wang et al., 

2014b). De plus, le prétraitement de neurones corticaux avec de la nécrostatine-1 100µM 

protège de la mort neuronale induite par un traitement de 2h avec du NMDA 100µM (Li et 

al., 2008). Enfin, PJ34, inhibiteur spécifique de PARP1, prévient des effets toxiques de 
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l’application de kaïnate 10µM pendant 1h sur des tranches organotypiques de moelle épinière 

de rat (Mazzone and Nistri, 2011). Pour expliquer les différences observées, il est important 

de noter que chaque modèle de stress excitotoxique étudié est diffèrent : 1) l’agent 

pharmacologique utilisé n’est pas toujours le même et il est, par exemple, possible que 

l’application de kaïnate active d’autres voies de signalisation que le NMDA. En effet, nous 

avons vu qu’il existait des récepteurs ionotropiques spécifiques pour ces excitotoxines ; 2) les 

doses et les temps de traitement peuvent avoir un impact important sur les mécanismes de 

mort cellulaire. Une dose forte aura tendance à déclencher un mécanisme simple tel que de la 

nécrose tandis qu’une dose plus faible appliquée sur une cinétique plus longue peut induire un 

mécanisme plus complexe tel que l’apoptose ; 3) enfin, dans les études citées ci-dessus, l’effet 

des inhibiteurs est rarement total. Ceci peut être dû aux doses utilisées ou à une efficacité 

relative des inhibiteurs mais également à la mise en place d’autres voies de mort restant 

actives. En effet, comme nous l’avons mentionné dans le chapitre IV, l’excitotoxicité induit 

des modifications cellulaires complexes et peut activer plusieurs mécanismes de mort en 

parallèle. L’absence de résultats avec les inhibiteurs testés lors du stress excitotoxique peut 

s’expliquer par la multiplicité des voies de mort activées. D’autres inhibiteurs sont ainsi en 

cours de test : 1) le 3-méthyl adénine, inhibiteur de la PI3K kinase, permettrait de mettre en 

évidence un rôle de l’autophagie dans notre modèle (Wang et al., 2008b); 2) l’inhibition des 

calpaïnes par la calpastatine ou la calpeptine permettrait d’envisager un aspect nécrotique de 

la mort neuronale observée, comme cela a été suggéré dans plusieurs modèles d’excitotoxicité 

(Bevers et al., 2009; Nimmrich et al., 2010).  

Dans la seconde partie de mon projet, la neurodégénérescence est induite par la 

déplétion totale des taux de NAD+ intracellulaire en inhibant l’enzyme Nampt, impliquée 

dans la production de NAD+ à partir de NAM. Comme pour le stress excitotoxique, le 

traitement des neurones pendant 72h avec du FK866 10µM correspond à une importante 

dégénérescence axonale (IF=0,85). Cependant, les noyaux observés après traitement au 

FK866 présentent une morphologie particulière : outre la présence de noyaux condensés 

(environ 60% après traitement), une condensation périnucléaire est également observée sur 

certains noyaux, suggérant la mise en place de mécanismes de mort à caractère nécrotique 

(Puyal et al., 2013). 

Les effets du NAD+ et du NR ont été caractérisés dans ces deux modèles. De manière 

surprenante, ces effets ne sont pas les mêmes en fonction du stress neurotoxique. Alors que 

ces molécules ne protègent que de la dégénérescence de l’axone lors du stress excitotoxique, 
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elles sont capables de prévenir complètement de la neurodégénérescence lors du traitement au 

FK866. Notre hypothèse pour expliquer cette différence est l’aspect multifactoriel de la mort 

induite par le NMDA, qui provoque notamment une dérégulation de l’influx calcique, une 

augmentation du stress oxydant et une diminution des taux en NAD+. Les molécules 

précurseurs de la biosynthèse du NAD+ ne permettent pas de prévenir tous ces 

dysfonctionnements et ont donc seulement des effets partiels sur l’intégrité cellulaire. En 

revanche, lors du traitement avec le FK866, la dégénérescence induite est uniquement 

associée à une diminution brutale et quasi complète des taux de NAD+. Le maintien de ces 

taux par l’application de précurseurs du NAD+ permet donc le maintien total de l’intégrité 

cellulaire. La protection quasi totale de la dégénérescence axonale par le NR suggère 

fortement que l’intégrité de l’axone est uniquement dépendante des niveaux en NAD+. 

Cependant, il est important de noter que lors du stress induit par le FK866, les taux de NAD+ 

sont très bas dès 24h de traitement alors que l’axone ne dégénère pas. Il est donc peu probable 

que la dégénérescence axonale observée dès 8h de traitement lors du stress excitotoxique soit 

uniquement due à une diminution des taux de NAD+. La neurodégénérescence doit 

vraisemblablement être accélérée par les autres facteurs impliqués dans le stress induit par le 

NMDA. Néanmoins, la protection axonale induite par le NR et le NAD+ suggère que la 

déplétion en NAD+ est un événement précoce qui se place en amont des autres effecteurs, tels 

que l’activation de la voie de signalisation des MAPK par exemple (Gerdts et al., 2015, 

2016). Ainsi, l’application du NAD+ et du NR bloque la cascade de signalisation induisant la 

dégénérescence axonale lors du stress excitotoxique. Il serait intéressant d’étendre ces 

observations à d’autres modèles de neurodégénérescence, tels qu’une déprivation en facteurs 

trophiques ou un modèle d’hypoxie in vitro, ce qui pourrait permettre une caractérisation 

encore plus précise des mécanismes de protection conférée par le NAD+ et ses précurseurs. 

II. Etude de la DA dans les dispositifs microfluidiques 
 

Le deuxième point déterminant dans mon projet a été le choix du type de culture 

neuronale étudié. L’équipe dans laquelle j’ai effectuée mon doctorat a développé depuis 

plusieurs années des dispositifs microfluidiques pour la culture de neurones. L’acquisition de 

cette technique nécessite un certain savoir-faire et a été améliorée par les différents 

expérimentateurs qui ont travaillé au sein de l’équipe. Aujourd’hui, ces dispositifs sont 

utilisés en routine et permettent la mise en place de cultures primaires neuronales simples ou 
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en réseaux connectés. De manière pratique, ce dispositif miniature permet le « screening » 

d’un grand nombre de molécules pharmacologiques lors d’une seule expérience, via le 

traitement d’environ 80 circuits par culture. Dans le cadre de mon projet, j’ai choisi les 

cultures primaires de neurones corticaux non connectés, permettant ainsi l’étude d’une 

population neuronale unique sans avoir à tenir compte des interactions synaptiques entre deux 

types cellulaires distincts. De plus, l’accès à la chambre distale que seuls les axones peuvent 

atteindre permet de quantifier la dégénérescence axonale de manière précise et donne la 

possibilité de traiter de manière indépendante la chambre somato-dendritique de la chambre 

axonale. Cela m’a permis de mettre en évidence un métabolisme localisé du NR et du NAD+.  

Maintenant que les effets du NAD+ et du NR sont établis avec certitude sur la 

dégénérescence axonale, il serait intéressant de confronter ces deux molécules à un modèle de 

déconnexion synaptique. En effet, la déconnexion synaptique a été décrite comme un 

événement précoce des processus neurodégénératifs (Arendt, 2009; Callahan and Coleman, 

1995; Selkoe, 2002). La mise en évidence d’effets protecteurs des molécules du métabolisme 

du NAD+ lors de ce processus conforterait l’intérêt de ces molécules d’un point de vue 

thérapeutique. Plusieurs modèles de réseaux connectés en dispositifs microfluidiques sont 

maitrisés au sein de mon équipe, et en particulier les réseaux cortex-hippocampe et cortex-

striatum. Dans un premier temps, ceux-ci pourraient être utilisés afin d’évaluer les effets du 

NAD+ et du NR sur la dégénérescence des synapses induite par un stress excitotoxique. Au 

préalable, une mise au point serait nécessaire pour définir la dose de NMDA et la cinétique de 

traitement optimum afin d’induire seulement une déconnexion pré-synaptique sans altérations 

des segments axonaux ou des neurones secondaires. Dans un second temps, l’étude in vitro de 

la voie perforante impliquée dans la maladie d’Alzheimer pourrait être mise en place pour se 

rapprocher d’un modèle physio-pathologique. Dans ce modèle, la déconnexion synaptique 

peut être induite par l’application d’oligomères de peptides Aβ1-42 sur les neurones corticaux 

mis en culture dans la chambre proximale et connectés avec des neurones hippocampiques 

présents dans la chambre distale. Ce modèle a déjà été caractérisé par B. Deléglise (Deléglise 

et al., 2014). Plusieurs arguments sont en faveur d’un effet protecteur du NAD+ dans la 

déconnexion synaptique. En effet, en 2013, l’application de NAD+ a été montrée pour 

prévenir de la perte synaptique induite par axotomie dans un réseau cortico-striatal mis en 

culture en puces microfluidiques (Deléglise et al., 2013). De plus, très récemment, une équipe 

a mis en évidence le rôle du NAD+ dans l’activité synaptique. Ainsi, l’activité du répresseur 

transcriptionnel CtBP1, ancré à la synapse, serait régulée par l’activité neuronale via la 
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modification des niveaux intracellulaires en NAD+ et en NADH (Ivanova et al., 2015). 

III. Métabolisme du NAD+ et de ses précurseurs dans les neurones du 
SNC 
 

Nous avons mis en évidence que l’effet protecteur du NR se traduisait par une 

augmentation des niveaux intracellulaires en NAD+. Nous avons démontré que la voie de 

synthèse du NAD+ à partir du NR semblait associée à l’activité de la kinase Nrk1, et non 

Nrk2. Pour rappel, les kinases Nrk permettent la conversion du NR en NMN. La non-

implication de la kinase Nrk2 a pu être mise en évidence grâce aux expériences effectuées sur 

les souris KO Nrk2 (collaboration avec M. Mericksay et Z. Li). En effet, nous avons montré 

que l’invalidation du gène Nrk2 ne modifiait en aucune mesure les effets protecteurs du NR 

lors d’un stress excitotoxique mais également lors d’une déplétion aigüe en NAD+ induite par 

le FK866. De plus, le messager Nrk2 n’est pas présent dans les tissus cérébraux testés ni dans 

les cellules corticales. Au contraire, le messager Nrk1 semble exprimé dans tous les tissus et 

une induction de ce transcrit est observé lors d’un stress excitotoxique de 24h. Le résultat 

suggérant une induction de Nrk2 après le traitement au FK866 amène, quant à lui, à plus de 

discussion. En effet cette induction, déjà démontrée lors de l’axotomie du nerf sciatique dans 

le SNP (Sasaki et al., 2006), n’a pas de fonction identifiée dans notre modèle. La protéine 

Nrk2 correspond à la forme épissée d’une protéine appelée ITGB1BP3 (pour muscle integrin 

β1 binding protein), ce qui suggère une autre fonction de Nrk2 en tant que protéine de 

liaison aux intégrines (Li et al., 2002, 2003). Dans l’introduction, nous avons également 

mentionné une activité de Nrk2 avec d’autres nucléosides, tels que la tiazofurine et l’uridine 

(Bieganowski et al., 2004). L’induction du messager Nrk2 observée pourrait donc s’expliquer 

par l’implication de cette kinase dans d’autres mécanismes indépendant du NAD+ et du NR. 

La synthèse de NAD+ à partir de NMN nécessite l’activité des enzymes Nmnat, dont il 

existe trois isoformes chez les cellules de mammifère : Nmnat1-3, respectivement localisées 

dans le noyau, l’appareil de golgi et la mitochondrie (Berger et al., 2005; Emanuelli et al., 

2001; Schweiger et al., 2001). Les différentes localisations de ces enzymes suggèrent une 

synthèse de NAD+ dépendante du compartiment subcellulaire. Ceci peut se traduire par une 

différence des niveaux de NAD+ dans les différents compartiments cellulaires. En effet, dans 

les astrocytes, les « pools » de NAD+ sont majoritaires dans le cytosol (60-70%) tandis que 

dans les neurones, les niveaux en NAD+ sont quasiment équivalents entre le cytosol et les 
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mitochondries (Alano and Swanson, 2007). L’efficacité catalytique de Nmnat1 a été montrée 

pour être la plus importante (Km=20,1µM (Revollo et al., 2004)), bien supérieure à celle de 

Nmnat3 (Sorci et al., 2007), suggérant un rôle important de cette enzyme au niveau nucléaire. 

De manière surprenante, l’activité enzymatique des Nmnat n’a pas seulement été décrite dans 

la synthèse de NAD+ mais également dans la réaction réciproque, produisant ainsi du NMN et 

de l’AMP à partir du NAD+ (Berger et al., 2005). Cependant, cette réaction semble 

minoritaire in vivo et donc non essentielle dans notre problématique (Lau et al., 2009). Dans 

notre modèle, il semblerait intéressant d’étudier la localisation des trois enzymes Nmnat ainsi 

que leur rôle dans la protection induite par le NR. La surexpression de Nmnat1 et de Nmnat3 

permet de protéger des axones de DRG après axotomie et ce quelle que soit la localisation 

subcellulaire des enzymes, c’est à dire Nmnat1 nucléaire ou cytoplasmique et Nmnat3 

mitochondriale ou nucléaire (Sasaki et al., 2006). De plus, nos résultats sur la 

compartimentalisation des effets du NAD+ et du NR suggèrent fortement une métabolisation 

locale du NR, qui ne nécessiterait pas d’activité nucléaire spécifique. Ceci irait dans le sens 

d’une synthèse du NAD+ pouvant s’effectuer dans un compartiment subcellulaire présent dans 

l’axone et suggèrerait un rôle des enzymes Nmnat2 et/ou Nmnat3. Le rôle de Nmnat3 est 

approfondie dans une revue parue en 2012 qui suggère le transport du NMN à travers la 

membrane mitochondriale et la synthèse locale du NAD+ dans la mitochondrie à partir du 

NMN via l’activité de Nmnat3 (Stein and Imai, 2012). Afin d’étayer ces notions, il serait 

intéressant d’étudier la localisation subcellulaire des enzymes Nrk dans nos cultures de 

neurones corticaux. L’utilisation d’anticorps spécifiques des Nrk1 et Nrk2 ou de protéines de 

fusion permettrait de confirmer et de préciser la distribution uniforme de Nrk1 et Nrk2 mise 

en évidence en 2006 par Sasaki et al. sur des lignées cellulaires HEK293T (Sasaki et al., 

2006). La localisation subcellulaire des différentes enzymes de la biosynthèse du NAD+ est à 

relier aux cibles du NAD+ ayant un rôle dans l’intégrité cellulaire, et en particulier dans la 

protection axonale. L’implication des différentes cibles sera discutée dans le paragraphe 

suivant. En ce qui concerne la métabolisation du NR en NAD+, il me semble important de 

souligner qu’une seconde voie métabolique a été suggérée chez les levures et chez les 

mammifères (Belenky et al., 2007b, 2009). Ainsi, le NR peut également être converti en 

NAM par l’enzyme PNP (purine nucléoside phosphorylase). Le NAM libéré par cette réaction 

peut être alors converti en NAD+ par la voie de sauvetage décrite en introduction. Cependant, 

cette voie ne semble pas majoritaire dans notre modèle d’excitotoxicité car l’application 

exogène de NAM a très peu, voire pas, d’effet comparé à l’effet protecteur très fort du NR et 
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à l’effet modéré du NMN et du NAD+. De plus, l’hypothèse d’une conversion intracellulaire 

du NR en NAM peut être exclue car nous avons montré un effet optimal du NR dans le 

modèle de traitement au FK866 où la conversion du NAM en NAD+ est totalement bloquée. 

La conversion intracellulaire du NR en NAD+ via Nrk1 semble donc être prédominante mais 

les résultats obtenus pendant mon doctorat ne permettent pas de conclure quant à la 

localisation subcellulaire de cette conversion. Je me suis en effet plus intéressé à la 

métabolisation extracellulaire du NAD+ et de ses précurseurs.  

Avant de discuter de ce point, je souhaiterais revenir brièvement sur l’absence d’effet du 

NAM dans mon modèle. En effet, ce résultat peut paraître relativement surprenant. Pour 

rappel, le NAM est converti en NAD+ par la voie de sauvetage comprenant deux réactions 

enzymatiques mettant en jeu l’enzyme Nampt puis les Nmnat dont nous venons de discuter. 

L’enzyme Nampt est présente sous deux formes : une intracellulaire, iNampt, et une 

extracellulaire eNampt. L’enzyme Nampt est exprimée au niveau neuronal. En effet, j'ai 

montré que l’inhibition de son activité par le FK866 induit une forte diminution des niveaux 

de NAD+ dans les cellules ainsi qu’une dégénérescence neuronale. Pour quelles raisons 

l’apport exogène de NAM n’a aucun effet dans notre modèle? Au premier abord, cela n’a 

aucun sens car le NAM a toujours été décrit comme la source majoritaire de NAD+, avant le 

NA (Collins, 1972; Collins and Chaykin, 1971). De plus, de nombreuses études ont mis en 

évidence un effet protecteur du NAM. Entres autres, une étude parue en 2013 met en avant 

des effets du NAM prévenant les déficits cognitifs dans un modèle in vivo de souris 

Alzheimer et ralentissant ainsi la maladie (Liu et al., 2013). Le NAM a également été décrit 

comme un précurseur protecteur dans des modèles d’ischémie (Liu et al., 2009a). Cependant, 

il ne faut pas oublier que le NAM est le produit des réactions enzymatiques du NAD+ avec 

différents substrats (sirtuines, PARPs, CD38/157). Des taux de NAM trop importants dans les 

cellules peuvent inhiber ces réactions et donc bloquer les effets protecteurs des cibles 

moléculaires du NAD+ (Denu, 2005). De plus, dans notre modèle de culture cellulaire, le 

milieu dans lequel sont cultivés les neurones murins (DMEM glutamax) contient déjà du 

NAM à une concentration de 33µM. L’ajout de NAM de manière exogène augmente donc de 

façon non négligeable les niveaux de celui-ci et pourrait annuler les effets protecteurs 

potentiels de celui-ci. 

Les différences d’effets obtenus avec le NAD+ et ses différents précurseurs dans les deux 

modèles mis en place posent des questions sur l’efficacité relative de ces molécules et sur leur 

métabolisation dans les cultures corticales. En effet, lors d’un stress excitotoxique, le NR 
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apporte une protection comprise entre 80 et 90% à une concentration de 1mM tandis que le 

NMN et le NAD+ apportent une protection d’environ 50% à des concentrations plus 

importantes, respectivement 5 et 15mM. La possibilité d’une voie de conversion du NAD+ en 

NR dans le compartiment extracellulaire permettrait d’expliquer la différence d’effets entre le 

NR et les autres métabolites. Cette voie métabolique, détaillée en introduction, reposerait sur 

la conversion du NAD+ en NMN par des enzymes à activité pyrophosphatase/ 

phosphodiestérase (NPP-ase) puis par la conversion du NMN en NR par des enzymes à 

activité 5’-nucléotidase (NT-ase). Le NR pénètre ensuite dans les cellules via des 

transporteurs aux nucléosides NTs. De façon surprenante, nos résultats suggèrent une 

métabolisation extracellulaire dépendante du stress neurotoxique. En effet, lors du stress 

excitotoxique, l’effet faible du NAD+ ne semble pas dépendre d’une métabolisation par les 

NPP-ase ni par les NT-ase. L’activité NT-ase est par contre essentielle pour l’effet protecteur 

du NMN dans ce modèle. Ces résultats suggèrent donc que le NAD+ n’est pas converti en NR 

dans ce modèle mais utilise une autre voie métabolique pour conférer sa protection limitée sur 

la dégénérescence axonale. Au contraire, lors d’une déplétion totale des cellules en NAD+, 

l’activité NT-ase est essentielle pour les effets du NMN et du NAD+. En effet, dans ce cas, le 

traitement avec le CMP, décrit comme un inhibiteur de CD73 (ecto-5’-nucléotidase ou 

5’eNT-ase), annule les effets protecteurs de ces deux molécules. L’activité 5’-nucléotidase 

semble donc essentielle pour les effets du NMN dans les deux modèles testés. CD73 est une 

enzyme spécifique des nucléotides majoritairement impliquée dans la production 

extracellulaire d’adénosine à partir de l’AMP (Zimmermann et al., 2012). L’adénosine est 

susceptible de se lier à des récepteurs purinergiques présents aux synapses et ainsi de moduler 

la transmission synaptique. CD73 est capable d’hydrolyser des ribo- ou désoxyribonucléoside 

5’-monophosphate telles que le CMP, l’UMP, l’IMP ou le GMP. Plus récemment, il a été 

montré que CD73 est capable d'hydrolyser le NMN en NR (Zimmermann et al., 2012). 

L’analyse enzymatique par immunohistochimie a démontré une activité ecto-nucléotidase de 

cette enzyme présente dans différentes régions du cerveau (cortex, ganglions de la base, 

système limbique) (Zimmermann, 1996), confirmant le potentiel intérêt de cette enzyme dans 

notre problématique. La présence du messager CD73 a également été montrée dans des 

neurones corticaux (données non présentées, obtenues au cours de mon doctorat) et également 

dans des astrocytes (Okuda et al., 2010), suggérant alors un rôle potentiel des astrocytes dans 

la métabolisation extracellulaire du NAD+. CD73 présente une forte affinité pour le CMP qui, 

à forte concentration, inhibe la réaction de CD73 avec le NMN. Dans mes modèles, 
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l’inhibition par le CMP est efficace à une dose de 25mM, ce qui corrobore les données déjà 

décrites dans la littérature (Di Stefano et al., 2014). Cependant, l’invalidation de CD73 avec 

des siARN ou des vecteurs viraux pourrait être effectuée afin de confirmer avec certitude 

l’implication de cette enzyme dans l’effet axo-protecteur conféré par le NAD+ et le NMN. La 

plupart des études se focalisent sur CD73 car, parmi les 7 isoformes de NT-ase décrites chez 

les mammifères, CD73 est la seule ancrée sur la face externe de la membrane plasmique 

(Cognato and Bonan, 2010). Il est cependant important de prendre en compte l’existence 

d’alkaline phosphatases (APs), autres enzymes ancrées à la membrane et susceptibles 

d’hydrolyser l’ATP, l’ADP et l’AMP en adénosine (Zimmermann et al., 2012). Parmi les 

quatre APs décrites chez les mammifères, TNAP (Tissue Non-specific AP) est celle 

susceptible d’intervenir dans notre modèle car elle a été décrite pour son implication dans la 

signalisation purinergique de cellules neuronales (Ohkubo et al., 2000) et également pour 

promouvoir la croissance axonale de neurones hippocampiques (Díez-Zaera et al., 2011). Un 

effet de TNAP ou d’autres APs ne peut donc être exclu, même si aucune donnée ne semble 

indiquer une inhibition des APs par le CMP. 

 

La voie extracellulaire de conversion du NAD+ en NR met également en jeu dans le SNP 

des enzymes NPP-ase dont l’activité pyrophosphatase, décrite pour convertir l’ATP en ADP 

ou AMP, permettrait la métabolisation du NAD+ en NMN dans notre modèle. Il existe 7 

isoformes de ces enzymes présentes dans les tissus cérébraux mais dont la localisation 

spécifique n’est pas clairement définie (Langer et al., 2008). Toutes les isoformes sont 

transmembranaires, mise à part NPP2 (également appelée autotaxine) qui est une forme 

sécrétée. NPP1 est l’isoforme majoritaire dans le cerveau avec le Km le plus élevé (≈1µM) 

(Gómez-Villafuertes et al., 2014). L’AP4A, membre de la famille des diadénosine 

oligophosphate, est un substrat de l’AP4A hydrolase qui possède une activité 

pyrophosphatase. L’AP4A a été décrit pour inhiber l’activité pyrophosphatase nécessaire à la 

conversion du NAD+ en NR dans le SNP et dans des lignées cellulaires humaines (Nikiforov 

et al., 2011; Di Stefano et al., 2014). Dans nos modèles, l’AP4A 1mM n’a quasiment aucun 

effet sur la protection conférée par le NAD+ lors de la déplétion en NAD+ induite par le 

FK866. L’utilisation d’une dose plus élevée à 10mM a également été testée mais celle-ci s’est 

révélée toxique en situation contrôle (données non présentées). L’AP4A est une biomolécule 

produite naturellement par les cellules dont plusieurs rôles ont été décrits dans le système 

nerveux. En particulier, l’AP4A peut activer les récepteurs purinergiques P2 et influer sur la 
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signalisation extracellulaire (Hoyle et al., 2001). Des effets protecteurs ont ainsi été mis en 

évidence par l’utilisation de doses faibles d’AP4A (100nm) dans un modèle d’ischémie chez 

le rat (Wang et al., 2003). Au contraire, des doses fortes pourraient avoir des effets délétères 

et augmenter la vulnérabilité neuronale via la diminution des niveaux de dinucléotides 

(Asensio et al., 2007). Ces résultats avec l’AP4A ne nous permettent donc pas de conclure 

quant à l’implication de la conversion du NAD+ en NMN dans nos modèles neurotoxiques. Le 

PPADS est un inhibiteur des NPP-ase décrit dans la littérature pour bloquer les effets du 

NAD+, qui pourrait être testé dans notre modèle afin de confirmer ou d’infirmer les résultats 

obtenus avec l’AP4A (Grobben et al., 1999b; Nikiforov et al., 2011). 

Nous avons mis en évidence l’existence une voie extracellulaire de conversion du NAD+ 

en NR dépendante du stress neurotoxique. Ce résultat peut s’expliquer par un métabolisme 

local du NAD+ en NR présent au niveau somatique mais absent au niveau axonal. La 

conversion du NAD+ en NR observée lors du traitement au FK866 pourrait s’expliquer par la 

présence des NPP-ase au niveau des corps cellulaires (compartiment subcellulaire dont 

l’intégrité est préservée) tandis que l’absence de cette conversion lors du stress excitotoxique 

serait due à la non-expression de ces enzymes au niveau des axones (seul le compartiment 

axonal est capable d’être maintenu lors du stress excitotoxique). L’analyse de la localisation 

subcellulaire des NPP-ase dans notre modèle permettrait de confirmer ou d’infirmer cette 

hypothèse.  

Les cultures primaires sont constituées à 90% de neurones corticaux murins et d’environ 

10% d’astrocytes mais l’utilisation des dispositifs microfluidiques empêche le passage des 

astrocytes dans les microcanaux et donc l’envahissement par les cellules gliales de la chambre 

distale. Ainsi, les astrocytes, présents uniquement dans le compartiment somato-dendritique, 

pourraient porter une activité NPP-ase contribuant à la conversion du NAD+ en NR. Pour 

étudier cette seconde hypothèse, la mise en place de co-culture neurones-astrocytes au niveau 

du compartiment distal est en cours dans mon laboratoire. Si les astrocytes sont impliqués 

dans le métabolisme extracellulaire du NAD+, leur présence dans la chambre distale serait 

susceptible de potentialiser les effets protecteurs du NAD+ lors d’un stress excitotoxique, en 

permettant sa conversion extracellulaire en NR. Cela expliquerait l’effet différentiel du NR et 

du NAD+ observé en fonction du stress neurotoxique. 
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Figure 97 : Potentiel rôle des astrocytes dans le métabolisme extracellulaire 

Les astrocytes pourraient donc avoir un impact sur les mécanismes de protection 

axonale mis en évidence dans mon travail. Cette considération est confortée par l’étude 

récemment publiée démontrant l’importance du métabolisme du NAD+ dans les astrocytes 

(Harlan et al., 2016). L’application de NMN et de NR sur des co-cultures 

motoneurones/astrocytes protège de la dégénérescence des motoneurones induite par la 

proximité avec des astrocytes mutés dans un gène de suceptibilité à la SLA. Ils ont également 

mis en évidence la présence des enzymes Nampt et Nmnat dans les astrocytes, suggérant une 

biosynthèse du NAD+ au sein des astrocytes. Ces résultats appuient les observations 

préliminaires effectuées dans mon laboratoire montrant que le messager Nrk1 est exprimé 

dans les astrocytes et ce de manière plus importante que dans les neurones (données non 

présentées). Dans l’ensemble, ces données suggèrent une métabolisation du NR en NAD+ 

également dans les astrocytes. 

Un autre point très important est le transport des différentes molécules testées à travers la 

membrane plasmique. Durant mon doctorat, je me suis intéressée au transport du NR par les 

transporteurs aux nucléosides NTs. Deux membres de la famille des NTs, ENT1 et ENT2, 

peuvent être inhibés par le dipyridamole, connu pour son rôle de vasodilatateur. Dans le 

modèle excitotoxique, le dipyridamole inhibe totalement les effets protecteurs du NR et du 

NMN démontrant que le transport du NR à travers la membrane plasmique se fait par des NTs 

sensibles au dipyridamole. Dans ce modèle, aucun effet du dipyridamole n’est 
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observé en ce qui concerne la protection conférée par le NAD+. Ceci corrobore les données 

obtenues avec le CMP et suggère fortement que l’effet protecteur du NAD+ dans ce modèle 

s’explique par la mise en place d’une autre voie métabolique ou par un transport indépendant 

du NR. L’existence d’une telle voie dans le SNC est relativement controversée jusqu’à 

présent. Cependant, plusieurs hypothèses peuvent être formulées dont je vais discuter dans ce 

paragraphe. Une première hypothèse serait la conversion du NAD+ en NAM par l’ecto-

enzyme CD38 puis le passage du NAM à travers la membrane plasmique. Cependant, cette 

hypothèse reste peu probable compte tenu de l’effet non protecteur du NAM lors d’un stress 

excitotoxique. Une seconde hypothèse est le passage direct du NAD+ à travers la membrane 

plasmique par l’intermédiaire de transporteurs spécifiques aux nucléotides. Comme évoqué en 

introduction, aucun transporteur permettant l’influx de NAD+ n’a été décrit avec certitude. La 

connexine 43 a été principalement décrite pour permettre l’efflux de NAD+. Récemment, 

l’équipe de H. Nagasawa s’est intéressée à l’influx du NAD+ à travers des connexines et lors 

de l’activation de récepteurs purinergiques de type P2 dans des cultures astrocytaires murines 

(Okuda et al., 2013). Pour rappel, les récepteurs de type P2 peuvent être activés par des 

nucléotides, en particulier par l’ATP et l’ADP. Dans leur modèle de dégénérescence induite 

par l’activation des PARPs, ils démontrent que l’entrée de NAD+ peut être bloquée par 

l’inhibition de certaines connexines mais ils excluent l’implication du récepteur P2X7, de la 

connexine 43 et de la pannexine 1 (Px1) en utilisant des inhibiteurs spécifiques de ces 

protéines transmembranaires ou par invalidation des gènes par siARN. Ces résultats obtenus 

au niveau astrocytaire ouvrent de nouvelles voies sur l’importance du métabolisme 

extracellulaire du NAD+. Il serait extrêmement intéressant de tester l’implication de ces 

récepteurs et connexines sur l’entrée du NAD+ dans les cellules neuronales. 

Dans le modèle de déplétion totale en NAD+, les effets protecteurs du NR, du NMN et du 

NAD+ ne sont inhibés que partiellement par l’application de dipyridamole, suggérant que le 

transport du NR à travers la membrane plasmique peut s’effectuer via des NTs non sensibles 

au dipyridamole. Les résultats obtenus par l’analyse des transcrits des NTs suggèrent une 

régulation positive des transporteurs ENT2 et ENT4 lors d’une déplétion totale en NAD+. Or, 

nous avons vu en introduction que le dipyridamole inhibait essentiellement ENT1 et 

partiellement ENT2, laissant l’entrée du NR via d’autres transporteurs envisageable. 
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IV. Quelles sont les cibles activées lors de l’augmentation des niveaux de 
NAD+ ? 

 

Nous venons de discuter de la complexité du métabolisme du NAD+ dans les milieux 

extracellulaire et intracellulaire. Cette complexité se traduit par une diversité des cibles du 

NAD+ potentiellement activées lors des modifications de concentrations intracellulaires de 

NAD+. Comme mentionné en introduction, le NAD+ est un acteur essentiel dans le 

métabolisme énergétique via son rôle d’oxydant dans le couple NAD+/NADH. Qui plus est, le 

NAD+ est un substrat crucial des réactions enzymatiques mettant en jeu les sirtuines, les 

PARPs et les ecto-enzymes CD38/CD157. Le NAD+ peut influer sur ces réactions selon sa 

concentration dans les différents compartiments subcellulaires. On peut donc se demander 

quelles sont les cibles impliquées dans les effets protecteurs du NAD+ vis à vis de la 

dégénérescence axonale.  

Nous avons vu que les enzymes Nmnat nécessaires à la production du NAD+ étaient 

décrites dans différents compartiments subcellulaires. Nmnat1, nucléaire, semble 

particulièrement importante dans le cadre de la protection contre la dégénérescence axonale 

puisqu’il s’agit de l’isoforme constitutive de la protéine Wlds, dont le rôle dans la protection 

axonale a été mis en évidence dans de nombreux modèles de neurodégénérescence. En 2004, 

l’équipe de J. Milbrandt a montré qu’une des cibles nucléaires du NAD+ pourrait être SIRT1. 

En effet, l’invalidation par siARN de SIRT1 diminue les effets protecteurs induit par le NAD+ 

sur la dégénérescence axonale induite par axotomie sur des DRG, alors que l’invalidation des 

autres sirtuines n’a aucun effet (Araki et al., 2004). Cependant, peu de temps après, les 

travaux menés par Z. He dans un modèle similaire, suggèrent que SIRT1 n’est pas nécessaire 

pour la protection de la dégénérescence axonale induite par l’application de NAD+ ou par la 

surexpression de Nmnat1 ou Wlds (Wang et al., 2005b). En effet, aucune différence dans les 

quantifications de dégénérescence axonale n’est observée entre des souris Sirt1+/+ ou des 

souris Sirt1-/-. Dans un modèle de dégénérescence axonale induit par déplétion en KCl sur des 

neurones en grains du cervelet (CGN), l’inhibition de SIRT1 par l’Ex527 n’influe pas sur les 

effets protecteurs du NAD+ (Magnifico et al., 2013). L’implication de SIRT1 dans la 

protection de la dégénérescence axonale semble donc controversée. Une hypothèse expliquant 

pourquoi SIRT1, qui est pourtant une cible privilégiée du NAD+ dans de nombreux autres 

modèles dégénératifs (Bai et al., 2011; Cattelan et al., 2014; Cerutti et al., 2014), ne semble 

pas jouer un rôle dans la dégénérescence de l’axone est l’aspect local du mécanisme 
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moléculaire mis en jeu. En effet, nous avons vu à plusieurs reprises que l’intégrité de l’axone 

dépendait d’un mécanisme indépendant et autonome. Dans mon projet, j’ai montré que les 

axones pouvaient demeurer intègres alors que les corps cellulaires et les dendrites 

dégénéraient. De plus, Wang et al ont montré que l’apport de NAD+ exogène est susceptible 

de prévenir de la dégénérescence axonale après déconnexion de l’axone du corps somatique 

par axotomie (Wang et al., 2005b). L’implication de SIRT1 dans la protection de l’axone dans 

ce modèle peut donc être mise en doute car il n’y plus de lien physique entre le soma et 

l’axone et donc SIRT1 ne peut interférer sur des mécanismes ayant lieu au niveau de l’axone. 

Dans notre modèle de stress excitotoxique, l’implication de SIRT1 peut faire débat car il n’y a 

pas de déconnexion réelle entre les somas et les axones et la dégénérescence somatique n’est 

que partielle (environ 50% après 24h de traitement au NMDA 100µM). Nous avons vu que 

l’intégrité axonale était liée à l’expression de l’enzyme Nmnat2 présente dans le cytoplasme 

et généralement associée à l’appareil de Golgi. La biosynthèse du NAD+ peut donc s’effectuer 

localement au niveau de l’axone et activer des cibles présentes dans le compartiment axonal, 

telles que SIRT2. Cette sirtuine a principalement été décrite pour son action désacétylase sur 

les microtubules. Sa surexpression a ainsi été montrée pour abolir l’hyperacétylation des 

microtubules et diminuer la résistance à la dégénérescence axonale. Au contraire, 

l’invalidation de SIRT2 augmente l’acétylation des microtubules et améliore la résistance à la 

dégénérescence axonale (Suzuki and Koike, 2007). Plusieurs études tendent à montrer que 

SIRT3, localisée dans la mitochondrie, serait davantage impliquée dans le maintien de 

l’intégrité axonale. Ainsi, dans son étude sur des CGN, S. Magnifico montre que la 

surexpression de SIRT3 protège de la dégénérescence axonale (Magnifico et al., 2013). De 

plus, il a été montré une induction de SIRT3 observée dans des cultures corticales murines 

soumises à un stress excitotoxique (Kim et al., 2011a). Enfin, nous avons expliqué en 

introduction que l’effet protecteur du NR dans un modèle de perte auditive était associé à 

l’activation de SIRT3 (Brown et al., 2014). Ce résultat met en évidence le rôle essentiel de 

SIRT3 dans les effets protecteurs du NR. L’invalidation de SIRT1, SIRT2 et SIRT3 par siARN 

ou par l’utilisation de souris KO nous permettrait de mettre en évidence l’implication relative 

de ces trois sirtuines dans les deux modèles de neurodégénérescence utilisés pendant mon 

doctorat. J’ai précédemment indiqué que la mort neuronale non protégée lors du stress 

excitotoxique rendait peu probable l’implication d’enzymes nucléaires dans le mécanisme de 

protection. Cependant, lors de l’expérience consistant à étudier l’effet compartimentalisé du 

NAD+ et du NR, nous avons constaté que l’effet axo-protecteur était potentialisé lorsque les 
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deux molécules étaient appliquées dans les deux compartiments. Malgré la dégénérescence du 

corps cellulaire, ces observations tendent à inclure un effet somatique dans la protection 

axonale observée. Une hypothèse serait l’activation de PGC-1α par SIRT1, au niveau 

nucléaire, qui augmenterait alors la biogenèse mitochondriale. Pour vérifier ces hypothèses, 

j’ai quantifié le nombre et la taille des mitochondries après 24h de traitement avec du NR : 

ces expériences préliminaires ne montrent pas de différence quant à la taille des 

mitochondries observées après traitement au NR par rapport au contrôle. Cependant, il semble 

que le nombre total de mitochondries soit plus élevé dans les neurones traités au NR. Ce 

résultat montre une biogenèse des mitochondries induite par le NR et suggère l’implication de 

PGC-1α dans l’effet du NR. Ces données méritent d’être confirmées et des expériences 

complémentaires sont actuellement en cours (résultats en Annexe 2 : Effet du NR sur la 

biogénèse mitochondriale). De plus, dans le cas où SIRT1 est impliquée dans l’effet du 

NAD+, des travaux ont montré que le gène sirt3 est une cible du facteur de transcription PGC-

1α dans les adipocytes (Giralt et al., 2011). Un effet du NAD+ via SIRT1/PGC-1α puis une 

augmentation de SIRT3 pourrait ainsi être envisagé. 

Les mécanismes moléculaires mis en jeu par la protection axonale induite par les 

molécules du métabolisme du NAD+ sont complexes. Les résultats obtenus pendant mon 

doctorat permettent de préciser certains aspects de ce mécanisme et ouvrent également de 

nombreuses perspectives, notamment sur l’amélioration des stratégies neuroprotectrices, 

préventives et thérapeutiques, liées au maintien des taux de NAD+ intracellulaires. 
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Figure 98 : Métabolisme du NAD+ au niveau axonal et au niveau somatique. 
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V. Le NR en tant qu’agent thérapeutique 
 

Nous avons également souhaité étudier les effets du NAD+ et du NR in vivo. Pour cela, la 

collaboration avec D. Vivien et C. Orset du laboratoire « Sérine Protéases et Physiopathologie 

de l’Unité neurovasculaire » nous a permis de tester l’effet du NAD+ et du NR lors d’une co-

injection intra-corticale avec du NMDA et du NAD+ ou du NR. Des effets du NAD+ ont déjà 

été révélés dans des modèles d’ischémies : l’administration intra-nasale de NAD+ diminue 

fortement les lésions cérébrales induites par une ischémie focale transitoire (Ying, 2007). Si le 

NR s’avère être plus efficace que le NAD+ dans la neuroprotection dans des modèles 

d’ischémie in vivo proches de la physiologie, cela appuierait le potentiel de l’utilisation du 

NR en tant qu’agent thérapeutique dans le traitement des AVC par exemple. Malgré les 

résultats encourageants obtenus in vivo, un point reste à discuter. En effet, nous avons vu que 

le NR ne protégeait pas de la mort neuronale induite par le NMDA in vitro mais seulement de 

la dégénérescence des axones, ce qui suggère que l’effet protecteur du NR sur la lésion 

induite par injection de NMDA intra-corticale se situerait majoritairement au niveau du 

neuropile. Cependant, un effet sur la mort somatique dans le modèle in vivo ne peut être 

exclu. Celui-ci pourrait s’expliquer par la présence d’autres types cellulaires en contact avec 

les neurones des couches corticales touchées, tels que des cellules gliales. Les astrocytes, dont 

nous avons discuté précédemment, pourraient ainsi représenter un support de potentialisation 

des effets protecteurs du NR in vivo. 

Si l’on prend encore plus de recul et qu’on s’intéresse à l’effet du NR dans d’autres 

modèles neurodégénératifs in vivo, plus éloignés de mon projet, nous avons vu que le NR peut 

avoir des effets protecteurs sur des fonctions biologiques variées. Ainsi, il est capable 

d’améliorer des déficits cognitifs dans des modèles murins de la maladie d’Alzheimer (Gong 

et al., 2013), de protéger contre la perte auditive (Brown et al., 2014), et il représente 

également un traitement efficace contre les myopathies mitochondriales (Khan et al., 2014). 

Dans ces différentes études, le NR est soit intégré dans l’alimentation des souris, soit injecté 

de manière intra-péritonéale quotidiennement. La question de l’assimilation du NR est donc 

soulevée par ces résultats. Puisque le NR a des effets bénéfiques dans ces différents modèles 

neurodégénératifs, il semblerait que celui-ci puisse traverser la barrière intestinale et la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) ou qu’il soit converti en des molécules qui le soient. En 

introduction, nous avons vu que la concentration de NMN dans le plasma sanguin est 

relativement élevée. Cela suggère que le NMN est relativement stable dans la circulation 
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sanguine. Cependant, la concentration de NR dans le plasma n’a pas encore été déterminée : 

est-il métabolisé en NMN à la barrière intestinale ou est-il stable dans le sang ? Aucune étude 

n’a démontré aujourd’hui sous quelle forme le NR est transporté du tube digestif au cerveau. 

Parmi les différentes études sur l’effet du NR in vivo, certaines ont démontré que l’apport du 

NR par l’alimentation induit une augmentation des niveaux de NAD+ dans le cerveau (Gong 

et al., 2013). D’autres au contraire ne permettent pas d’observer de différence sur les taux de 

NAD+ dans le cerveau mais uniquement dans d’autres organes ou tissus périphériques tels que 

le muscle, le foie et le tissu adipeux brun (Cantó et al., 2012). Le suivi des quantités de NR et 

de NAD+ et des autres molécules impliquées dans le métabolisme du NAD+ dans différents 

tissus au cours du temps après injection permettrait de préciser ces notions. Même si des 

étapes de l’assimilation et du métabolisme du NR doivent encore être élucidées, nous savons 

aujourd’hui que cette molécule, présente en quantité dans le lait et ses produits dérivés,  influe 

sur la biosynthèse du NAD+ dans l’organisme et agit de manière bénéfique sur l’intégrité 

neuronale. 

 

Finalement, j’ai montré au cours de mon doctorat que le NR a des effets protecteurs 

indéniables lors de l’induction de la neurodégénérescence induite par excitotoxicité et par 

déplétion totale en NAD+ in vitro ainsi que lors d’une injection intracorticale de NMDA in 

vivo. Ce précurseur du NAD+ relativement peu étudié jusqu’à présent représente donc un 

agent thérapeutique à fort potentiel. La poursuite des recherches dans ce domaine est 

indispensable pour améliorer la caractérisation des effets du NR et de son métabolisme dans 

le SNC. 

  

 

 

 



 

 

ANNEXE 

I. Annexe 1 : Evolution spatio-temporelle des maladies neurodégénératives 
 

 Dispersion spatiale des stigmates neuropathologiques des maladies I.1.

De nombreuses études ont montré que les altérations ne progressent pas uniformément 

dans le temps et l’espace au cours des maladies neurodégénératives. L’analyse de coupes de 

cerveaux post mortem de patients atteints de maladies neurodégénératives a mis en évidence 

que l’accumulation des agrégats protéiques n’est pas non plus homogène dans l’ensemble du 

cerveau aux stades initiaux des maladies et qu’elle ne progresse pas de manière uniforme non 

plus. La relation entre dispersion des agrégats protéiques et progression des altérations n’est 

pas élucidé à ce jour. Cependant, il semble évident qu’étudier la dispersion des agrégats est un 

moyen pour suivre la progression des altérations et de la maladie. 

 

I.1.a. Dispersion spatiale dans la maladie d’Alzheimer 

Nous allons tout d’abord nous intéresser à la dispersion spatiale dans la maladie 

d’Alzheimer. Celle-ci a été principalement étudiée par l’équipe de Heiko Braak, dont le profil 

de dispersion tire son nom, même si les premières données datent de 1991 (Arnold et al.). La 

maladie d’Alzheimer se caractérise par l’accumulation de deux types d’agrégats protéiques : 

les plaques amyloïdes Aβ et les dégénérescences neurofibrillaires Tau.  

H.Braak a décrit 6 stades de progression de la maladie d’Alzheimer selon la 

progression des agrégats protéiques Tau. La formation des dégénérescences neurofibrillaires 

(NFTs) commencerait dans le cortex transentorhinal (stade I) et s’étendrait ensuite dans le 

cortex entorhinal et l’hippocampe (stade II) puis dans les aires associatives adjacentes du 

néocortex temporal (stade III) pour ensuite progresser plus encore dans les aires associatives 

néocorticales notamment dans le cortex insulaire (Stade IV), les NFTs s’étendraient ensuite 

en direction frontale, superolatérale et occipitale et envahiraient la région peristriée (stade V) 

pour enfin envahir tout le néocortex et les aires striées (Stade VI) (Braak et al., 2006). Des 

travaux récents ont permis de découvrir des marqueurs des enchevêtrements neurofibrillaires 

de Tau encore plus précocement sur des cerveaux de jeunes patients, montrant ainsi que la 

pathologie Tau pourrait être initiée encore plus tôt dans le locus coeruleus avant même 

d’apparaître dans le cortex transentorhinal (Braak and Del Tredici, 2011). 
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Figure 99 : Profil de dispersion des NFTs dans la maladies d’Alzheimer (immunomarquage contre les NFTs avec 
l’anticorps AT8 contre Tau phosphorylée) (Braak et al., 2006). 

Des études sur des souris transgéniques Alzheimer montrent le même profil de 

dispersion des agrégats protéiques Tau, initié dans des zones restreintes du cerveau puis 

s’étendant de manière non uniforme à d’autres régions (Granic et al., 2010; Hurtado et al., 

2010). 

La dispersion spatiale des agrégats de peptides amyloïdes Aβ a également été étudiée 

et montre des stades de progression différents. Elle semble initiée dans le néocortex temporal 

(stade I), puis s’étend ensuite dans la région enthorinal, le cortex insulaire, et l’hippocampe 

(Stade II). Dans le stade III, elle envahit les régions sous-corticales : noyaux diencéphaliques 

(notamment le thalamus), striatum, structures cholinergiques du prosencéphale basal. On 

retrouve ensuite des agrégats dans la substance noire, le noyau rouge, le colliculus supérieur 
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et inférieur, le noyau olivaire inférieur et la zone réticulaire intermédiaire (Stade IV) qui vont 

finir par se propager dans le cervelet et d’autres noyaux du tronc cérébral comme le locus 

coeruleus, le noyau tegmental dorsal, le noyau raphé oral et central (stade V) (Thal et al., 

2002). 

Figure 100 : Profil de dispersion des plaques amyloïdes Aβ dans la maladie d’Alzheimer  (Thal et al., 2002) 

Il est intéressant de noter que les deux agrégats protéiques caractéristiques de la 

maladie d’Alzheimer n’ont pas le même profil de dispersion. La relation existant entre 

l’accumulation de ces deux protéines est sujet à controverse et fait l’objet, encore aujourd’hui, 

de nombreuses études. De plus, la corrélation entre agrégation protéique, altération neuronale 

et signes cliniques n’a pas encore été élucidée. 

 

I.1.b. Dispersion spatiale dans la maladie de Parkinson 

Nous avons vu que la maladie de Parkinson se manifestait par une dégénérescence ciblée 

des neurones dopaminergiques présents dans la substance noire et projetant dans le striatum. 

Cependant l’analyse détaillée de cerveaux post mortem de patients atteints de la pathologie a 

permis de suivre le profil de dispersion des agrégats d’α-synuclein, composant les corps de 

Lewy et les neurites de Lewy. L’équipe de H.Braak a ainsi montré une neuropathologie 

spatialement plus étendue de la maladie de Parkinson. Celle ci serait initiée, dans la plupart 

des cas, au niveau du système olfactif et gastro intestinal (stade I-II). Les stigmates se 

dispersent ensuite le long de voies axonales du nerf vagal vers le tronc cérébral jusqu’à 

atteindre la substance noire (stade III-IV). Puis on retrouve les agrégats protéiques dans les 

structures mediotemporales et limbiques et en dernier lieu dans le néocortex (stade V-VI) 

(Braak and Del Tredici, 2008; Braak et al., 2003a, 2003b). 
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 Figure 101 : Profil de dispersion des corps de Lewy (agrégats d’α-synuclein) (Braak and Del Tredici, 2008; Braak et al., 
2003a). 

Je me suis concentrée sur ces deux maladies neurodégénératives principales car elles 

ont été les plus étudiées dans ce cadre de dispersion spatiale des agrégats de protéines et des 

altérations neuronales. Cependant, ces résultats n’excluent pas que la même évolution spatiale 

non uniforme se retrouve dans d’autres maladies neurodégénératives. De plus, ces données 

histopathologiques montrent une apparition successive des stigmates dans différentes régions 

cérébrales mais ne donnent pas d’indications quant aux mécanismes de propagation de ces 

stigmates.  
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II. Annexe 2 : Effet du NR sur la biogénèse mitochondriale 

 Figure 102 : L’application de NR 1mM pendant 24h induit une augmentation de la biogenèse mitochondriale mais ne 
modifie pas la taille des mitochondrie. (A) Distribution de taille des mitochondries dans les conditons contrôle et NR 1mM. 
(B) Quantification du nombre de mitochondries par rapport au marquage de β3-Tubuline. (C) Immunocytochime du 
compartiment axonal des cellules traitées ou non avec du NR 1mM pendant 24h. Les axones sont marqués à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre la β3-Tubuline. Les mitochondries sont marquées à l’aide d’un anticorps dirigé contre Tom-20. 
(échelle = 20µm ; n=2). 

  

Ctl NR
0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

N
b 

m
ito

 (
/B

tu
b)

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
0.0

0.2

0.4

Ctl

NR

taille (µm)

fré
qu

en
ce

ø	

NR		
1mM	

β3-Tubuline / Tom20	

A B

C



 - ANNEXE -  

 

 

 

224  
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β-amyloid induces a dying-back process and
remote trans-synaptic alterations in a
microfluidic-based reconstructed neuronal
network
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and Bernard Brugg1,2,3,4*

Abstract

Introduction: Recent histopathological studies have shown that neurodegenerative processes in Alzheimer’s and
Parkinson’s Disease develop along neuronal networks and that hallmarks could propagate trans-synaptically through
neuronal pathways. The underlying molecular mechanisms are still unknown, and investigations have been impeded
by the complexity of brain connectivity and the need for experimental models allowing a fine manipulation of the local
microenvironment at the subcellular level.

Results: In this study, we have grown primary cortical mouse neurons in microfluidic (μFD) devices to separate soma
from axonal projections in fluidically isolated microenvironments, and applied β-amyloid (Aβ) peptides locally to the
different cellular compartments. We observed that Aβ application to the somato-dendritic compartment triggers a
“dying-back” process, involving caspase and NAD+ signalling pathways, whereas exposure of the axonal/distal
compartment to Aβ deposits did not induce axonal degeneration. In contrast, co-treatment with somatic sub-toxic
glutamate and axonal Aβ peptide triggered axonal degeneration. To study the consequences of such subcellular/local
Aβ stress at the network level we developed new μFD multi-chamber devices containing funnel-shaped micro-channels
which force unidirectional axon growth and used them to recreate in vitro an oriented cortico-hippocampal pathway.
Aβ application to the cortical somato-dendritic chamber leads to a rapid cortical pre-synaptic loss. This happens
concomitantly with a post-synaptic hippocampal tau-phosphorylation which could be prevented by the NMDA-
receptor antagonist, MK-801, before any sign of axonal and somato-dendritic cortical alteration.

Conclusion: Thanks to μFD-based reconstructed neuronal networks we evaluated the distant effects of local Aβ stress
on neuronal subcompartments and networks. Our data indicates that distant neurotransmission modifications actively
take part in the early steps of the abnormal mechanisms leading to pathology progression independently of local Aβ
production. This offers new tools to decipher mechanisms underlying Braak's staging. Our data suggests that local Aβ
can play a role in remote tauopathy by distant disturbance of neurotransmission, providing a putative mechanism
underlying the spatiotemporal appearance of pretangles.
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Introduction

The two main hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) are
extracellular deposits composed of β-amyloid peptide
(senile plaques) and intracellular filamentous aggregates
composed of self-assembled hyperphosphorylated Tau
proteins (neurofibrillary tangles, NFTs). Histopathological
studies show that these hallmarks spread, each in their
own stereotyped fashion, within specific regions of the
brain during disease evolution [1,2]. This progression
follows neuro-anatomical pathways and could be the
sign of nexopathy-related processes [3]. A large body of
evidence indicates that neurons affected in AD follow a
dying-back pattern of degeneration, where abnormalities
in synaptic function and axonal integrity long precede
somatic cell death [4,5]. Since neurons are highly polarized,
this raises the question whether local Aβ and Tau protein
abnormalities in the vicinity of different neuronal subparts
(somatic, dendritic, axonal) lead to local degenerative pro-
cesses or could initiate distant dysfunction within neurons
or even within neuronal networks, through (trans-) synap-
tic alterations. However, though various mechanisms initi-
ating local primary dysfunctions have been described, the
molecular or structural reasons underlying distant break-
down of specific networks and the relationship between
amyloid and Tau pathology are still unclear.
Recent advances in the development of microfluidic

devices (μFD) facilitate microenvironment development
adapted to neuronal structures and subdomains with easy
access and control [6,7]. We have previously designed and
developed a μFD system to polarize neuronal networks
using funnel-shaped micro-channels, also called axonal
diodes, allowing the reconstruction of an orientated
functional cortico-striatal neuronal network in vitro [8]. In
the present study, we used a similar μFD-based approach
to study the molecular mechanism of neurodegenerative
processes in compartmentalized neurons and neuronal
networks. By compartmentalizing axon terminals from cell
bodies of cortical neurons, we demonstrate that axons are
partially resistant to axonal Aβ-peptide exposure, while
somatic treatments trigger an anterograde degeneration
signal in axons, inducing a dying-back pattern. We then
reconstructed an oriented cortico-hippocampal network
in μFD, and showed that somato-dendritic deposits of Aβ
on cortical neurons trigger a rapid cortical presynaptic
disconnection concomitant with a glutamate-dependent
postsynaptic hippocampal tau-phosphorylation before any
axonal and somatic cortical degeneration.

Results

Somato-dendritic exposure of cortical neurons to

Aβ-peptide induces an axonal dying back pattern

We wondered whether localized β-amyloid deposition
on different subcellular compartments (somato-dendritic
or axonal) lead to local degenerative signals or to a global

neuronal degeneration. Axons were compartmentalized
from the somato-dendritic compartment by seeding
cortical neurons in μFD devices comprising two cham-
bers connected through asymmetrical micro-channels
(2C-μFD diodes). When seeded in the left chamber, cortical
neurons projected their axons from the somato-dendritic
compartment to the distal compartment through filter-
ing micro-channels (Figure 1a-a’,b). Analysis of den-
drites (MAP2, red) and nuclear chromatin visualization
(DAPI, blue) indicated that the seeded cortical neurons were
healthy after two weeks in culture (Figure 1b, Additional
file 1: Figure S1a). Somato-dendritic application of fibrillar
Aβ25-35, mimicking amyloid plaques, induced axonal
degeneration process (Figure 1c, g). While somato-dentritic
application of aggregated Aβ did not affect somatic and
dendritic viability (MAP2, red; DAPI, blue; Figure 1c)
some local synaptic damage was evidenced in the som-
atic chamber (MAP2, blue; Vglut1, red; Additional file 1:
Figure S1b). Addition of NAD+, pharmacological inhibitors
of c-Jun N-terminal kinases (JNK, SP600125), or caspases
inhibitor (z-VAD-fmk), to the axonal compartment signifi-
cantly reduced Aβ-induced axonal degeneration (Figure 2).
In contrast, distal axonal application of aggregated Aβ
failed to induce any significant axonal degeneration in our
paradigm (Figure 1d-g). Interestingly, while low dose of
somato-dendritic glutamate treatment did not trigger
axonal degeneration per se (Figure 1e-g, tubulin, grey), the
combination of distal Aβ application with this sub-toxic
dose of glutamate to the somato-dendritic compartment
triggered a massive axonal fragmentation (Figure 1f-g). This
suggests that axonal resistance toward local Aβ deposition
is tightly controlled by the somato-dendritic behavior and
that upstream neurotransmitter dysfunction may precipi-
tate neuronal network collapse.

Cortical somato-dendritic β-amyloid peptide exposure

induces a rapid disconnection of cortico-hippocampal

synapses, which precedes axonal degeneration

To decipher whether local Aβ might induce remote toxic
effect on synapses we used 2C-μFD “axonal diodes” chips
that allows reconstructing oriented neuronal networks [8],
to create a unidirectional cortico-hippocampal network.
When primary cortical neurons (Cx) were cultured at high
density in the left chamber of the device and hippocampal
neurons (Hi) were seeded at low density in the right
chamber (Figure 3a), cortical neurons projected axons
(Figure 3b-c; α-tubulin, green) through the funnel-shaped
micro-channels and established synapses with hippocampal
neurons in the right chamber (Figure 3b-d; MAP2, blue;
α-synuclein, red). Thanks to the funnel-shaped μ-channels,
hippocampal neurons did not project axons backwards.
While hippocampal neurons cultured alone showed few
presynaptic cluster along their dendritic shaft (insert in
Figure 3b and d), Hippocampal neurons grown in contact
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Figure 1 Somatic applications of Aβ peptides induce a dying-back pattern. a. Schematic representation of a two-chamber microfluidic
device (2-C μFD) with two cell culture chambers interconnected by funnel-shaped micro-channels [8] (a’: cross-section of the microfluidic device.
A neuron is represented. Note that only axons can reach the right chamber). b-f. Fluorescence microscopy analysis of axonal degeneration vs
somatic status after addition of Aβ peptide in the left (soma) vs right (distal part of axons) chambers. Cortical neurons were grown for 12 days in
two-compartment chips and each chamber was treated for 48 h with Aβ peptides as indicated. The two left micrographs show the somato-dendritic
chamber after staining with anti-MAP2 (red), DAPI (blue) and Thioflavine S (green). The right rectangular micrographs show the distal chamber after
immunostaining with anti-α-tubulin and labeling with Thioflavine S. Each central scheme represents the device with indicated localization of treatment
(left chamber vs right chamber): b) control cultures (Ø/Ø), c) somato-dendritic treatment with Aβ 25–35 peptide (Aβ/Ø, 30 μM), d) axonal treatment
with Aβ 25–35 peptide (Ø/Aβ, 30 μM), e) somato-dendritic treatment with glutamate (Glut/Ø, 10 μM), f) somato-dendritic treatment with glutamate
combined with axonal treatment Aβ 25–35 (Glut/Aβ, 10 μM/30 μM). Scale bar: 20 μm. g) Quantification of axonal fragmentation. Aβ25-35, glutamate
(Glut), and control Aβ35-25 were added, or not (Ø), to the chamber as indicated. Axonal fragmention index was calculated as described in Methods
section (n = 3; **P < 0.01; ***P < 0.001, ANOVA).
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with cortical fibers showed high density presynaptic clusters
as evidenced by dense α-synuclein (Figure 3d) or VGLUT1
(not shown) staining along the hippocampal dendrites.
Application of Aβ25-35 peptide to the Cx compart-
ment induced cortico-hippocampal synapse loss in the
Hi compartment within 24 h (Figure 3c-e), whereas
cortical axons and soma showed no obvious sign of de-
generation (Figure 3c). Similar results were obtained
with nanomolar doses of oligomeric or fibrillar Aβ1-42
(Figure 3e) suggesting that this process does not rely on
the aggregation state of the peptides. While cortical fibers
were still intact 24 h after Aβ (peptide or oligomer) appli-
cation, at 48 h after treatment, connected axons started to
degenerate (Figure 4). We thus observed that the first
structural alteration following somato-dendritic Aβ deposits
is a distant synapse loss that is followed by delayed axonal
degeneration, reminiscent of a dying back process.

Selective cortical Aβ peptide exposure induces Tau Thr231

phosporylation in a distant fluidically isolated hippocampal

neuron through synaptic NMDA receptor-dependent

neurotransmission

It is known that a direct exposure of hippocampal neurons
to extracellular soluble Aβ oligomers induce in vivo and
in vitro intracellular Tau hyperphosphorylation (tauHP+)
and trigger decreased microtubule stability and NFT
formation [9]. We consequently examined whether Aβ
deposits (oligomeric or fibrillar Aβ1-42, or Aβ25-35)
in the Cx chamber could induce distant post-synaptic
Tau phosphorylation in the Hi chamber. The antibody

recognizing the phospho-threonine 231 epitope detects
one of the earliest phosphorylation changes observed
in AD patients [10]. After 24 h of Aβ treatment in the
Cx chamber we found that phosphorylation levels of
Tau Thr231 increased in post-synaptic hippocampal
neurons (Figure 5; pTau T231, pseudo-colors). Tau
Thr231 phosphorylation was particularly concentrated
in the cell bodies and proximal dendrites of hippocampal
neurons, rather than in distal dendrites and axons. This
effect appeared to be glutamate dependent as phosphoryl-
ation was prevented by hippocampal pre-treatment with
the NMDA receptor antagonist, MK801 (Figure 5e). Hence,
Aβ-mediated disturbance of glutamatergic neurotrans-
mission and concomitant synapse loss can induce Tau
phosphorylation in connected hippocampal neurons
and subsequently axonal degeneration of cortical fibers,
and therefore initiates progressive neuronal network
collapse (Figure 6).

Discussion
A large body of evidence indicates that neurons affected
in AD follow a dying-back pattern of degeneration,
where such loss of axonal integrity precede somatic cell
death and has a profound effect on neuronal network
function. However, the molecular mechanism underlying
dying-back of neurons and its consequences on the
neuronal network in AD remain elusive and difficult to
study in vivo. Using a new μFD system [8], we modeled
for the first time the perforant pathway, known to be
affected early in AD [1,2]. Somato-dendritic Aβ cortical
application within cortico-hippocampal network leads to
a rapid presynaptic collapse before cortical axonal or
somatic loss [4,5]. Since these synapses were not exposed
to Aβ, this suggests that local somato-dendritic Aβ deposits
have fast remote toxicity on the unchallenged synapses.
This could be due either to a self-propagation [11] and to
rapid distribution of Aβ through axonal transport [12] or to
the induction of a signal in the soma, which is trans-
mitted through the neuron. We recently described
similar distant synapto-toxicity following axotomy [13].
Although no short-term morphological alteration of
postsynaptic hippocampal neurons was observed, the
Aβ-induced remote loss of cortical presynapses was
concomitant to Tau Thr231 phosphorylation in the in-
terconnected postsynaptic hippocampal neurons, and
occurred well before axonal and somatic degeneration
of cortical neurons. Thus local Aβ deposits generate
fast propagation of degenerative signals across networks
leading to early dysfunctions in remote areas. Our results
show that local somato-dendritic (but not axonal) Aβ
triggers distal-to-proximal axonal degeneration before
any somato-dendritic abnormalities, a process reminiscent
of dying-back pattern observed in various neurodegenera-
tive syndromes [14]. Thus Aβ toxicity depends not only

Figure 2 Axonal administration of NAD+, broad-spectrum

caspase inhibitor, and JNK inhibitor reduces Aβ-induced axonal
degeneration. Cortical (Cx) neurons were cultured for 12 days in
μFD chambers as in Figure 1. Somatic Aβ peptide treatment (48 h)
induced a strong axonal fragmentation, which could be reversed by
pre-treatment of the axonal compartment with 5 mM NAD+, 50 μM
z-VAD-fmk or 50 μM SP600125 (n = 5; *P < 0.01; **P < 0.001, ANOVA).
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on direct contact but also on the location of its subcellular
deposition. Axons are relatively resistant to direct Aβ
exposure, which is in line with our recent observation
showing that axonal endings are resistant to direct pro-
apoptotic insults [6]. Our observation with JNK and cas-
pase pharmacological inhibitors suggest that both enzyme
families are implicated locally (within axon) in the process
of axonal degeneration, as already observed with other

neuronal death inducers [6]. We also shows, for the first
time, that axonal addition of NAD+ is protective against
Aβ-peptide induced axonal degeneration (Figure 2). Since
NAD+ is a well-established axo-protectant in the con-
text of Wallerian degeneration, this raises the question
whether there might be a NAD+ controlled molecular
pathway implicated in both Aβ-induced axon degeneration
and Wallerian degeneration. Therefore NAD+ related

Figure 3 Cortical Aβ-peptide exposures induce early synaptic loss in a reconstructed cortical-hippocampal network. a. Phase contrast
picture of the microfluidic device comprising funnel-shaped micro-channels allowing unidirectional axonal growth. Cortical neurons (Cx) were
seeded in the left chamber, hippocampal neurons (Hi) in the right chamber, and were cultured for 14 days to reconstruct a cortical-hippocampal
network. A cartoon representing one cortical neuron connected to one hippocampal neuron is inserted for clarity. b-e. Effect of Aβ42 oligomers
and Aβ25-35 peptides on synaptic connections. Cortical and hippocampal neurons were cultured in μFD chambers as shown in a. b,c)
Representative fluorescence micrographs from somato-dendritic compartment of Cx neurons (left panels) and from Hi neurons in the distal
chamber receiving cortical fibers (right panels). Cx chambers were treated with sham (b, Ø/ Ø) or Aβ25-35 (c, Aβ /Ø). Neurons, axons and
synapses were immunodetected using anti-MAP2 (blue), anti-α-tubulin (green), and anti-α-synuclein (red) respectively. Scale bar: 20 μm. Similar
presynaptic patterns were observed with anti-synaptophysin labeling (not shown). d) Representative higher magnification showing presynaptic
clusters (anti-α-synuclein, red) affixed to hippocampal dendrites (anti-MAP2, blue) in hippocampal neurons cultured alone (Hi) connected as in
b (Hi-Cx) and connected plus treated with Aβ as in c (Hi-Cx + Aβ). e) Quantification of presynaptic structures affixed to hippocampal dendrites
after cortical exposure to oligomeric Aβ1-42 (10 nM), fibrillar Aβ1-42 (10 nM), Aβ25-35 peptides (10 μM), and Aβ35-25 peptides (10 μM).
(n = 3; **P < 0.01; ***P < 0.001, ANOVA).
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pathways might offer interesting targets to slow down
dying back induced processes.
In some AD patients, increased Aβ is associated with

complex disturbances of neuronal activity (e.g. epileptic
activity) [15] and neurotransmission dysfunctions have
been described in early phases of AD models [16,17].
Such local circuit disturbance might potentially lead to
a broader network disruption in remote areas through
neuronal projections. Interestingly, we observed that
a mild somatic glutamatergic stress exacerbates dis-
tant axonal toxicity of Aβ. This suggests that cumula-
tive and multi-focal stresses might play an important
role in disease progression, by switching from local
(and probably recoverable) minor dysfunctions to ex-
tended neuronal alterations like permanent synaptic,
axonal or even cell bodies loss. Several non-exclusive

mechanisms may account for AD-related spatiotemporal
progression in the brain. This may involve neurotrophic
factors withdrawal, aberrant neurotransmission, synaptic
loss, excitotoxicity and prion-like spread of pathogenic
misfolded proteins like trans-synaptic spread of Aβ [3].
Interestingly, in our paradigm, blocking NMDA receptors
on hippocampal neurons during cortical somato-dendritic
Aβ treatment prevented Tau Thr231 phosphorylation.
These results are consistent with studies reporting that Aβ
could potentiate potassium-evoked glutamate release from
neurons [18,19].

Conclusion
While brain complexity, with its interconnected neuronal
loops, complicates the in vivo analysis of pathophysiological
initiation and spreading mechanisms, we were able for
the first time to evaluate the distant effects of local cor-
tical β-amyloid deposits on neuronal subcompartments and
networks in μFD-based reconstructed cortico-hippocampal
networks. We show that a strictly local somato-dendritic
amyloid trigger is sufficient to recapitulate a dying-back
process, and to initiate an oriented neuron-to-neuron pro-
gression of pathological events. Aβ peptide accumulation
in the somato-dendritic compartment of cortical neurons
leads to a fast anterograde propagation of degenerative
signals toward endings, resulting in presynaptic collapse.
This fast loss of cortical presynapses is associated with early
trans-synaptic dysfunction such as NMDAR-dependent tau
phosphorylation in postsynaptic hippocampal neurons.
Hence, reconstructed cortico-hippocampal μFD networks
offer a new tool to decipher mechanisms that could under-
lie dying back and Braak’s staging.

Methods
Primary culture in microfluidic chips

Microfluidic chips were realized as described in [8]. The
design used for network reconstruction comprises two
culture chambers each connected to two reservoirs and
separated by a series of 500 μm-long asymmetrical
micro-channels (3 μm high, tapering from 15 μm to 3 μm)
[8]. E16 embryos (Swiss mice, Janvier, France) were
micro-dissected in GBSS (without CaCl2 and MgCl2) + 0.1%
glucose (Merck), digested with papain (20U/mL) and
mechanically dissociated in DMEM containing DNAse.
120.103 cortical cells and 45.103 hippocampal cells were
seeded in the chamber on contact with the wide and
narrow sides of micro-channels, respectively. Cells
were cultured in DMEM glutamax (Invitrogen) supple-
mented with 10% FBS (PAA), N2, streptomycin/penicillin
and B27 (Invitrogen). The culture medium was renewed
every 3–5 days. Cortical axon entered the micro-channels
and reached the hippocampi-containing chamber in 4–5
days. The cortico-hippocampal oriented network was main-
tained routinely up to 2–3 weeks in vitro.

a

b

Ø Ø 

Ø 

Aβ

Figure 4 Exposure of cortical somata to Aβ-peptide induces an

axonal loss in a reconstructed cortical-hippocampal network.
Cortical (Cx) and hippocampal (Hi) neurons were cultured for
14 days in μFD chambers as in Figure 2. Hippocampal neurons and
projecting cortical axons were immunodetected using anti-MAP2
(red), anti-α-tubulin (green). Cx chambers were treated with sham
(a, Ø/ Ø) or 10 μM Aβ42 oligomers (b, Aβ /Ø) for 48 hours.
Representative fluorescence micrographs from the distal hippocampal
chamber receiving cortical fibers. Scale bar: 20 μm.
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Oligomeric and fibrillar Aβ peptide preparations

Oligomeric and fibrillar forms of Aβ1-42 (Tocris Bioscience,
MN, USA), were produced according to [20] and controlled
by electron microscopy (Additional file 2: Figure S2). Briefly,
lyophilized peptides were solubilized at 1 mM in 1, 1, 1, 3,
3, 3,-hexafluoro-2-propanol (HFIP, Sigma Aldrich). After
30 min of incubation at RT, HFIP was evaporated overnight
and peptides were dried (Speed Vac, 1 h 4°C). Then, Aβ
peptide stock solution were obtained byresolubilizationet
5 mM in dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich). To
obtain oligomers, Aβ stock solution was diluted at 100 μM

in phenol-free DMEM-F12 medium (Life technologies),
incubated 24 h at 4°C and centrifuged at 20 000 g (10 min;
4°C) before supernatant (soluble Aβ fraction) collection. To
obtain fibrils, Aβ stock solution was diluted at 100 μM in
HCl 10 mM and then incubated at 4°C for 24 h.

Electron microscopy

Aβ sample aliquots (10 μM) were allowed to adsorb onto
carbon-coated 200-mesh copper grids (EMS, PA, USA)
for 2 minutes before blotting off. Then, grids were incu-
bated for 45 seconds in uranyl acetate 2.5% (w/v) to
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Figure 5 Cortical Aβ peptide deposition induces glutamate-dependent hippocampal Tau phosphorylation. Cortical (Cx) and hippocampal
(Hi) neurons were cultured in μFD chambers as in Figure 2a. a,c. Representative fluorescence micrograph ofcortical neurons (left μFD chamber)
after immunostaining of phosphorylated Tau (pTau Thr231, red; β-tubulin, green). Effect of Aβ42 oligomers and Aβ25-35 peptides on synaptic
connections. Cortical and hippocampal neurons were cultured in μFD chambers as shown in a. b,c) Representative fluorescence micrographs from
somato-dendritic compartment of Cx neurons (left panels) and from Hi neurons in the distal chamber receiving cortical fibers (right panels). b,d.
Representative fluorescence micrograph of hippocampal neurons receiving cortical axons after immunostaining of pTau (Thr231; pseudo-colors).
b) Control conditions (Ø/Ø), d) cortical treatment with Aβ25-35 (10 nM) for 24 h. Scale bar: 20 μm. e. Quantification of pTau-positive hippocampal
neurons after 24 h cortical exposure to fibrillar Aβ25-35, oligomeric Aβ42 or fibrillar Aβ42 (10 nM, each) in the presence or absence of the NMDAR
antagonist MK801 (10 μM). The results were compared to pTau-positive neurons induced by exposure of Hi neurons to okadaic acid (1 nM, 24 h)
(n = 3 **P < 0.01; ***P < 0.001, ANOVA).
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produce a negatively stained protein loaded grid. Images
were recorded on a Zeiss 912 omega electron microscope
(Carl Zeiss Group, Oberkochen, Germany).

Treatments

The following compounds were used: Aβ1-42 peptide
(1428, Tocris), Aβ25-35 peptide (H-1192, Bachem),
control Aβ35-25 peptide (H2964, Bachem), glutamate
(G8415, Sigma), MK-801 (0924, Tocris),5 mM NAD+

(Sigma), 50 μM z-VAD-fmk (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) and 50 μM SP 600125 (Sigma). Oligomeric and
fibrillar forms of Aβ1-42 were produced according to
[20] and controlled by electron microscopy. To ensure
fluidic isolation between compartments, a hydrostatic
pressure difference was generated by over-pressurizing
the non-treated chamber as described in [21].

Immunofluorescence detection

Cultures were fixed (4% PFA, 20 min RT) and immuno-
stained as described in [13]. Primary antibodies included
anti-α-tubulin-FITC (F2168, sigma), anti-MAP2 (M4403,
Sigma), anti-Synaptophysin (S5768, Sigma), anti-Vglut1,
anti-α-synuclein (4179, cell signaling), anti-pTau Thr231
(44746G, Invitrogen). Species-specific secondary antibodies
(coupled to Alexa 350, 488, 555) were used (Invitrogen).
Images were acquired with an Axio-observer Z1 (Zeiss)
fitted with a cooled CCD camera (CoolsnapHQ2, Ropert
Scientific) and images were analyzed using ImageJ.

Quantification of axonal fragmentation

For axonal fragmentation analysis and quantification we used
fluorescence microscopy (immuno-detection of tubulin),
phase contrast, and picture analysis according to a previously
described protocol [22]. Briefly, we used a macro developed
in NIH ImageJ software that utilizes the Otsu thresholding

algorithm, and a particle analyzer algorithm of ImageJ.
The total area of axonal regions with circularity greater
than 0.9 was determined and normalized by the total
axonal area, which was measured from the thresholded
image. This ratio, termed fragmentation index, is an
indicator of the average axonal fragmentation level and
is used in statistical comparisons. Indices of 0.005, 0.083,
and 0.157 correspond to <5%, 50%, and >95% fragmenta-
tion, respectively.

Quantification of synapse loss

Synaptic disconnection was assessed through fluorescence
microscopy by counting α-synuclein clusters affixed to
MAP2 positive hippocampal dendrites. Images were all ob-
tained with the same acquisition parameters. The images
were similarly processed with ImageJ software before being
used for quantification: the brightness/contrast of all control
images was optimized manually to eliminate the background
and to maximize the signal. The means of the minimum
and maximum intensities were then calculated in the con-
trol condition, after which these settings were applied to
all images. The images of the three α-synuclein/α-Tubulin/
MAP2 stainings were merged and the resulting image was
used to define the zone where hippocampal dendrites were
sufficiently innervated by cortical fibres. α-synuclein/MAP2
merges were then used for quantification.

Quantification of Tau phosphorylation

Tau phosphorylation was assessed by counting the number
of neurons presenting pTau levels above a fixed threshold.
Images were all obtained using the same acquisition param-
eters. The images were similarly processed with ImageJ soft-
ware before being used for quantification: the brightness/
contrast of all control images was optimized manually to
eliminate the background and to maximize the signal. The
means of the minimum and maximum intensities were then
calculated in the control condition, after which these set-
tings were applied to all images. All pTau images were then
processed with the “Lookup Tables, fire” plugin to visualize
the intensity of pTau staining with pseudo-colours. The
number of neurons above a fixed colour threshold was then
counted and normalized by the total number of neurons to
have the percentage of hyperphosphorylated tau neurons.

Statistical analysis

Differences were assessed by ANOVA, followed, when
appropriate, by a post-hoc Bonferoni test. For all analysis
* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p–value < 0.001.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Dendritic morphology of cortical neurons
before and after Aβ peptide treatment. Cortical (Cx) neurons were
cultured for 14 days in μFD chambers as in Figure 1. Dendrites and

Figure 6 Hypothetical model of synaptic, post-synaptic and

axonal pathological events induced by Aβ in a cortico-
hippocampal neuronal network. β-amyloid application to the
somato-dendritic compartment triggers a so-called “dying-back”
leading to a rapid cortical presynaptic loss concomitant with a post-
synaptic hippocampal Tau-phosphorylation which could be pre-
vented by the NMDA-receptor antagonist, MK-801, before any sign
of axonal and somato-dendritic cortical alteration.
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pre-synaptic clusters of cortical neurons were immuno-detected using
anti-MAP2 (blue), anti-VGLUT1 (red). Cx chambers were treated with
sham (a, Ø/ Ø) or 10 μM Aβ42 oligomers (b, Aβ /Ø) for 48 hours.
Representative fluorescence micrographs of the cortical chamber are shown.
Scale bar: 20 μm.

Additional file 2: Figure S2. Aβ morphology analysed by electron
microscopy. Negative stain of TEM images of either Aβ1-42 oligomers
(a) or fibrils (b) and Aβ25-35 aggregates (c).
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ABSTRACT 
 

NAD+ depletion is a common phenomenon in neurodegenerative pathologies. Excitotoxicity 
occurs in multiple neurological disorders and NAD+ was shown to prevent neuronal degeneration in 
this process but its role is still debated. Also, recent description of extracellular NAD+ conversion to 
nicotinamide riboside (NR) in cell lines raises interest about NR effect. Here, we showed that 
intracortical administration of NR but not NAD+ reduced brain damage induced by NMDA co-
injection. Using cortical neurons, we also found that extracellular NR delayed NMDA-induced axonal 
degeneration (AxD) with a very strong efficiency compared to extracellular NAD+ suggesting that 
NAD+ and NR effects involve independent mechanisms. Surprisingly, using an inhibitor of NAD+ 
biosynthesis FK866, both NAD+ and NR were able to prevent from neuronal death and AxD, with the 
same efficiency. In this case, NAD+ effect is dependent of its extracellular conversion to NR that is 
further metabolized inside the cell. Taken together, our findings demonstrate that NR is a better 
neuroprotective agent than NAD+. 

 
Key words: NAD+, Nicotinamide riboside, Axonal degeneration, excitotoxicity, FK866 

 
 

INTRODUCTION 
 
Axonal degeneration (AxD) is an early 

and major event in acute cerebral injury and in 
chronic neurodegenerative diseases, such as 
Alzheimer and Parkinson diseases (Benarroch, 
2015; Burke and O’Malley, 2013; Kanaan et 
al., 2013; Selkoe, 2002). Preserving axonal 
integrity, by stopping neurodegenerative 
expansion and preventing irreversible neuronal 
damages, could represent a new therapeutic 
strategy in brain disorders prevention. Several 
evidences support that AxD proceeds via a 
mechanism different of neuronal cell body 
death, and could be associated with 
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) 
metabolism (Araki et al., 2004; Magnifico et 
al., 2013; Sasaki et al., 2006; Wang et al., 
2005b). Few decades ago, a spontaneous 
mutation named Wlds, which delayed axotomy 
induced AxD in neurons derived from the 
peripheral nervous system (PNS), was 
discovered in mice (Lyon et al., 1993). Wlds 
codes a fusion protein Wlds that contains 
nicotinamide mononucleotide 
adenylyltransferase (Nmnat) 1 complete 
sequence, an enzyme involved in NAD+ 
biosynthesis from nicotinamide 
mononucleotide (NMN) (Coleman and 

Freeman, 2010). Since then, several studies 
revealed a protective effect of Nmnat 
overexpression or exogenous NAD+ 
application in axotomy induced AxD in the 
PNS (Araki et al., 2004; Sasaki et al., 2006; 
Wang et al., 2005b; Yahata et al., 2009). The 
molecular cascade and the time course of 
events in AxD have been recently explored 
intensively. Axonal lesion in dorsal root 
ganglia induces a loss of Nmnat2 expression 
and SARM1 activation, triggering MAPK 
signaling pathway, NAD+ depletion and 
subsequent AxD (Gerdts et al., 2013, 2015; 
Gilley and Coleman, 2010). These results 
highlight the essential role of NAD+ 

metabolism in AxD of PNS-derived neurons. 
Whether a similar relationship exists between 
NAD+ metabolism and AxD in the central 
nervous system (CNS) has been poorly 
explored yet. 

A strong NAD+ depletion in neurons 
has been recently revealed during 
excitotoxicity (Kim et al., 2011a; Liu et al., 
2008, 2009a; Zhang et al., 2010). 
Excitotoxicity is a common process taking 
place in most neurodegenerative disorders 
affecting CNS and is the main cell death 
mechanism involved in ischemia and hypoxia. 
Moreover, excitotoxicity has been shown to 
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induce AxD in CNS-derived neurons (Chung 
et al., 2005; Hosie et al., 2012). Essential role 
of NAD+ biosynthesis during excitotoxic stress 
was confirmed by studies demonstrating a 
neuroprotective effect of NAD+ repletion via 
NAD+ biosynthesis enzymes overexpression or 
application of either extracellular NAD+ or its 
precursors (Bi et al., 2012; Kim et al., 2011a; 
Liu et al., 2009a). In this paper, we aim to 
investigate and characterize the role of NAD+ 

metabolism in axonal integrity in CNS-derived 
neurons during excitotoxicity. As exogenous 
NAD+ transport across plasma membrane is 
very controversial, extracellular NAD+ 

protective effect has been recently described to 
be due to its extracellular conversion to one of 
its biosynthesis precursors, nicotinamide 
riboside (NR) (Nikiforov et al., 2011; Di 
Stefano et al., 2014). This extracellular 
conversion pathway is mediated by 
ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodiesterase (ENPP-
ase) and ectonucleotidase (ENT-ase) activities, 
already characterized for extracellular ATP 
conversion (Zimmermann, 2000). No current 
studies have investigated whether extracellular 
NAD+ conversion to NR is required for NAD+ 

protective effect regarding excitotoxicity 
induced AxD in CNS-derived neurons. 
Examining NR involvement in NAD+ 

protective effects could provide clarification 
on this matter and highlight therapeutic benefit 
of this NAD+ precursor. Indeed, NR is a 
component of vitamin B3, recently 
characterized in yeast and mammals 
(Bieganowski et al., 2004) and present in milk 
and dairy products (Trammell et al., 2016). NR 
could enter the cells through nucleoside 
transporters (NT), and then be converted to 
NMN and NAD+ through the action of NR 
kinases (Nmrk1/2) and Nmnat enzymes 
respectively. Few studies highlight NR 
protective effect in neurons, thus raising 
interest on this molecule. It has been reported 
that NR delays AxD after axotomy in dorsal 
root ganglion neurons (Sasaki et al., 2006). 
More recently, NR has been shown to confer 

protection against noise-induced hearing loss 
and prevents neurite retraction of inner hair 
cells (Brown et al., 2014). NR positive effects 
have also been examined in mouse model of 
Alzheimer’s disease where alimentation with 
NR prevents cognitive decline and amyloid-b 
peptide aggregation in the pathology (Gong et 
al., 2013). 

In this paper, we performed a 
comparative study of NAD+ and NR effect and 
examined NAD+ extracellular conversion in 
cortical neurons during an excitotoxic stress. 
We found that NR has a strong protective 
effect on NMDA-induced neurodegeneration, 
both in vitro and in vivo. More specifically, 
NR, but not NAD+, had a strong effect on 
NMDA-induced AxD involving a local NR 
metabolism within the axon. This result is 
supported by the examination of the 
extracellular pathway suggesting that NAD+ 

efficiency in AxD protection is impaired in 
excitotoxicity, due to a NAD+ limited 
conversion to NR. 

 
RESULTS 

 
NMDA treatment on neuronal cell bodies 
induces neuronal death and axonal 
degeneration 

In order to study NAD+ and NR 
protective effects on AxD, we cultured cortical 
neurons in microfluidic devices comprising 
three chambers connected to each other 
(Deléglise et al., 2013). When seeded in the 
left chamber, cortical neurons projected their 
axons from the proximal to the distal chamber 
through asymmetrical filtering micro-channels, 
whereas the somata and dendrites were 
confined in the left chamber. As a consequence 
of such compartimentalization the right 
chamber of the microfluidic device contained 
only axons. The central chamber, if down 
pressurized, acts as a sink or siphon and 
ensures optimal fluidic isolation of the distal 
axonal and somato-dendritic chambers (Fig. 
1a,b). 

Analysis of dendrites (MAP2, red), 
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nuclear chromatin (Hoescht 33342, blue) and 
axons (β3-Tubulin) indicated that the seeded 
cortical neurons were healthy after two weeks 
in culture (Fig. 1c).  

Somato-dendritic application of 
100µM NMDA in the proximal chamber 
induced dendrite degeneration, visualized by a 
loss of MAP2 immunostaining and nuclear 
condensation associated with a severe AxD 
visualized by the punctiform pattern of β3-
Tubulin immunostaining observed in the distal 
chamber (Fig. 1c-g). By contrast, local 
application of NMDA to axons in the distal 
chamber had no effect on neurons, according 
to the fact that NMDA receptors (NMDAR) 
are exclusively localized at the somato-
dendritic compartment (Hosie et al., 2012) 
(Fig. 1e-g). NMDAR involvement in NMDA-
induced neurodegeneration was confirmed by 
using the non-competitive NMDAR antagonist 
MK-801. Both nuclear condensation and AxD 
after 8h NMDA treatment were fully blocked 
by the co-addition of 10 or 50 µM MK-801 
(Fig.1h,i). 

 
NR has a stronger neuroprotective effect than 
NAD+ during excitotoxicity both in vitro and 
in vivo 

To evaluate and compare the potential 
neuroprotective properties of NAD+ and NR, 
cortical neurons were co-treated with 100 µM 
NMDA in the presence or absence of 5 mM 
NAD+ or 1 mM NR. Then, nuclear 
condensation and AxD were quantified over 
time. As shown in figure 2a, after 24h of 
treatment, no inhibition of dendrite 
degeneration (MAP2) nor inhibition of nuclear 
condensation were observed after NAD+ or NR 
treatment whereas both molecules delayed 
AxD (Fig. 2a-c). NAD+ protection was weak 
(67% of protection compared to NMDA effect 
after 8h of treatment, 22% after 24h) whereas 
NR fully protected axon after 8 hours and still 
provided 72% protection after 24h NMDA 
treatment (Fig. 2c). NAD+ and NR efficiencies 
were also compared carrying out a dose-range 
assay in cortical neurons co-treated with 100 

µM NMDA during 24h (Fig. 2d). NAD+ 
started to delay AxD from 5 mM when NR 
was efficient from a ten times weaker dose (0.5 
mM) (33% vs 43% of protection) with a 
maximum effect at 1mM. We asked whether 
the absence of protection of NAD+ and NR on 
NMDA-induced nuclear condensation was due 
to the high-dose of NMDA (100 µM) leading 
to strong deleterious effects. Then, we 
challenged 5 mM NAD+ or 1 mM NR with a 
lower 10 µM NMDA concentration during 24h 
(Fig. S1). A lower nuclear condensation was 
observed with 10 µM NMDA (30%) compared 
to that obtained with 100 µM NMDA (53%) 
but neither NAD+ nor NR had any protective 
effect on this phenomenon. 

Considering different neuroprotective 
effects of NAD+ compared to NR in our 
excitotoxicity model in vitro, we then asked if 
NAD+ and NR could have neuroprotective 
effect in an in vivo excitotoxicity experimental 
setting. For this purpose, we carried out co-
injection of NMDA (5 nmol) and NAD+ or NR 
(50 nmol each) into mouse cortical structures 
as described before (Jullienne et al., 2011). 
Surprisingly, the volume of the NMDA-
induced lesion as measured by magnetic 
resonance imaging (MRI) was significantly 
reduced after NR co-injection, whereas NAD+ 

did not reveal a significant protection 
(Fig.2e,f). 

Thus, NR has a more potent 
neuroprotective effect than NAD+ in NMDA-
induced neurodegeneration both in vitro and in 
vivo. 

 
NR has a local protective effect mainly 
restricted to axonal compartment 

Previous results have shown that 
NAD+ is able to delay Wallerian degeneration 
after axotomy on PNS derived neuronal cells. 
Furthermore, both NAD+ and Wlds protein 
prevent AxD in a soma-independent fashion 
(Cohen et al., 2012; Wang et al., 2005b). Since 
NAD+ and NR protect exclusively AxD in our 
model, we wondered if NAD+ and NR act 
locally at the axonal level or also depend on 
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the somatic compartment. NAD+ or NR were 
applied either on both compartments or either 
on somato-dendritic or on axonal compartment 
simultaneously with somato-dendritic addition 
of 100 µM NMDA. Axonal application of NR 
partially protected axons from NMDA-induced 
degeneration (50% protection), whereas 
somato-dendritic application did not prevent it 
(Fig.3a-f). Local NAD+ treatment revealed no 
significant protective effects (Fig. 3g), but for 
both molecules NR and NAD+ the protection 
was increased or detected when applied on 
both compartments respectively. These 
findings indicate that local axonal treatment 
with NAD+ or NR is required for axono-
protection, and that somatic NAD+ or NR 
treatment is not sufficient to fully prevent 
AxD, however helps to increase axonal 
protection induced by axonal treatment. 

 
NR is converted to NAD+ in cortical neurons 

We next explored the assumption that 
NR protective effect could be related to its 
intracellular conversion to NAD+ (Fig. 4a). 
First, we asked whether NR enters into cortical 
neurons to be further metabolized to NAD+. 
NR is a nucleoside supposed to cross plasma 
membrane through NT as it was previously 
described in other cells (Nikiforov et al., 2011; 
Di Stefano et al., 2014). Among all NT 
isoforms already identified, analysis of 
expression of their corresponding mRNA in 
our neuronal cell culture model indicated that 
all equilibrative nucleoside transporter (ENT1-
4) transcripts were expressed (Fig. 4b). 
However, none of concentrative nucleoside 
transporter (CNT1-3) mRNA could be 
detected. Dipyridamole (DP) was described as 
a potent pharmacological inhibitor of both 
ENT1 and to a lesser extent ENT2 activities 
(Griffith and Jarvis, 1996). Furthermore, NR 
cell entry was prevented using DP in human 
cell lines (Nikiforov et al., 2011). Co-treatment 
of cortical neurons with 100 µMNMDA, 1 mM 
NR and 50 µM DP almost completely 
prevented NR-induced axonal protection 
(axonal protection decreased by 68%, from 

88% to 20%), suggesting that NR axo-
protective effect requires DP-sensitive 
transport through plasma membrane (Fig. 4c). 
Intracellular NR could be converted to NAD+ 
involving first NMN synthesis catalyzed by 
Nmrk1/2 (Fig.4a). We analyzed Nmrk1 and 
Nmrk2 mRNA expression by RT-qPCR from 
both specific mouse brain areas and from 
cortical neurons in culture. We showed in 
figure 4d that Nmrk1 mRNA was 
constitutively expressed in all tissues whereas 
Nmrk2 mRNA was absent in all brain areas 
(cortex, hippocampus, cerebellum) (Fig. 4d). 
However, Nmrk2 transcript was highly 
expressed in heart and striated skeletal muscles 
as described previously (Cantó et al., 2012). 
Nmrk1 but not Nmrk2 mRNA was also 
expressed in cultured cortical neurons (Fig. 
4e). Nmrk2 mRNA has been shown to be 
induced in PNS neurons after sciatic nerve 
axotomy (Sasaki et al., 2006). To investigate a 
potential induction of Nmrk2 after an 
excitotoxic insult in cortical neurons, Nmrk2 
mRNA was quantified after 100 µM NMDA 
treatment for 24h. We found a very low 
induction of Nmrk2 transcript but a significant 
4-fold increase of Nmrk1 mRNA. NMN, the 
product of Nmrk1/2 is a well-known substrate 
for Nmnat enzymes leading to NAD+ 
biosynthesis. We next evaluated NAD+ levels 
in neurons during excitotoxic challenge. A 
treatment of cortical neurons with 100 µM 
NMDA treatment for 24h induced intracellular 
NAD+ decrease by 36% and this effect was 
reverted by co-treatment with 1 mM NR (Fig. 
4f). Altogether, these results suggest that 
extracellular NR conversion into intracellular 
NAD+ is an important pathway to maintain 
axoplasmic NAD+ level which in turn could 
delay excitotoxicity-induced AxD. 

 
Extracellular NAD+ involve different pathway 
from NR to prevent excitotoxicity-induced 
AxD 

Extracellular NAD+ has a lower axo-
protective effect compared to NR in our model. 
As reported previously in cell lines and PNS 
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derived neuronal cells, NAD+ can be converted 
extracellularly to NMN by ENPP-ase and then 
to NR by 5’-ENT-ase (Fig. 5a). We wondered 
if either extracellular conversion of NAD+ to 
NR is required for NAD+-mediated axonal 
protection or if this effect is independent of 
NR action. For this purpose, we investigated 
ENT-ase activity in cortical neurons, using 
high concentration of cytidine monophosphate 
(CMP), a competitive inhibitor of this enzyme 
(Zimmermann, 2000). First, we co-treated or 
not cortical neurons with 100 µM NMDA and 
5 mM NMN for 24h. We showed that 
extracellular NMN significantly reduced 
NMDA-induced AxD (58% of protection) and 
that 25mM CMP reversed the protective effect 
of NMN (Fig. 5b). This result indicates that 
NMN needs to be converted to NR to mediate 
axonal protection. NMN effect was also 
prevented when cortical neurons were co-
treated with NMDA and the ENT1/2 inhibitor 
DP confirming that NMN is converted to 
nucleoside NR before to be transported 
through plasma membrane to prevent NMDA-
induced AxD. Surprisingly, both CMP and DP 
had no effect on the axonal protection 
conferred by NAD+ (Fig. 5c), suggesting that 
NAD+ conversion to NR is not required to 
explain NAD+ protective effect. Regarding all 
these results, we showed that NAD+ and NR 
involve different mechanisms of action to 
prevent excitotoxicity-induced AxD. 

 
NAD+ and NR protect neurons with the same 
efficiency after FK866-induced NAD+ 
depletion 

Among all the isoforms of ENPP-ase 
and 5’-ENT-ase, some are described to be 
expressed in the CNS and could be regulated 
depending of physiological or 
neurodegenerative conditions (Gómez-
Villafuertes et al., 2014).  

To test whether the extracellular 
conversion of NAD+ to NR efficiency does 
explain the difference between NAD+ and NR 
in axonal protection level, first we compared 
NAD+ and NR neuronal protection efficiency 

in another well known neurotoxic insult. 
Actually, we induced NAD+ depletion by using 
FK866, a specific inhibitor of the enzyme 
Nampt involved in nicotinamide (NAM) to 
NMN conversion (Fig. 6a) (Hasmann and 
Schemainda, 2003). Application of 10 µM 
FK866 to the somato-dendritic compartment, 
performed over 72 hours, induced a rapid 
decrease of NAD+ levels from 24h of treatment 
in cortical neurons (Fig. 6b). This drop in 
NAD+ level induced nuclear condensation and 
AxD after a 72h FK866 treatment (Fig. 6c,d). 
Co-treatment of cortical neurons with 10 µM 
FK866 and NAD+ or NR (50 µM) fully 
prevented both nuclear condensation and AxD 
(Fig. 6d-f). In addition, it is very interesting to 
note that efficient NAD+ and also NR 
concentrations were lower than those used in 
the NMDA-induced neurodegeneration model 
(50 µM for both in FK866 model and 5 mM 
NAD+ or 1 mM NR for NMDA model) (Fig. 
2a-d ; Fig. 6d-f). These results suggest that 
both NAD+ and NR could use different ways to 
prevent degenerative processes between the 
NMDA and FK866 stresses.  NAD+ and NR 
remained fully protective when applied 24h 
post-treatment while NAD+ depletion was 
already observed, but dropped to 20% of 
protection when applied 48 hours later (Fig. 
6e,f). These findings highlight the existence of 
a short time lapse where neuronal integrity can 
be rescued even if neurotoxic insult already 
occurred. Taken together, these data show that 
NAD+ and NR have the same neuroprotective 
effect in FK866-induced NAD+ depletion. 

 
Extracellular NAD+ conversion into NR is 
needed to prevent FK866-induced 
neurodegeneration 

We next evaluated the metabolic 
pathway from extracellular NAD+/NMN/NR to 
intracellular NAD+ in FK866-induced 
neurodegeneration model. First, cortical 
neurons were co-treated with 50 µM FK866, 
50 µM NR and 50 µM DP for 72h and axonal 
fragmentation was investigated. DP prevented 
only partially NR protective effect (axonal 
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protection reduced by 40%) when this effect 
was totally prevented in NMDA stress (Fig. 4c 
and 7a). This discrepancy suggests that, when 
FK866 is used, NR could be transported by 
different NT, some of them that are not 
inhibited by DP. As previously described, 
NAD+ and NMN, also prevented FK866-
induced neurodegeneration and, in the same 
way as NR, these effects were partially 
prevented by DP (Fig. 7b-c). Altogether these 
results indicate that extracellular NAD+, NMN 
and NR need some DP-sensitive but also DP-
insensitive NT. As NAD+ may use the same 
NT as NR, we wondered if both extracellular 
NAD+ and NMN need to be converted to NR 
before to be transported through plasma 
membrane. This hypothesis was further 
confirmed as CMP fully blocked the axo-
protective effect of NAD+ and NMN indicating 
that both molecules need 5’-ENT-ase activity 
to be converted to nucleoside and mediate their 
axo-protective effect (Fig. 7b-c). All these 
results demonstrate that NAD+, NMN and NR 
use a similar pathway to prevent FK866-
induced neurodegeneration when NAD+ uses a 
different mechanism from NR in NMDA 
condition. 

 
DISCUSSION 

 
NAD and NR protective effect in 
excitotoxicity 

Excitotoxicity is a process commonly 
described in several brain disorders, such as 
stroke, traumatic brain injuries or 
neurodegenerative diseases (Alzheimer, 
Parkinson, etc.). High glutamate release 
activates ionotropic glutamate receptor, as 
NMDAR, and triggers disruption of ion 
homeostasis, leading to energetic dysfunction 
and oxidative stress. Major events related to 
excitotoxicity are therefore mitochondrial 
dysfunction, NAD+ depletion and metabolic 
deregulation. Moreover, neuronal stress 
induced DNA damages lead to PARP 
activation and emphasize NAD+ depletion. 
Therefore, NAD+ metabolism implication in 

excitotoxicity needed to be further 
characterized. 

Few in vitro studies already 
highlighted interest of NAD+ and its 
precursors, as well as NAD+ biosynthesis 
enzymes (Nampt/PBEF, Nmnat), in 
excitotoxicity induced neuronal degeneration 
prevention (Bi et al., 2012; Ghosh et al., 2012; 
Kim et al., 2011a; Liu et al., 2009a; Verghese 
et al., 2011; Wang et al., 2014b). Nevertheless, 
all these results are very confused and 
dependent of the excitotoxicity model. For 
instance, exogenous NAM only protects 
neuronal degeneration after 6h or 12h of 
glutamate/NMDA treatment but has no more 
significant effect after 24h (Liu et al., 2009a). 
Furthermore, only weak NAD+ protective 
effects have been observed regarding neuronal 
sustainability after 100 µM glutamate 
application, even with strong NAD+ doses up 
to 15 mM (Bi et al., 2012; Wang et al., 2014b). 
Our results showing neither NAD+ nor NR 
protective effects on NMDA induced somatic 
degeneration seems therefore consistent with 
these previously described studies. 
Surprinsingly, our work demonstrated that NR 
and NAD+ have differential effects on NMDA 
induced AxD in vitro. Actually, NR at a dose 
of 1 mM is highly efficient to prevent AxD 
when NAD+ 5 mM is weaker. We observed a 
similar result in vivo where NR injection, but 
not NAD+, significantly reduces NMDA-
induced lesions (Fig. 2e-f). Our result is very 
interesting regarding CNS-derived neurons as 
extracellular NAD+ and also NR were 
demonstrated protective in PNS-derived 
neurons injured by axotomy (Sasaki et al., 
2006). Cellular and molecular mechanisms 
involved in AxD are not fully described yet 
and may depend on lesions or pathological 
conditions. Several studies have already 
highlighted a specific mechanism, distinct 
from somatic degeneration process, where 
NAD+ metabolism is essential (M. Coleman et 
al., 2011). NR-induced NAD repletion 
highlights how NAD+ is an important 
parameter during excitotoxicity-induced AxD 
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mechanism. Indeed, NR enters the cell through 
NT, and is then converted to NMN and NAD+, 
in compliance with NAD+ level measurement 
performed in our study (Fig. 4c, f). 
Intracellular NR could be metabolized to NMN 
by two isoforms of Nmrk (Nmrk1/2). Previous 
results have described that Nmrk2 mRNA is 
induced after sciatic nerve lesion and this 
induction could be involved in further NR 
metabolism to prevent AxD (Sasaki et al., 
2006). We have shown that Nmrk1 mRNA is 
induced by NMDA treatment and that Nmrk2 
is also slightly induced by NMDA or FK866 
treatment (Fig. 4e & Fig. S2). However, NR is 
always able to prevent nuclear condensation 
and AxD in KO Nmrk2 mice-derived neurons 
treated with FK866 10 µM for 72h indicating 
that Nmrk2 is not involved in NR metabolism 
and effect (Fig. S2).  

Recent study on PNS-derived neurons 
injured by axotomy reveals a fall in 
cytoplasmic Nmnat2 leading to axonal NMN 
accumulation, described as deleterious and 
accelerating AxD (Di Stefano et al., 2014). In 
our model, no NMN or NR toxicity has been 
observed. On the contrary, we report strong 
axonal protection with both molecules, 
supporting total conversion of NR to NAD+ 

and suggesting no Nmnat2 alterations. This 
hypothesis was confirmed by analysis of 
different Nmnat mRNA in cortical neurons 
treated or not with NMDA 100µM for 3h and 
24h. We showed that all transcripts coding 
Nmnat 1-3 are expressed with a higher level 
for Nmnat2 and Nmnat3. Moreover, all 
isoforms are induced after 24h of treatment 
(Fig. S3). All these results suggest that NMN 
may not be toxic because it is further converted 
to NAD+ by Nmnat enzymes.  

Our model present similarities with 
axotomy, where NAD+ metabolism is essential 
for axonal integrity, as we observed NAD+ 
repletion and local NR effect, but NAD+ 
depletion is not the only factor involved in 
NMDA-induced AxD. Indeed, FK866-induced 
NAD+ depletion leads to AxD only after 72h of 
treatment whereas AxD is observed after 24h 

NMDA treatment, suggesting that NAD+ 
depletion is crucial but not sufficient to induce 
AxD in excitotoxicity. 

Optimal NAD+ and NR axo-protective 
effect are observed when drugs are applied on 
both compartments, suggesting axonal 
protection potentiation through a somatic 
signal. Indeed, only 40 to 50% of nuclei are 
reported to be condensed after NMDA 
treatment and intact somas could therefore 
mediate a positive signal to the axons. 
Mitochondria transport within the axon was 
recently shown to participate to axonal 
integrity (Zhou et al., 2016). Hence, we might 
assume that an increase of mitochondria 
biogenesis and/or an axonal transport of 
mitochondria have a role in NAD+ and NR 
effects. 

 
NAD to NR extracellular conversion 

Very strong NAD+ concentrations are 
needed for NAD+ axonal protective effects. 
Indeed, we show that 5 mM NAD+ is required 
for a limited NMDA induced AxD prevention 
(33%) (Fig. 2g) when 15 mM NAD+ leads to 
only 65% of protection. It could be explained 
by difficulty for NAD+ to be transported 
through plasma membrane. Indeed, no NAD+ 

transporters have been identified in mammals 
yet. In 1999, NAD+ increase after extracellular 
NAD+ treatment was firstly observed in cell 
lines but no direct NAD+ transport has been 
characterized (Zocchi et al., 1999). Meanwhile, 
evidences suggest that connexin 43 
hemichannel could be involved in NAD+ influx 
and efflux through plasma membrane 
(Bruzzone et al., 2000), as 32P radiolabeled 
NAD+ was shown to enter the cells. 
Nevertheless, a prior conversion of NAD+ to 
another molecule, which would then enter the 
cells could not be excluded. 

Recently, extracellular NAD+ to NR 
conversion and NR transport through NT have 
been reported in cell lines and PNS-derived 
neurons (Nikiforov et al., 2011; Di Stefano et 
al., 2014). Extracellular conversion of NAD+ to 
NAM by ADP-ribose synthase CD38 has also 



 - ANNEXE -  

 

 

 

244  

been described. Nevertheless, this pathway 
could be excluded in excitotoxicity model as 
NAM exogenous application has no significant 
effect on NMDA-induced AxD (Fig. S4). 

We show that CMP, a potent ENT-ase 
competitive inhibitor, can block NMN axo-
protective effect (67% inhibition), suggesting 
that NMN to NR conversion and ENT-ase 
activity are essential in AxD prevention. 
Surprinsingly, no inhibition of NAD+ effect by 
CMP is reported. So, the weak NAD+ axo-
protective effect could be due to its direct 
transport by hemichannels or connexin like 
transporters or by another pathway, not 
described yet. However, NAD+ axo-protective 
effect in FK866 induced NAD+ depletion 
paradigm is almost fully inhibited by CMP 
(87% inhibition) indicating that extracellular 
NAD+ to NR conversion seems to be 
dependent on neurotoxic processes. 
Considering that NMN conversion to NR is 
essential in both systems, it seems that ENPP-
ase activity could be determinant in NAD+ 
extracellular conversion. Few hypotheses 
could clarify differences observed between 
excitotoxicity model and NAD+ depletion 
paradigm. Specific subcellular localization of 
ENPP-ase activity at somatic level could 
explain why NAD+ cannot be converted to NR 
when somatic degeneration is observed, as in 
excitotoxicity stress (Fig. 8). On the other 
hand, total neuronal integrity conferred by 
NAD+ in FK866 induced neuronal 
degeneration show that extracellular NAD+ can 
be converted to NR at somatic level. Another 
hypothesis could be the regulation of ENPP-
ase activity or expression according to 
neuronal stresses. ENPP2 neuronal expression 
has already been shown induced in neuron-
astrocyte co-cultures in some specific stress 
conditions (Freitas et al., 2010). A negative 
regulation of ENPP-ase activity by NMDA 
could explain the differential effects between 
NAD+ and NR observed both in vitro and in 
vivo.  

Finally, it is interesting to note 
differences in efficient concentrations used for 

NAD+ and its precursors in the two neurotoxic 
systems studied in this paper. Indeed, efficient 
doses of NAD+, NMN and NR against NMDA 
induced AxD are around millimolar whereas 
weaker doses from 50 µM are sufficient to 
prevent FK866 induced neuronal degeneration 
(Fig. 2d & Fig.6,7). Neuronal cells seem 
therefore more sensitive to NAD+ and its 
precursors in FK866 induced NAD+ depletion 
paradigm. Potentiation of NR transport in this 
model could explain these observations. We 
showed that DP, able to specifically inhibit 
ENT1 and to a lesser extent ENT2, blocks 
almost totally NR effects in NMDA induced 
AxD (Fig. 4c). However, DP inhibition of NR 
effect in FK866 paradigm is less effective 
(40%) (Fig. 7b). In this context, DP-insensitive 
NT, not present or inactive in NMDA induced 
excitotoxicity, could mediate NR transport 
when FK866 is applied. Indeed, several NT 
have been characterized and can mediate 
different nucleoside transport (Young, 2016). 
Hence, NR transport could depend specifically 
on some NT. ENT2 and ENT4 mRNA 
induction observed after 72h FK866 treatment 
in our system deeply support this hypothesis 
(Fig. S5). 

 
In summary, our study reveals strong 

NR protective effect on AxD in both in vitro 
and in vivo excitotoxic models. We 
demonstrate for the first time that 
excitotoxicity induced AxD in CNS-derived 
neurons is dependent on NAD+ level, as it has 
been previously attested in PNS-derived 
neurons injured by axotomy. Extracellular 
NAD+ can be converted to NR by ecto-
enzymes present in CNS, but specific 
neurotoxic conditions, such as excitotoxicity, 
could impair this extracellular conversion and 
limit NAD+ AxD prevention conferring further 
interest for the development of NR-based 
therapies. 
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MATERIALS AND METHODS 
 

Microfluidic chip production 
 The three compartment chip 

master (“3C”) was constructed as described 
before (Deléglise et al., 2013). For chip 
production, polydimethylsiloxane (Sylgard 
184, PDMS, Dow Corning, Midland, MI, 
USA) was mixed with a curing agent (9:1 
ratio) and degassed under vacuum. The 
resulting preparation was poured onto a 
polyester resin replicate and reticulated at 70 
°C for, at least, 2 hours. The elastomeric 
polymer print was detached and 2 reservoirs 
were punched for each macro-channel. The 
polymer print and a glass cover slip, 
previously cleaned with isopropanol and dried, 
were treated for 3 minutes in an air plasma 
generator (98% power, 0,6mBar, Diener 
Electronic, Ebhausen, Germany) and bonded 
together. The chips were placed under UV for 
20 minutes and then coated with a solution of 
poly D-lysine (10 µg/ml, Sigma #P7280, St. 
Louis, MO, USA) overnight and washed with 
Dulbecco’s phosphate buffer saline (D-PBS) 
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen 
#14190169, Waltham, MA, USA) before cell 
seeding. 

 
Primary neuronal culture 

 All animals were ethically 
maintained and used in compliance with the 
European Policy on Ethics. Cortices were 
micro-dissected from E14 embryos of swiss 
mice (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) in 
D-PBS supplemented with 0.1 % (w/v) 
Glucose (Invitrogen). Dissected structure were 
digested with papain (15 U/mL in DMEM, 
Sigma #76220) during 5 min at 37°C. After 
papain inactivation with 10% (v/v) fetal bovine 
serum (FBS, GE Healthcare, 
Buckinghameshire, UK), structures were 
mechanically dissociated with a pipette in 
DMEM Glutamax-1 (Invitrogen #31966) 
containing DNAse-I (Sigma # D5025). After 
two centrifugation at 700g during 7 min, cells 
were resuspended in a cell culture medium 

containing DMEM Glutamax-1, penicillin (100 
U/mL)/streptomycin (100 µg/mL) (Invitrogen 
#15140), 5% (v/v) FBS, N2 supplement 
(Invitrogen #17502048) and B-27 supplement 
(Invitrogen #17504-044) to a final density of 
50 million cells/mL. Cortical cells were then 
seeded in the somatic compartment. Cell 
culture medium was then added equally to the 
four reservoirs. Microfluidic chips were placed 
in plastic Petri dishes containing H2Oand 10% 
(w/v) ethylene diamine tetra acetic acid 
(EDTA) (Sigma) to prevent evaporation and 
incubated at 37°C in a humid 5 % CO2 
atmosphere. The culture medium was renewed 
every six days. Upon differentiation, 2 or 3 
days after seeding, cortical axons entered the 
micro-channels and reached the second 
chambers after 4 to 5 days. Cortical axons 
continued growing thereafter.  

 
Pharmacological Treatments 

 Cells were pretreated and/or 
treated between 11 and 13 days in vitro. For all 
the treatments, the culture medium was totally 
renewed from all compartments with fresh 
culture medium containing pharmacological 
drugs. To ensure fluidic isolation, a differential 
hydrostatic pressure between compartments 
was maintained. 

The following compounds were used: 
N-methyl-D-aspartic acid (NMDA, 100 µM) 
(Sigma #M3262), FK866 (10 µM) (Sigma 
#F8557), NAD+ (Sigma #N3014), NMN 
(Sigma #N3501), NR (Chromadex, Irvine, CA, 
USA), NAM (Sigma #N0636), Dipyridamole 
(DP, 50µM) (Sigma #D9766), CMP (25 mM) 
(Sigma #C1006), (+) MK-801-maleate (10/50 
µM) (Tocris Bioscience #0924, Bristol, UK). 

 
Immunofluorescence detection and image 
acquisition 

 At various times, cultures were 
fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde (PFA) 
(Euromedex #15714-S, Souffelweyersheim, 
France) + 4% (w/v) sucrose (Sigma #S0389) 
for 20 minutes at room temperature. Cells were 
then washed once with PBS for 10 min and 
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permeabilized for 30 minutes with D-PBS 
containing 0,2% (v/v) TritonX-100 (Sigma) 
and 1 % (w/v) BSA (Sigma). Immunostaining 
was performed as described before (Magnifico 
et al., 2013) using the following conjugated 
antibodies diluted in D-PBS: Anti-βIII tubulin-
Alexa Fluor 488 (1/500, Millipore # 
AB15708A4, Merck Millipore, Darmstadt, 
Germany) and anti-MAP2-Alexa 555 (1/500, 
Millipore # MAB3418A5). Cell nuclei were 
stained by using Hoescht 33342 (2µg/mL). The 
chips were then rinsed once with PBS and 
filled with PBS + 0.1% sodium-azide.  

Images were acquired using an Axio-
observer Z1 microscope (Zeiss, Wetzlar, 
Germany) fitted with a cooled CCD camera 
(CoolsnapHQ2, Ropert Scientific, Trenton, NJ, 
USA). The microscope was controlled with 
Metamorph software and images were 
analyzed using ImageJ software (NIH, 
Bethesda, MD, USA). 

 
Quantification of axonal fragmentation and 
neuronal death 

 Axonal fragmentation was 
assessed using a macro developed in ImageJ 
software and containing the following steps: 1- 
Substract Background, 2- Plugin Tubeness 
(σ=1), 3- Plugin Otsu Thresholding , 4- 
Analyze of particles : measure of total particles 
area (ATOTAL) and measure of particles whose 
circularity is higher than 0,2 (A0,2). The 
fragmentation index is obtained as the ratio 
A0,2/ATOTAL, comprised between 0 and 1. This 
index is almost linearly correlated with 
fragmented axons percentages: indices under 
0.2, around 0.5 and up to 0.8 correspond to less 
than 10%, 50% and more than 90 % of 
fragmented axons respectively. 

Neuronal death was quantified by 
calculating the ratio condensing nuclei to total 
nuclei. 

 
PCR and quantitative real time PCR 

 Primary cortical neurons were 
lysed at DIV 11 and tissues were lysed from 8 

weeks old mice. Three wells were pooled to 
obtain one samples. Total RNA was isolated 
with RNeasy kit (Qiagen #74104, Valencia, 
CA, USA) according to the manufacturer’s 
protocol. Of total RNA, 1 µg was RNase free-
DNase and retrotranscribed using SuperScript 
II Reverse Transcriptase kit (Invitrogen 
#18064-022) according to the manufacturer’s 
instruction. Remaining RNA was hydrolysed 
using RNase H from E. coli (invitrogen 
#AM2293). 

PCR amplification was performed in a 
thermocycler by mixing 2 µL of cDNA with 
0.5 µM of forward and reverse nucleotide 
sequences (table) in a PCR Buffer containing 
dNTP mix (200 µM each), MgCl2 (1,5 mM) 
and 0.5 units of Taq DNA Polymerase 
(invitrogen #18038). Initially, the template was 
denaturated by heating to95°C for 5 min, 
followed by 30 amplification cycles. Each 
cycle consisted of three steps : the first for 45 
sec at 94 °C, the second for 30 sec at Ta 

(depending of the amplified mRNA) and the 
third for 1 min at 72 °C for polymerization. 
The final step was extension at 72°C for 10 
min. The PCR products were electrophoresed 
on 1.5 % (w/v) agarose gel and staining with 
ethidium bromide (0.5 µg/mL). 

Quantitative PCR was performed using 
LightCycler480 device (Roche Applied 
Science), by mixing 1/50 diluted cDNA with 
the target-specific primers and Light Cycler 
480 SYBRGreen I Master mix (Roche, 
#4707516001) according to the manufacturer’s 
instructions. Amplification conditions were 
were initial denaturation for 5 min at 95°C 
followed by 40 cycles of 10 sec at 95 °C, 15 
sec at Ta and 10 sec at 72 °C. Results were 
analyzed with LightCycler 480 SW 1.5 
software. Individual PCR products were 
analyzed by melting-point analysis. The 
expression level of a gene was normalized 
relative to that of mouse β-actin or 
hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase (HPRT). 
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Table: PCR primer sequences 
Gene Primers Size (pb) Ta 

β-Actin 
Forward 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3' 

228 63 
Reverse 5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3' 

HRPT 
Forward 5'-ATTATGCCGAGGATTTGGAA-3' 

94 60 
Reverse 5'-CCCATCTCCTTCATGACATCT-3' 

ENT1 
Forward 5'-AGCCTGTGCAGTTGTCATTTT-3' 

153 60 
Reverse 5'-TCTTCCTTTTGGCTCCTCTCC-3' 

ENT2 
Forward 5'-CGAGTCGGTGCGGATTCTG-3' 

149 60 
Reverse 5'-GCACGGCACAGAAGGAATTG-3' 

ENT3 
Forward 5'-ATAGCAGCGTTTACGGCCTC-3' 

127 60 
Reverse 5'-CACTGGATGCTGCCAGGTC-3' 

ENT4 
Forward 5'-TTTGGCAGTGTGCCCATGA-3' 

127 60 
Reverse 5'-TGCAGTAGGCCACAGCAGAG-3' 

Nmrk1 
Forward 5'-AGGGAAGACGACACTGGCTA-3' 

141 63 
Reverse 5'-AGCGCTTCAAGCACATCATA-3' 

Nmrk2 
Forward 5'-CACCTCAGGACCAGTCACCT-3' 

94 60 
Reverse 5'-CTGTTGGTCAGGGTGGTCTT-3' 

Nmnat1 
Forward 5'-TTCAAGGCCTGACAACATCGC-3' 

94 60 
Reverse 5'-GAGCACCTTCACAGTCTCCACC-3' 

Nmnat2 
Forward 5'-CAGTGCGAGAGACCTCATCCC-3' 

94 60 
Reverse 5'-ACACATGATGAGACGGTGCCG-3' 

Nmnat3 
Forward 5'-GGTGTGGAGGTGTGTGACAGC-3' 

94 60 
Reverse 5'-GCCATGGCCACTCGGTGATGG-3' 

 
NAD+ assay 

NAD+ assay was performed using 
EnzyChrom NAD+/NADH Assay Kit 
(Euromedex, #E2ND-100) according to 
manufacturer’s protocol. 

 
In vivo NMDA-induced excitotoxicity 
experiments 

Experiments were performed on male 
C57/Black6 mice (23 ± 3 g, produced and 
provided by our local animal facilities, France) 
in accordance with European communities 
Council (Directives of November 24, 1986 
(86/609/ EEC)) and French Legislation (act no. 
87-848, Ministère de l’Agriculture et de la 
Forêt) on Animal Experimentation and were 
approved by the local ethical committee. Mice 
were deeply anesthetized with isoflurane 5% 
and maintained under anesthesia with 2% 
isoflurane in a 70%/30% gas mixture 
(N2O/O2) during surgery. The rectal 
temperature was maintained at 37 ± 0.5°C 
throughout the surgical procedure using a 
feedback-regulated heating system. 

A cortical unilateral injection 
(coordinates: 0.5 mm posterior, 2.0 mm lateral, 
-0.5 mm ventral to the bregma; stereotaxic 
atlas G. Paxinos & K.B.J. Franklin) of NMDA 
(5 nmoles; in 0.33 µl), co-injected or not with 
NAD+ or NR (50 nmol) was performed after 
placing the animals in a stereotaxic frame. 
Solutions were injected by the use of a 
micropipette made with hematologic 
micropipettes (calibrated at 15 mm/µl; 
assistant ref 555/5; Hecht, Sondheim-Rhoen, 
Germany). The micropipette was removed 3 
min later. Volume lesion was analyzed 48h 
later. 

 
Magnetic Resonance Imaging 

Experiments were carried out on a 
Pharmascan 7T (Bruker, Germany). T2-
weighted images were acquired using a 
multislice multi echo sequence: TE/TR 51.3 
ms/2500 ms 48 hours after injection. Lesion 
volumes were quantified on MRI using ImageJ 
software. 
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Statistical analysis 
Differences were assessed by a Mann 

Whitney test to compare two conditions or a 
Kruskall-Wallis test to compare more than two 
conditions. For all analysis * p-value < 0.05; 
** p-value < 0.01; *** p–value < 0.001. 
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FIGURE LEGENDS 
 

Figure 1: Somatic application of NMDA on 
cortical neurons induces neuronal death and 
axonal degeneration 
a) 3D representation of microfluidic devices 
composed of three separated chambers 
connected by funnel-shaped microchannels. 
Cortical neurons are seeded in proximal 
chamber and axons reached the distal chamber 
after 4 to 6 days in vitro. Over-pressured 
central channel enables optimal fluidic 
isolation and compartimentalized treatment 
between somatic and axonal compartments. b) 
Light microscopy image of microchannels 
between proximal and distal chambers. c-e) 
Representative microscopy pictograph of 
somatic and axonal compartments after 
NMDA treatment. Cortical neurons were 
cultured for 11 days and treated for 24h with 
100 µM NMDA. The left picture shows the 
somato-dendritic compartment stained with 
anti-MAP2 (red) and Hoechst 33342 (blue). 
Asterisks indicate condensed nuclei. The right 
picture shows the axonal compartment stained 
with anti-β3-Tubulin. c) control condition (ø 
/ø); d) somato-dentritic treatment with NMDA 
(NMDA/ø); e)Selective axonal treatment with 
NMDA (ø/NMDA). Scale bar = 20µM. f) 
Quantification of nuclear condensation in 
control and after compartimentalized NMDA 
treatment. Condensed nuclei are counted after 
hoechst staining (n=3). g) Quantification of 
AxD in control and after compartimentalized 
NMDA treatment (n=3). Axonal fragmentation 
index was calculated as described in the 
method section. h-i) Effect of the NMDA 
antagonist MK-801 on NMDA-induced 
nuclear pycnosis and AxD: Cells were co-
treated with 100 µM NMDA and 10/50 µM 
MK-801 in somato-dendritic compartment h) 
Quantification of somatic status (n=3);i) 
Quantification of AxD (n=3). *pvalue<0.05. 

 
Figure 2: NR strongly prevents 
neurodegeneration induced by 
excitototoxicity both in vitro and in vivo 

a-d) NAD+ and NR reduce NMDA-induced 
axonal degeneration, with a more pronounced 
effect with NR. a) Fluorescence microscopy 
analysis of somatic status and AxD after a 
somato-dentritic100 µM NMDA treatment 
(24h), with or without co-treatment with 5 mM 
NAD+ or 1 mM NR. The left picture shows the 
somato-dendritic compartment stained with 
Hoechst 33342 (blue) and anti-MAP2 (red) and 
the right picture shows the axonal 
compartment stained with anti-β3-Tubulin: 1) 
control condition (ø/ø); 2) somato-dentritic 
treatment with NMDA (NMDA/ø); 3) somato-
dentritic co-treatment with NMDA and NAD+, 
axonal treatment with NAD+ (NAD+-
NMDA/NAD+); 4) somato-dentritic co-
treatment with NMDA and NR, axonal 
treatment with NR (NR-NMDA/NR). Scale 
bar = 20µM. b-c) Effect of 5 mM NAD+ and 
1mM NR on neuronal death after different 
NMDA exposure time. b) Quantification of 
somatic status by condensed nuclei (%) after 
Hoechst staining (n=3). c) Quantification of 
AxD (n=3). d) Quantification of AxD on 
cortical neurons after 24h of 100 µM NMDA 
and NR or NAD+ co-treatment. Dose-response 
of NR and NAD+ are shown (n=3). e-f) In vivo 
neuroprotective effect of NR after intracranial 
NMDA administration in mice. e) MRI 
representative images obtained 48h after intra-
cortical injection of 5 nmol NMDA or 5 nmol 
NMDA with 50 nmol NAD+ or NR. Lesion 
volume is displayed by red dotted. f) 
Quantification of lesion volume at t=48h after 
NMDA injection (n=20), NMDA/NAD+ 
injection (n=10) and NMDA/NR injection 
(n=10). *pvalue<0.05; **pvalue<0.01. 

 
Figure 3: NR protective effect is mainly 
restricted to axonal compartment 
a-e) Fluorescence microscopy analysis of 
somatic status and AxD after exposure of 
cortical neurons to 100 µM NMDA and 1 mM 
NR. The left picture shows the somatic 
compartment stained with Hoechst 33342 and 
the right picture shows the axonal 
compartment stained with anti-β3-Tubulin. a) 
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control condition (ø/ø); b) somatic NMDA 
treatment (NMDA / ø); c) somatic NMDA-NR 
co-treatment and axonal NR treatment (NR-
NMDA / NR); d) somatic NR-NMDA co-
treatment (NR-NMDA / ø); e) somatic NMDA 
treatment and axonal NR treatment (NMDA / 
NR). Scale bar = 20µM. f) Quantification of 
AxD after 100 µM NMDA treatment and total, 
proximal or distal 1 mM NR treatment (n=3). 
*pvalue<0.05. g) Quantification of AxD after 
100 µM NMDA treatment and total, proximal 
or distal 5 mM NAD+ treatment (n=3). 
*pvalue<0.05. 

 
Figure 4: Extracellular NR is transported 
through plasma membrane for 
neuroprotective effect and is metabolized to 
intracellular NAD+ 
a) Schematic representation of NR metabolism 
in cells: NR enters the cell through 
concentrative (CNT) or equilibrative 
nucleoside transporters (ENT) and is 
metabolized to NAD+ via nicotinamide 
riboside kinase 1/2 (Nmrk1/2) and 
nicotinamide mononucleotide 
adenylyltransferase (Nmnat). b) mRNA level 
of ENT 1-4 normalized to HPRT transcript in 
cortical neurons. c) Dipyridamole (DP) reverts 
the axono-protective effect of NR in neurons 
treated with NMDA. Quantification of AxD 
after 100 µM NMDA treatment with or 
without 1mM NR and 50 µM DP (n=4). 
*pvalue<0.05; **pvalue<0.01. d) Nmrk1 
mRNA is constitutively expressed whereas 
Nmrk2 mRNA is not detectable in brain 
tissues. Nmrk1 and Nmrk2 mRNA level in 
brain tissues (cortex, hippocampus, 
cerebellum), heart, skeletal muscles and liver 
normalized to β-Actin transcript. e) NMDA 
treatment induces Nmrk1 but not Nmrk2 
transcript. mRNA levels were analyzed by RT-
qPCR 3 h and 24h after 100 µM NMDA 
treatment and normalized to HPRT transcript 
(n=3). f) NR treatment reverts NMDA-induced 
NAD+ depletion. NAD+ level measured in 
cortical neurons cultured on plates and exposed 

to 100 µM NMDA with or without 1 mM NR 
for 24h (n=4). *pvalue<0.05; **pvalue<0.01. 

 
Figure 5: NMN but not NAD+ needs 
conversion to NR and nucleoside 
transporters to prevent NMDA-induced 
AxD 
a) Schematic representation of extracellular 
metabolism of NAD+: NAD+ is converted into 
NMN via ENPP-ase and then into NR via 
ENT-ase. b) Quantification of AxD in cortical 
neurons treated with 100 µM NMDA for 24h 
after blocking the extracellular pathway by DP, 
an ENT inhibitor, or CMP, an ENT-ase 
inhibitor. NMDA, NMN, DP and CMP were 
added as indicated (n=3-7). c) Quantification 
of AxD in cortical neurons treated with 100 
µM NMDA for 24h after blocking the 
extracellular pathway by DP or CMP. NMDA, 
NAD+, DP and CMP were added as indicated 
(n=3-7). 

 
Figure 6: NAD+ and NR have the same 
protective effect in FK866-induced total 
NAD+ depletion 
a) Schematic representation of FK866 effect 
on NAD+ metabolism. b) NAD+ level 
measured on cortical neurons cultured on 
plates exposed to 10 µM FK866 for 24, 48 and 
72h (n=3-4).c) Quantification of somatic status 
and AxD in cortical neurons exposed to 10 µM 
FK866 (n=4). d) Fluorescence microscopic 
analysis of somatic status and AxD after 
somato-dentritic10 µM FK866 treatment, in 
presence of 50 µM NAD+ or 50 µM NR (72h). 
The left picture shows the somatic 
compartment stained with Hoechst 33342 and 
the right picture shows the axonal 
compartment stained with anti-β3-Tubulin. e-f) 
Effect of NR or NAD+ on neuronal death and 
AxD in presence of FK866: cortical neurons 
where treated in both chambers with 50µM NR 
or NAD+ at the same time (0h) or 24 to 48 h 
after 10 µM FK866 treatment : e) 
Quantification of somatic status by condensed 
nuclei (%) after Hoechst staining (n=3); f) 
Quantification of AxD (n=3). *pvalue<0.05; 
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**pvalue<0.01; ***pvalue<0,001. 
 

Figure 7: NAD+ and NMN conversion to NR 
is needed to prevent FK866-induced AxD 
and nucleoside transporters ENT 1/2 are 
partially involved 
a) Quantification of AxD in cortical neurons 
treated with 10 µM FK866 for 72h after 
blocking ENT1/2 by DP. FK866, NR and DP 
were added as indicated (n=4). b) 
Quantification of AxD in cortical neurons 
treated with 10 µM FK866 for 72h after 
blocking the extracellular pathway by DP and 
CMP. FK866, NMN, DP and CMP were added 
as indicated (n=3). c) Quantification of AxD in 
cortical neurons treated with 10 µM FK866 for 
72h after blocking the extracellular pathway by 
DP and CMP. FK866, NAD+, DP and CMP 
were added as indicated. (n=3-7). 
*pvalue<0.05; ***pvalue<0.001. 

 
Figure 8: Hypothetic model of NAD+ to NR 
conversion and transport in cortical 
neurons 
Extracellular NR and NAD+ metabolism could 
be dependent on the cellular compartment. 
NAD+ may be converted to NR in somatic 
compartment while NAD+ may not be 
converted to NR in axonal compartment. This 
discrepancy may be explained by different 
ENPP-ase subcellular localization or activity. 

 
 

SUPPLEMENTARY DATA 
 

Figure S1: NAD+ and NR have no effect on 
NMDA-induced neuronal death even at low 
NMDA dose 
Quantification of somatic status in cortical 
neurons exposed to 10/100 µM NMDA and 1 
mM NR or 5 mM NAD+ co-treatment. 
Condensed nuclei are counted after Hoechst 
staining (n=3). 

 
Figure S2: Nmrk2 is induced after FK866 
treatment but is not necessary for NR 
protective effect 

a) Schematic representation of FK866 effect 
on NAD+ metabolism. b-c) Cortical neurons 
were treated or not with 10 µM FK866 for 24, 
48 or 72h. After total RNA extraction, both 
Nmrk1 and Nmrk2 mRNA were analyzed: b) 
by RT-PCR and agarose gel electrophoresis. 
mRNA from mouse skeletal muscle was also 
studied as a positive control. Actin mRNA was 
analyzed as a house-keeping gene; c) by RT-
qPCR, results were normalized with HPRT 
gene (n=4). d-e) Cortical neurons from WT or 
Nmrk2 KO mice were co-treated or not with 10 
µM FK866 and 50 µM NR or 50 µM NAD+ for 
72h: d) Quantification of somatic status (n=2); 
e) Quantification of AxD (n=2). 

 
Figure S3: Level of Nmnat 1-3 mRNA in 
excitotoxic conditions 
mRNA levels of Nmnat 1-3 were analyzed by 
RT-qPCR 3 h and 24h after 100 µM NMDA 
treatment and normalized to HPRT transcript 
in cortical neurons. NMDA treatment of 24h 
induces Nmnat 1-3 transcript (n=3). 
**pvalue<0.01. 

 
Figure S4: NAM has no protective effect in 
excitotoxic conditions 
Quantification of AxD in cortical neurons co-
treated with 100 µM NMDA and 5 mM NAM 
(n=3). 

 
Figure S5: ENT2 and ENT4 mRNA are 
upregulated after FK866-induced NAD+ 
depletion 
Cortical neurons were treated or not with 10 
µM FK866 for 72h. After total RNA 
extraction, relative quantification of ENT1-4 
mRNA was carried out by RT-qPCR. Results 
were normalized with HPRT gene (n=4).



 

 
  

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

In
de

x 
of

 a
xo

na
l f

ra
gm

en
ta

tio
n

0

10

20

30

40

50

%
 c

on
de

ns
ed

 n
uc

le
i

a

b

c

f g

h

Somatic NMDA - + + +

MK-801 (µM) ø 10 50 ø

- -

10 50 

*
*

i

*
*

Somatic NMDA - + + +

MK-801 (µM) ø 10 50 ø

- -

10 50 

d

e

β3-Tubulin

ø ø

øNMDA

ø NMDA

 

Distal 

chamber

Oriented micro channels

Central chamber

NMDA 100 µM :

C
o
n
tr
o
l

P
ro

xi
m

a
l

D
is
ta

l

*

ns

*

ns

Figure 1

MAP2 / Hoechst 33342

*

* *
*

*

*

*

*
*

Proximal 

chamber

0

20

40

60

%
 c

on
de

ns
ed

 n
uc

le
i

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

In
de

x 
of

 a
xo

na
l f

ra
gm

en
ta

tio
n

NMDA 100 µM :

C
o
n
tr
o
l

P
ro

xi
m

a
l

D
is
ta

l



 - ANNEXE -  

 

 

 

254   

Figure 2
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