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1

INTRODUCTION GENERALE

« La vieillesse bien comprise est l'âge de l'espérance. »�

Victor Hugo



2

�’espérance de vie à la naissance et l’espérance de vie à 65 

ans ont considérablement augmenté dans les pays industrialisés (Le Gall et 

Ardaillou, 2009). La première depuis le début du XXème siècle liée à la diminution de 

la mortalité infantile et à l’amélioration des conditions d’hygiène, la seconde, plus 

récemment, du fait d’une diminution générale de la morbidité à un âge avancé. Cette 

évolution permetà bon nombre de personnesâgéesde vivre cette période de la vie 

sans incapacités majeures. On est loin de l’«état d’oubli profond où l’homme se 

trouve sans dents, sans yeux, sans goût, sans rien » décrit par Shakespeare dans « 

Comme il vous plaira ».

Conséquence de cela, la proportion des personnes âgées dans la population 

française ne cesse d’augmenter. En effet, alors qu’en 2005 un français sur cinq avait 

plus de 60 ans, l’INSEE prédit pour 2050 que cette catégorie d’âge représentera un 

tiers de la population totale. Ainsi, en l’espace de 45 ans le nombre de personnes 

âgées de 60 ans ou plus aura pratiquement doublé (+80%). Les chiffres sont encore 

plus spectaculaires si l’on considère les personnes de 85 ans et plus, dont le nombre 

va pratiquement quadrupler passant, selon les estimations, de1,1 à 4,2 millions1. Ces 

bonnes nouvelles sanitaires ont toutefois un pendant social puisque les personnes 

âgées constituent une tranche de la population générant plus de dépenses de santé. 

A titre d’exemple, la dépense de santé annuelle double en 30 ans entre une 

personne de 20 ans et de 50 ans (1000€ à 2000€) mais elle triple dans le même laps 

de temps entre une personne de 50 ans et 80 ans (6000€)2.

Le processus de vieillissement est éminemment complexe et échappe encore à notre 

compréhension même si diverses théories biologiques, telle que la populaire 

hypothèse radicalaire, tentent d’en définir les contours mécanistiques. Par ailleurs, 

deux visions se distinguent : une approche évolutionniste qui place ce processus 

dans un continuum nécessaire à la propagation de l’espèce et une approche 

physiologiste qui considère le vieillissement comme la résultante d’une série

d’altérations minimes au fil du temps. Quoiqu’il en soit le vieillissement est à la fois 

syndromique et systémique car aucun des grands systèmes physiologiques n’est

                                            
1 INSEE : Projections de population 2005-2050. Vieillissement de la population en France 
métropolitaine. �����		�� ����
!"����#����$#
2Rapport ministériel : L’état de santé de la population en France - Suivi des objectifs annexés à la loi 
de santé publique. �����	�������
����������������%���
#�����#
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épargné. Dans ce contexte, la prise en charge d’une personne âgée devrait être 

systématiquement considérée comme partie d’un tout. Or, il est courant d’observer 

un traitement pharmacologique combinant de multiples moléculesà objectif unique. 

Cette pratique a pour corolaire une prévalence augmentée des interactions 

médicamenteuses chez la population âgée et par conséquent des répercussions en 

termes de santé publique (Hines et Murphy, 2011). Ces constatations valorisent 

légitimement des prises en charge comportementales comme l’alimentation ou 

l’activité physique connues pour agir sur l’ensemble de l’organisme. Toutefois, dans 

une perspective pharmacologique, certaines protéines d’origine humaine et dont 

l’expression ainsi que l’action sont relativement ubiquitaires constituent de 

potentielles voies d’investigation prometteuses. 

Parmi ces dernières, la NRG1 et ses récepteurs, les ErbBs, représentent des cibles

intéressantes par l’étendue des rôles physiologiques de cette voie. L’embryogenèse 

cardiaque, musculaire ou nerveuse de même que les cancers, la maladie 

d’Alzheimer, la sensibilité à l’insuline ou encore la schizophrénie sont autant de 

champs d’investigations impliquantces protéines. Pressentie comme l’un des futurs 

traitements de l’insuffisance cardiaque, la NRG1 fait l’objet de publications 

internationales à très haut impact dans cette thématique et plusieurs essais cliniques 

sont actuellement en court. Cependant, malgré une prévalence caractéristique chez 

les personnes âgées de pathologies comme les cancers, le diabète de type 2 ou 

l’insuffisance cardiaque, la relation entre la voie NRG/ErbBs et le vieillissement n’a 

pratiquement pas fait l’objet d’investigations. Pourtant, une relation forte, 

indépendante de la phylogénie, a été trouvée entre la durée de vie de certaines 

espèces de mammifères et le taux plasmatique de NRG1 ou l’expression d’ErbB4 

dans le cervelet (Dickerson et al, 2009; Edrey et al, 2012). Cette observation suggère 

que la NRG1, par ses effets spécifiques sur la fonction cérébrale ou dans l'ensemble 

de l’organisme, pourrait être un déterminant majeur de la longévité des mammifères

(Edrey et al, 2012).

Tout au plus, nous savons que le vieillissement module la voie ErbB chez 

&�����
����
����	����� (He et al, 2014) et que la baisse progressive de l’expression 

d’ErbB4 liée à l’âge a été observée dans le mésencéphale ventral de rats (Dickerson 

et al, 2009). Egalement, dans le cadre du vieillissement cardiaque, la restauration de 

la voie NRG1/ErbB a été suggérée comme médiateur des effets positifs de la 
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restriction énergétique (Rohrbach et al, 2006). Une intervention qui est par ailleurs 

connue pour améliorer l'homéostasie du glucose, la sensibilité à l'insuline et surtout 

… la durée devie (Yamaza et al, 2002).

Le travail de recherche présenté dans ce manuscrit s’est donc intéressé à la NRG1 

et à trois fonctions particulièrement affectées dans le vieillissement pour lesquelles 

cette protéine possèderait un fort potentiel thérapeutique. Les protocoles 

expérimentaux réalisés ont ciblé l’homéostasie du glucose, la fonction cardiaque et la 

sarcopénie. Par ailleurs, ces organes sont en étroite interaction les uns avec les 

autres, la dysfonction de l’un d’entre eux pouvant être cause ou conséquence de 

l’altération des deux autres. 

La thématique de fond de ce travail est celle du potentiel thérapeutique de l’exercice 

physique, notamment par le biais des myokines. Ces protéines libérées par le muscle 

durant l’exercice sont à même d’agir au niveau systémique ce qui confère au muscle 

un rôle endocrine d’un intérêt grandissant (Pedersen et Febbraio, 2012). Or, depuis 

une dizaine d’années un faisceau d’indices tend à inclure la NRG1 parmi ces 

myokines (Guma et al, 2010).

Dans un premier temps, au sein d’une revue de la littérature, la voie de la NRG1 et 

ses différentes fonctions biologiques seront détaillées. Les données scientifiques 

convergentes entre rôles de la NRG1 et atteintes physiopathologiques liées au 

vieillissement seront ensuite présentées. Ce parallèle entre NRG1 et altérations 

physiologiques liées à l’âge sera développé sur l’homéostasie du glucose ainsi que 

sur la fonction cardiaque et musculaire.

Dans un second temps, les résultats des différentes investigations seront présentés. 

En premier lieu, nous avons déterminé l’effet de la NRG1 sur l’homéostasie du 

glucose en intégrant les signalétiques cellulaires musculaires et hépatiques. L’effet 

de la contraction musculaire sur la libération de NRG1 a ensuite été étudié. Et enfin 

nous présenteront les effets de l’injection de NRG1 au niveau cardiaque. Bien 

entendu, pour chaque investigation, nous avons comparé un groupe de rats adultes 

à un groupe de rats âgés. 
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Une discussion générale incluant des perspectives conclura ce manuscrit. Nous 

verrons ce qu’apportent nos résultats au potentiel thérapeutique de la NRG1 ainsi 

qu’à sa régulation par l’exercice, dans un contexte de vieillissement.
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Notre sujet d’étude, la NRG1 type 1 β2 est une isoforme, d’un type, d’une protéine, 

dérivée du gène ' (�#�Les différents types de NRG1 appartiennent à la plus grande 

sous-classe de facteurs de croissance de la famille des facteurs de croissance 

épidermiques (EGF) : les NEUREGULINES (Massague et al, 1993; Falls 2003; 

Breuleux et al, 2007). Le gène ' (�� et ses produits furent les premiers à être 

découverts au début des années 1990. Par la suite, cinq gènes additionnels ont été 

découverts (NRG2, NRG3, NRG4, NRG5 et NRG6) (Figure 1). Chaque gène ' (�

produit de multiples isoformes différentes par épissages alternatifs (exemple : >30 

pour ' (�et>15 pour ' ()) (Kao et al, 2010; Mei et Xiong, 2008). 

1�2����7���������0�	���0���9��	��
�������	�,����0�28��

��%����*���+����
�'�,�-����./#�

Les neurégulines appartiennent à la famille des facteurs de croissance EGF. Ils existent six gènes ' (�, de 1 à 6, et toutes les 

isoformes contiennent un domaine EGF caractéristique de cette famille tandis que les autres parties des protéines sont 

hautement variables. Le domaine EGF des neurégulines est appelé EGFc et est codé par l'exon E130. Ce domaine est 

essentiel à l’activation des ErbB3 et/ou ErbB4 qui peuvent ensuite s’hétérodimériser avec les deux autres ErbB ou 

s’homodimériser dans le cas d’ErbB4.

La NRG1 est une protéine qui médie des interactions autocrines et paracrines dans 

de nombreux organes. Le mode d’action endocrine a également été suggéré mais 

reste à explorer (Moondra et al, 2009). La plupart de ses isoformes est synthétisée 

sous forme de protéines transmembranaires qui exposent le fragment 
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biologiquement actif de type EGF dans l'espace extracellulaire (Wen et al, 1994). La 

partie extracellulaire peut ensuite être clivée pour libérer le fragment EGF qui va 

ensuite se comporter comme un ligand pour ses récepteurs cibles : les ErbBs 

(initialement nommés ainsi à cause de leur homologie avec le produit du gène viral 

de l’érythroblastose « v-erbB »). Cette fixation va entrainer la formation d’homo ou 

d’hétérodimères d’ErbBs qui à leur tour activent de nombreuses voies de 

signalisation intracellulaires (Figure 1 ; Mei et Nave, 2014).

La présente revue de synthèse va s’attacher à décrire les éléments constitutifs de la 

voie NRG1/ErbBs ainsi que leur mode d’action. La NRG1 et surtout les ErbBs sont 

des protéines pour lesquelles la littérature scientifique est particulièrement 

abondante. L’objectif ne sera donc pas l’exhaustivité mais plutôt la mise en 

perspective des principales caractéristiques physiologiques de cette voie permettant

au lecteur la compréhension du travail de recherche réalisé.

Dans une première partie, les caractéristiques structurelles et fonctionnelles de la 

NRG1 et des ErbBs seront successivement décrits. Ensuite, une synthèse des 

principaux rôles physiologiques de cette voie sera délivrée avec une emphase sur 

son rôle durant la phase embryonnaire. Enfin, le cas de différentes implications 

physiopathologiques sera décrit pour donner une perspective clinique 

complémentaire aux travaux décrits dans ce manuscrit.
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Les premières protéines NRG1 ont été mises en évidence au cours des années 1992 

et 1993 par quatre équipes parmi lesquelles trois identifièrent la NRG1 de type 1. Les 

deux premières équipes étaient à la recherche d'activateurs de l’oncogène-récepteur 

HER2 (ErbB2) fortement surexprimé dans les cellules de carcinome mammaire

(Holmes et al 1992 ; Peles et al, 1992 ; Wen et al, 1992). Ces travaux sont à l’origine 

de deux terminologies : Héreguline, couramment usitée dans les publications de 

cette époque, ainsi que NDF (Neu Differenciation Factor) (Peles et al, 1992). Par 

ailleurs, il sera montré plus tard que la NRG1 interagit en réalité avec ErbB3 ou 

ErbB4 qui ne se dimérisent qu’ensuite avec ErbB2 pour permettre son activation 

(Yarden et al, 2001). (Falls et al, 1993) furent la troisième équipe à identifier la NRG1 

de type 1 en travaillant sur l’expression des récepteurs à l'acétylcholine dans les 

jonctions neuromusculaires (Falls et al, 1993). Ils lui donnèrent alors le nom d’ARIA 

(Acetylcholine Receptor Inducing Activity) (Falls et al, 1993). Enfin, suite à la 

recherche d’un facteur stimulant la prolifération des cellules de Schwann, la NRG1 

de type 2 a été identifiée et reçut l’appellation GGF (Glial Growth Factor) (Goodearl

et al, 1993 ; Marchionni et al, 1993).

Deux ans après la découverte de GGF (NRG1 type 2), un cinquième et dernier nom 

a été attribué à la NRG1. L’isoforme isolé appartenait au 3ème type de la classification 

des isoformes de NRG1, particulièrement exprimé dans les neurones sensoriels et 

moteurs ce qui fut à l’origine du terme SMDF (Sensory and Motor-neuron Derived 

Factor) (Ho et al, 1995). L’attrait scientifique pour ces différentes protéines s’est 

accru depuis de manière exponentielle avec l’intérêt porté à leur effet cardiaques,

nerveux et plus récemment dans le muscle squelettique (Figure2 ; Mei et Nave, 

2014 ; Parodi et Kuhn, 2014 ; Guma et al, 2010).



10

1�2��������,������0��9��0���2�
���������
���	���0���0��;����PUBMED������<0����2���0�7<�

Le nombre de publications sur la NRG1 est en constante augmentation depuis le début des années 1990 du fait, notamment, 

de ses propriétés dans le système nerveux et le cœur.

L’éventail des fonctions de la NRG1 est majoritairement du à une grande variabilité 

dans sa structure du fait d’un épissage alternatif prolifique des ARNm du gène 

source.

7:7:�� �0������2�0���	�������������������������

7:7:�:7��0��0���0��	�����������;��
Le gène ' (�- situé sur le bras court du chromosome 8, est long d’environ 1,4 

mégabases dont seulement 0,3% encodent pour des protéines (Buonnano et 

Fischbach, 2001). Les produits géniques de ' (��ont une signature caractéristique 

pour le domaine EGF appelé EGFc (commun aux autres NRGs) qui les différencient

des autres membres de la famille des facteurs de croissance épidermiques. Ce 

domaine est codé par l’Exon E130 (Harrison et Law, 2006). A ce jour, il a été 

dénombré une trentaine d’isoformes produits du gène ' (� (Fleck et al, 2012). Ces 

dernières présentent plusieurs caractéristiques structurelles importantes au regard 

de leur activité biologique : le variant du domaine EGF, la séquence N-terminale 

(type 1 à 6) et leur ancrage membranaire (simple ou double) (Figure 3 ; Wei et Xiong, 

2008). 

Le fragment EGF, présent au niveau extracellulaire, est placé après l’extrémité N-

terminale et comporte 45 à 55 acides aminés. Chaque tissu va donc produire ses 

propres variants comme les cellules micro-endothéliales cardiaques et les 
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cardiomyocytes qui produisent au minimum 3 isoformes contenant le variant α du 

fragment EGF et 8 contenant le variant β (Lemmens et al, 2006).

La catégorisation des isoformes de NRG1 du type I au type VI a été réalisée sur la 

base de leurs différences au niveau de la région N-terminale. Ainsi, les isoformes de 

NRG1 de type I, initialement connus sous les noms ARIA, Héreguline et NDF ont un 

domaine de type immunoglobuline (Ig). La NRG1 de type 2, ou GGF, possède elle

aussi le domaine Ig mais son extrémité présente également un domaine kringle (en 

référence à une spécialité culinaire scandinave du même nom). La NRG1 de type 3, 

ou SMDF, possède quant à elle un domaine riche en cystéine et un domaine 

transmembranaire au sein de ce dernier. Les NRG1 de type 4, type 5 et type 6 sont 

quant à elles similaires à la NRG1 de type 1 et possèdent un domaine Ig (Parodi et 

Kuhn, 2014).

De plus, des variations dans le site carboxy-terminal (COOH) du domaine EGF (α, β

ou γ) ainsi que dans le site de liaison (1, 2, 3, and 4) et enfin la longueur du domaine 

intracellulaire (a, b, and c) complètent la nomenclature (ex : NRG1 β1a).
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	� Loci génétiques du gène ' (�. 
� Composition des isoformes des protéines NRG1. Les flèches indiquent les sites de 

clivages protéolytiques potentiels. En bleu ciel l’extrémité C-terminale (-C), en vert le domaine transmembranaire (TM), en 

orange le domaine bioactif EGFc caractéristique des protéines de cette famille (EGF-like), en violet clair le domaine de 

glycosylation potentiel (glycos), en rose le domaine riche en cystéine de la NRG1 de type 3 (CRD), les NRG1 de type 1, 2, 4, 5 

et 6 diffèrent en fonction de leur domaine N-terminale (type I, II, IV, V et VI).

7:7:�:���0�������9>�����2�
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Une fois synthétisée, la NRG1 va s’ancrer (la plupart du temps) dans la membrane 

plasmique. Cet ancrage réalisé, son activité biologique est dépendante d’un clivage 
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protéolytique. La protéine transmembranaire dans sa forme complète est appelée 

pré-protéine (ou pro-NRG1) tandis qu’après clivage la protéine résiduelle portant le 

fragment bioactif est appelée protéine mature. Mis à part pour la NRG1 de type 3 (�1#�

��������
�����,��
) c’est la solubilisation du fragment EGF qui permet à la NRG1 

d’exercer ses actions de manière autocrine, paracrine et endocrine (Figure 4).Toutes

les protéinesNRG1 matures possédant le domaine EGF sont des ligands pour les

récepteurs ErbBs, mais avec des spécificités et des affinités distinctes pour ErbB3 et 

ErbB4 (ErbB2 est inapte pour la fixation d’un ligand) (Ballinger et al, 1998).

La libération au niveau extracellulaire de la NRG1 soluble à partir du précurseur 

membranaire se produit par l'action des protéases de la surface cellulaire. Le 

domaine EGF présent dans les fragments libérés est suffisant à lui seul pour fixer et 

activer les ErbBs. Dans des conditions de repos, la plupart des pro-NRG1 bio-

synthétisées s’accumulent à la membrane plasmique, et les activités protéolytiques 

qui agissent sur ces facteurs sont très modérées (Montero et al, 2000). Cependant, 

ces activités protéolytiques peuvent être régulées positivement et provoquer 

l'effusion de NRG1 solubles (Diaz-Rodriguez et al, 2000). Des études sur les 

mécanismes et les entités moléculaires qui participent à la solubilisation des pro-

NRG1s ont indiqué que ce processus implique plusieurs activités protéolytiques 

différentes. 

L'une des protéases impliquées est TACE (TNFα Conversion Enzyme), également 

appelée ADAM17. Les expériences menées dans des cellules déficientes en activité 

TACE ont indiqué que la libération de l'isoforme transmembranaire pro-NRGa2c est 

bloquée dans ces cellules (Montero et al, 2000). Ces études ont été complétées par 

d'autres qui ont étudié le rôle d’ADAM19/meltrin-h (Shirakabe et al, 2001) ou BACE1 

(Willem et al, 2006) dans la libération des fragments bioactifs de NRG1. Les 

mécanismes d'activation de ces protéases restent encore à définir précisément. 

Toutefois, la stimulation de plusieurs kinases intracellulaires, telles que la PKC 

(protéine kinase C), les CamK (kinases dépendantes du calcium), ou les MAPK 

(protéines kinases mitogéniques activées) telles que ERK1/2 et p38, a été largement 

étudiée (Montero et al, 2000 ; Montero et al, 2002 ; Shirakabe et al, 2001). Une 

augmentation des activités de certaines de ces kinases dans la cellule est donc un 

facteur déterminant qui provoque l'activation des protéases clivant la NRG1. A noter

que d’autres phénomènes cellulaires peuvent aussi être à l’origine de l’activation de
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ces métalloprotéases. Par exemple, l'activation des récepteurs GPCRs (G Protein 

Coupled Receptor) par des ligands tels que l'endothéline-1, la bombésine, la 

thrombine, l'acide lysophosphatidique ou encore l'angiotensine peut permettre 

l’activation des protéases de la famille ADAM (Eguchi et al, 1998; Prenzel et al, 1999; 

Gschwind et al, 2001; Gschwind et al, 2002; Carpenter et al, 2000).

Quoiqu’il en soit, l’activation des métalloprotéases aboutit à un clivage permettant la 

mise à disposition du fragment bioactif EGF. Cependant, toutes les formes de NRG1 

ne solubilisent pas ledit fragment suite à l’action protéolytique des protéases.

1�2����?������	�	���0������������3	����0������0�27�����>���7����=�
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��	-�����/#�

La NRG1 de type 1 présente son extrémité N-terminale au niveau extracellulaire et doit subir un clivage protéolytique pour 

solubiliser son domaine EGF (action paracrine). La NRG1 de type 3 peut subir un premier clivage protéolytique qui expose son 

domaine EGF mais le produit est alors une protéine transmembranaire (action juxtacrine). Un deuxième clivage peut permettre 

à la NRG1 de type 3 de solubiliser son domaine EGF (action paracrine).

�
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Sur le plan biologique et structurel, il est intéressant de mettre en exergue la 

particularité des NRG1 de type 3 qui ne contiennent pas la séquence signal N-

terminale alors remplacée par le domaine CRD (Falls 2003 ; Wen et al, 1994). Cette 

dernière séquence, qui définit les différents types de NRG1, est pourtant connue 

pour cibler les chaînes polypeptidiques naissantes de protéines depuis le réticulum 

endoplasmique vers l'espace extracellulaire ou la membrane plasmique. La partie 

hydrophobe du domaine CRD présente chez les NRG1 de type 3 a été identifiée à la 

fois comme un substitut à la séquence N-terminale et comme un ancrage 

transmembranaire (Wen et al, 1994). En effet, les NRG1 de type 3 ont un double 

ancrage membranaire qui leur confère un mode d’action juxtacrine. Ces isoformes 

semblent avoir un rôle prépondérant dans le système nerveux possiblement via ce 

mode d’action (Wolpowitz et al, 2000). Les NRG1 de type 3 sont une exception au 

sein de la famille EGF car les autres facteurs de croissance transmembranaires 

présentent tous cette séquence N-terminale avant l’extrémité NH2 (Massague et al, 

1993).

Les fonctions biologiques de la NRG1 sont donc médiées par de multiples isoformes

qui seront ensuite clivées par diverses métalloprotéases en fonction du contexte 

physiologique. Toutefois, le mécanisme cellulaire complet nécessite la fixation sur un 

des récepteurs ErbBs. Ces derniers vont constituer la troisième interface de réponse

physiologique de la voie et, de part leurs particularités  structurelles et fonctionnelles, 

augmenter encore l’éventail possible de signaux cellulaires engendrés.
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La famille de protéines ErbBs comprend quatre récepteurs (ErbB1-4) et 13 ligands 

polypeptidiques extracellulaires, qui contiennent tous un domaine EGF (Figure 5). La 

duplication du gène ancestral et la spécialisation fonctionnelle a permis à cette 

famille de récepteurs d’assumer de nombreuses fonctions dans le développement et 

la maintenance de tissus spécifiques. Le réseau des récepteurs ErbBs est un des 

domaines les plus étudiés de la transduction du signal pour son rôle dans le 

développement et la physiologie du cancer y compris chez l’humain (Montero et al,

2008). 

1�2����@��1	�����������������������
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La famille de récepteurs ErbB comporte quatre membres : ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4. La NRG1 ne se fixe que sur ErbB3 et 

ErbB4, le domaine extracellulaire d’ErbB2 est constitutivement en conformation ouverte ce qui le rend inapte à fixer un ligand. 

La NRG1 n’est pas un ligand pour ErbB1. Toutefois les récepteurs ErbB1 et ErbB2 peuvent se dimériser avec ErbB3 et ErbB4 

ayant fixé la NRG1. L’ErbB3 est particulier par son domaine tyrosine-kinase inactif, il peut toutefois être transphosphorylé lors 

de la dimérisation.

�
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Les ErbBs sont des glycoprotéines à chaînes transmembranaires constituées d'un 

ectodomaine extracellulaire de liaison au ligand, d’un domaine transmembranaire, 

d’une section juxtamembranaire courte, d’un domaine tyrosine kinase et enfin d’une 

queue C-terminale. L'ectodomaine de liaison au ligand est composé de quatre sous-

domaines appelés L1 (riche en leucine), CR1 (riche en cystéine), L2 et CR2 (Figure 

6). Le domaine CR1 contient une boucle β en épingle à cheveux essentielle dans la 

fonction de ces récepteurs. Bien qu’il soit considéré comme le groupe typique de la 

famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK), un trait caractéristique important du 

réseau des ErbBs est que deux membres de la famille : ErbB2 (également connu 

sous le HER2/neu) et ErbB3, ne sont pas autonomes. ErbB2 n'a pas la capacité 

d'interagir avec un ligand facteur de croissance (Klaper et al, 1999), alors que 

l'activité kinase d’ErbB3 est défectueuse (Sierke et al, 1997).
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La liaison du ligand soluble sur l'ectodomaine du récepteur favorise la formation 

d'homo et d’hétérodimères entre les récepteurs. La dimérisation du récepteur est 

essentielle pour l'activation du domaine tyrosine kinase intracellulaire et la 

phosphorylation de la queue C-terminale (Linggi et al, 2006). L’étude précise des 

structures d’ErbB3 et ErbB4 montre que, dans la forme inactive sans fixation du 

ligand, l'ectodomaine prend une conformation «captive» dans laquelle la boucle en 

épingle à cheveux β de CR1 interagit avec CR2, ce qui séquestre la boucle de 

dimérisation (Bouyain et al, 2005; Garrett  et al, 2002). A l’inverse, il y a changement 

de conformation et le récepteur prend une forme élargie lorsque les domaines L1 et 

L2 de l'ectodomaine des ErbBs se lient à un fragment EGF ou au TGF-α (Figure 6). 

Ceci expose la boucle de dimérisation et permet une interaction des ectodomaines 

des récepteurs. 
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La NRG1 est un ligand pour ErbB3 et 4. Cette fixation, sur les domaines L2 et L1, modifie la conformation tridimensionnelle du 

récepteur ce qui expose la boucle de dimérisation CR1 pour permettre la dimérisation avec ErbB2 ou ErbB1.

La conformation tridimensionnelle d’un dimère d’ErbBs oriente les ligands vers 

l'extérieur depuis la zone d'interaction des deux ectodomaines (Figure 6, Garrett et 

al, 2002). En accord avec son incapacité à fixer un ligand, l’ectodomaine d’ErbB2 se 

révèle tronqué et le récepteur est verrouillé dans une conformation ouverte prête à 

interagir avec d'autres récepteurs (Garrett et al, 2003). Cette conformation ouverte 

supprime le site de liaison potentielle d’un ligand en plaçant les domaines L1 et L2 

dans une trop grande proximité.

En dépit de leur manque d'autonomie, ErbB2 et ErbB3 sont capables de se 

complexer en un hétéro-dimère ErbB2/ErbB3 ou avec d'autres récepteurs ErbBs et 

sont donc à même de générer des signaux cellulaires. ErbB1et ErbB4 quant à eux 

peuvent être considérés comme des récepteurs pleinement fonctionnels. La liaison 

d’un ligand à l'ectodomaine des ErbBs et la dimérisation qui en découle induit des 

changements de conformation dans le domaine tyrosine kinase intracellulaire. On 

observe alors l'autophosphorylation des queues C-terminales. Lors de cette 

phosphorylation, la liaison de l'ATP s’effectue entre les deux lobes du domaine 

tyrosine-kinase et permet ainsi le déclenchement des voies de signalisations 

intracellulaires (Figure 6 ; Wieduwilt et Moasser, 2008).Les résidus de 

phosphotyrosine, soit directement, soit par l'intermédiaire d’autres protéines, activent 
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en aval différentes signalétiques intracellulaires telles que les voies Ras/MAPK, 

PLCγ1/PKC, PI3K/Akt ou encore STAT (Scaltriti et al, 2006).

Comme bien souvent en biologie, le processus d’activation des ErbBs décrit 

précédemment connait des exceptions. En effet, la fixation directe du ligand EGF sur 

l’ErbB n’est pas systématiquement nécessaire.
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Dans ce cas de figure, l’activation du récepteur ErbB est d’origine intracellulaire et 

non extracellulaire comme avec le ligand EGF. Deux possibilités existent alors, d’une 

part via le récepteur à l’hormone de croissance et, d’autre part, via les récepteurs 

GPCR.

L’hormone de croissance et la prolactine ont montré leur capacité à stimuler 

respectivement l’ErbB1 et l’ErbB2 par un mécanisme intracellulaire. En effet, en se 

fixant à leur propre récepteur, ces hormones activent la protéine JAK2 (Janus 

tyrosine kinase 2) qui phosphoryle ensuite les ErbBs sans qu’ils n’aient fixé de ligand 

au niveau extracellulaire (Yamauchi et al, 1997 ; Yamauchi et al, 2000). Dans le cas 

des récepteurs GPCR, c’est la protéine c-Src qui va induire la phosphorylation de la 

queue c-terminale et la transactivation du récepteur (Biscardi et al. 1999).Ces 

interactions et combinaisons possibles sont malheureusement aussi un mécanisme 

par lequel certains cancers échappent aux effets des traitements inhibiteurs de 

l’activité tyrosine kinase (ITK) (Sergina et al, 2007; Eguchi et al, 1998).

Qu’elle soit consécutive à la fixation d’un ligand ou initiée par d’autres mécanismes, 

l’activité des récepteurs ErbBs est régulée par plusieurs processus intracellulaires. 

En effet, ces protéines peuvent subir une endocytose participant à l’homéostasie de 

cette voie de signalisation.

7:�:�:=���	1����0��	������	����������
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1.2.2.3.1 TRI ET RECYCLAGE ENDOSOMAL

La durée et l'intensité de signalisation des ErbBs transmembranaires stimulés par 

des ligands extracellulaires sont régies par l’endocytose du récepteur. Ce 

mécanisme est caractérisé par un trafic membranaire et vésiculaire. Après que la 

fixation du ligand provoque l’endocytose, les ErbBs sont alors internalisés dans des 
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vésicules cytoplasmiques et donc retirés de la membrane plasmique (Sorkin et al, 

2009).Outre l’atténuation du signal membranaire, ce mécanisme a d’autres fonctions. 

Le devenir du récepteur internalisé dans les endosomes se subdivise en trois 

possibilités. Tout d'abord, les ErbBs peuvent être recyclés à la surface de la cellule 

via les endosomes de recyclage ou par le biais d’une voie de recyclage directe. 

Deuxièmement, ils peuvent peut être orientés dans les endosomes tardifs et ensuite 

dégradés par les lysosomes. Enfin, un mode de signalisation additionnel a été 

découvert ou les ErbBs, après l'endocytose, peuvent être transportés à partir de la 

surface cellulaire vers différents organites. La présence d’ErbB a été montrée au 

niveau de l'appareil de Golgi, du réticulum endoplasmique, des mitochondries et 

surtout au niveau nucléaire (Scott et al, 1993; Mosesson et al, 2008 ; Wang et al, 

2010).Cette localisation nucléaire permet aux ErbBs d’influencer l’activité 

transcriptionnelle sans cascade de signalisation cytosolique.

1.2.2.3.2 SIGNALISATION NUCLEAIRE

L’étude de cette signalisation nucléaire des protéines ErbBs est par ailleurs 

prometteuse en physiopathologie humaine. En effet, il a été montré une corrélation 

négative entre pronostic de survie et taux nucléaires d’ErbB1 dans les cancers du 

sein (Lo et al, 2005). En outre, la localisation nucléaire des ErbBs stimule 

l’expression des gènes clés dans la biologie et la prolifération des cellules 

cancéreuses (Massie et al, 2006). Il a été trouvé au niveau nucléaire des formes 

totales d’ErbB1, d’ErbB2 et d’ErbB3 ainsi que des formes tronquées d’ErbB2 

(constitutivement activées) ou d’ErbB4 (Extrémité C-terminale tronquée : s80, 

E4ICD) (Xie et al, 1994; Marti et al, 2000; Lin  et al, 2001; Wang et al, 2004; Giri  et 

al, 2005; Offterdinger  et al, 2002; Koumakpayi  et al, 2006; Anido et al, 2006; Ni et 

al, 2001). Le transport vers le noyau semble exiger trois groupes d'acides aminés 

basiques dans le domaine juxtamembranaire de tous les membres de la famille ErbB 

qui présentent cette fonctionnalité (Hsu et al, 2007).

Bien que tous les récepteurs ErbBs aient été localisés au niveau nucléaire, le 

récepteur ErbB4 est particulier par sa capacité à induire une transduction du signal 

directement au noyau via la solubilisation de son domaine intracellulaire.
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1.2.2.3.3 CAS PARTICULIER DE LA SIGNALISATION NUCLEAIRE D’ERBB4

En effet, ErbB4 ne s’internalise pas dans les endosomes comme les autres ErbBs 

(Giri  et al, 2005) mais est, au contraire, capable d'influencer directement la 

transcription par le biais de son domaine intracellulaire (Sanderson et al, 2006). Ce 

mécanisme serait induit par un clivage protéolytique nécessitant, au niveau 

extracellulaire, la fixation d’un ligand sur les deux ectodomaines des récepteurs 

formant le dimère (Schlessinger et Lemmon, 2006). 
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Le récepteur ErbB4 suite à la fixation d’un ligand peut être clivé au niveau extracellulaire par la métalloprotéase 

TACE/ADAM17. Puis le complexe des γ-sécrétases (PS-1 = Préseniline 1 ; Préséniline 2 ; APH-1 ; PEN-2 ; Nicastrine) va 

procéder à un deuxième clivage permettant la libération d’un fragment au niveau cytoplasmique (S80). Ce fragment va exercer 

ensuite une activité transcriptionnelle, en se complexant par exemple avec YAP (Yes Associated Protein), ou s’associer 

d’autres protéines (ex : WWOX) pour être dégradé.

ErbB4 présente deux formes d’épissages alternatifs de ses ARNm: JM-b, qui produit 

la forme standard, et JM-a, qui produit un ErbB4 susceptible de subir un double 

clivage (Elenius et al, 1997). La stimulation de la variante d'épissage JM-a d’ErbB4 

par un ligand favorise le clivage protéolytique d’ErbB4 par la métalloprotéase 

TACE/ADAM17 à la surface extracellulaire. Ensuite, la Préséniline/γ-sécrétase clive 

ErbB4 en aval de son domaine transmembranaire ce qui libère dans le cytoplasme

un fragment d’environ 80kd (Figure 7). Ce fragment est en réalité un dimère actif 
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contenant les domaines tyrosine kinase, il est appelé s80 (ou E4ICD) (Ni et al, 2001). 

Ce fragment s80 peut alors agir comme une protéine chaperonne de manière 

similaire à d’autres comme STAT5 (Komuro et al, 2003 ; Williams et al, 2004). Il a 

notamment été bien décrit la formation d’un complexe avec la protéine YAP (YES 

Associated protein) ce qui permet la translocation de cette dernière dans le noyau 

(Omerovic et al, 2004 ; Aqeilan et al, 2005). Plus récemment, il a été montré que le 

fragment intracellulaire d’ErbB4 interagissait avec HIFα dans des cellules de cancer 

du sein et permettait par ce biais leur survie ���,�
�� (Paatero et al, 2012).

Les récepteurs ErbBs sont le produit d’une évolution structurelle et fonctionnelle 

complexe (Figure 8) comme en témoigne leurs particularités telles que la nécessité 

d’un partenaire de dimérisation, l’incapacité d’ErbB2 de fixer un ligand ou encore le 

domaine tyrosine kinase dysfonctionnel d’ErbB3. Cette complexité leur permet 

d’assurer un large éventail de fonctions physiologiques parmi lesquelles la 

prolifération, la survie, la différentiation cellulaire ainsi que la morphogénèse dans de

nombreux tissus. Les nombreuses fonctions des ErbBs empruntent nécessairement 

de nombreuses voies de signalisation intracellulaires auxquelles nous allons nous 

intéresser dans la partie suivante.
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Les nématodes et les insectes expriment un seul orthologue d’ErbB. Le ligand LIN-3, de type EGF, se trouve chez les vers. Les 

insectes possèdent quatre ligands de stimulation et un ligand inhibiteur, Argos, qui se lient à leur orthologue d’ErbB. Les 

protéines de la famille ErbB chez les mammifères contrôlent l'organogenèse et la fonction dans de multiples tissus. L’hypothèse 

avancée est que la complexification du réseau s’est mise en place pour répondre à la complexification des organismes évolués 

que sont les mammifères.
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De multiples voies de signalisation sont activées par les ErbBs et celles-ci ont été 

largement étudiées. En effet, les membres de la famille ErbBs sont capables 

d’activer les voies Ras/MAPK, PI3K/Akt, PLCγ1/PKC, STAT et la voie PAR6/PKC 

atypique (Yarden et al, 2001 ; Scaltriti et al, 2006). Cependant, le travail de 

recherche présenté dans ce manuscrit s’est préférentiellement focalisé sur deux 

voies de signalisation en particulier : la voie PI3K/AKT et la voie des MAPK. En effet, 

comme nous le verrons plus tard, les rôles physiologiques de la voie NRG1/ErbBs 

qui seront étudiés dans ce manuscrit sont médiés par les voies PI3K/AKT et MAPK 

(Guma et al, 2010 ; Pentassuglia et Sawyer, 2009).
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La phosphorylation en tyrosine des ErbBs libère des sites pour Grb2 et l’homologue 

de Src2 (Shc2) qui activent la voie Ras/Raf/MAPK et stimulent ainsi la prolifération 

cellulaire (Batzer et al, 1994; Lowenstein et al, 1992). ErbB1 et ErbB2 ont été les plus 

étudiés dans ce contexte du fait de leur surexpression récurrente dans de nombreux 

types de cancer (Montero et al, 2008). Toutefois, cette voie n’est pas limitée à ce rôle 

et l’activation des MAPK par les ErbBs s’est révélée nécessaire, entre autres, pour le 

développement des fuseaux neuromusculaires (Herndon et al, 2014) et la structure

des cardiomyocytes (Akhtar et al, 2012).
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La voie PI3K/AKT, quant à elle, est importante pour la survie cellulaire ainsi que 

l’hypertrophie pathologique et non pathologique (Polivka et Janku 2014 ; Aoyagi et 

Matsui 2011 ; Glass 2010). Un haut niveau d’activation de cette voie est permis par 

la liaison directe de la sous-unité p85 de la PI3K à un récepteur ErbB activé. C’est ce 

qui se produit avec ErbB3 qui possède de nombreux sites de liaison à p85 (Schulze

et al, 2005 ; Canto et al, 2004). Cette signalétique est impliquée dans les rôles 

d’ErbB3 dans le muscle squelettique (Canto et al, 2004 ; Hellyer et al, 2006), le foie 

(Kong et al, 2003) ou le système nerveux (Li et al, 2001).ErbB2 quant à lui active 

cette voie tout particulièrement au niveau cardiaque (Sysa-Shah et al, 2012) et 

parfois dans les poumons (Liu et al, 2004). La fixation de la NRG1 sur l’ErbB4 permet 

l’activation de PI3K en situation de stress physiologique dans le cœur (Fukazawa et 
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al, 2003) et le système nerveux (Xu et al, 2012). L’ErbB1 n’active que faiblement

cette voie PI3K/Akt (Mattoon et al, 2004). 

La complexité de structure et de fonction des ErbBs ainsi que celle de la NRG1 

implique un large éventail de réponses cellulaires possibles pour cette voie. De ce 

fait, il est logique que cette dernière soit impliquée dans un grand nombre de 

fonctions physiologiques. Ces différents rôles vont être présentés succinctement

dans la partie suivante de ce manuscrit. 



25

7:=� 1�0����0���9>�����2�
��������	�,����0�278��

�

La voie NRG1/ErbB a été beaucoup étudiée dans la physiopathologie du cancer et 

surtout dans les pathologies cardiaques et neurodégénératives. En effet, cette voie 

est susceptible de modifier la morphogénèse cardiaque et le développement du 

système nerveux (Falls 2003). Des modèles d’animaux transgéniques ont été utilisés 

pour explorer les rôles joués par la voie NRG1/ErbB dans l’organisme.
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La plupart des lignées transgéniques, les KO particulièrement, ont mis en évidence 

un rôle essentiel de la voie NRG1/ErbB dans la morphogenèse cardiaque 

(Pentassuglia et Sawyer, 2009). Les embryons formés à partir de ces génotypes 

meurent pour la plupart ����
��� lors du passage d’une circulation maternelle à leur 

propre circulation à cause de la perturbation du développement cardiaque.

De nombreuses études portant sur les ErbBs ont montré leur importance dans la 

formation et le maintien des ventricules cardiaques. Les souris dépourvues d’ErbB2 

meurent à mi-gestation du fait d’une malformation des trabécules cardiaques (Lee et 

al, 1995 ; Erickson et al, 1997). Les souris KO conditionnelles pour ErbB2 au niveau 

ventriculaire, montrent un décès suite à une cardiomyopathie dilatée d’occurrence 

postnatale (Crone et al, 2002 ; Ozcelik et al, 2002). Les KO ErbB3 développent une 

trabéculation cardiaque normale mais sont incapables de maintenir une bonne 

fonction cardiaque du fait d’un développement anormal du coussin endocardique

(Erickson et al, 1997). Un coussin endocardique fonctionnel est nécessaire à la

formation de la valvule auriculo-ventriculaire. Les souris KO pour ErbB3 présentent

donc un reflux sanguin conduisant, chez cette espèce, à la mort au jour 

embryonnaire 13,5. Cette malformation est toutefois moins sévère que les 

précédentes puisque chez certaines espèces de mammifères les animaux KO pour 

ErbB3 arrivent à survivre à terme. Les souris déficientes en ErbB1 meurent entre la 

phase préimplantatoire et 3 semaines post-natales, en fonction du fond génétique, et 

montrent également un défaut de formation de la valvule aortique (Chen et al, 2000). 

Toutefois, on observe chez ces animaux des défauts de la prolifération, de la 

différenciation et de la migration cellulaire dans une très large gamme de tissus. 
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Aussi, il est difficile de déterminer la cause primaire du décès (Threadgill et al, 1995; 

Miettinen et al, 1995; Sibilia et al, 1995 ; Miettinen et al, 1999). Le défaut de 

formation du coussin endocardique est également observable chez des souris KO 

pour le domaine EGF des isoformes de NRG1 (Meyer et al, 1997) ou pour le 

récepteur ErbB2 (Lee et al, 1995). De manière semblable aux souris mutantes pour 

ErbB2, les souris déficientes en ErbB4 meurent à mi-gestation du fait d’un défaut de 

formation des trabécules cardiaques (Gassman et al, 1995). Les KO conditionnels 

pour ErbB4 dans le myocarde présentent la même malformation (Garcia-Rivello et al, 

2005).

Comme nous l’avons vu précédemment, les récepteurs ErbBs ont de nombreux 

ligands. Il était donc intéressant de connaitre le rôle isolé de la NRG1 dans la 

morphogénèse cardiaque.

7:=:7:���	�0�27�
En définitive, la NRG1 s’est révélée d’une importance capitale pour le 

développement et la fonctionnalité cardiaque. 

1.3.1.2.1 ROLE DU FRAGMENT EGF

Des altérations majeures du développement cardiaque sont observées dans les pan-

NRG1 -/-, dans lequel le domaine EGF commun à tous les isoformes est absent 

(Meyer et Birchmeier, 1995). Il est important de souligner que, dans la plupart des 

études, les isoformes β (cf. figure 3) sont 10 à 100 fois plus bioactifs et présentent 

une affinité plus importante pour les récepteurs ErbB3 et ErbB4 (Ram et al, 1995 ; 

Cote et al, 2005). En adéquation avec ce constat, les souris KO pour l’isoforme α 

sont viables à terme et ne présentent qu’un défaut de développement des glandes 

mammaires (Li et al, 2002). Ce n’est qu’en cas de gestation que des atteintes 

cardiaques sont observables chez ce modèle (Lemmens et al, 2011).

La NRG1 présente une structure complexe et un grand nombre d’isoformes (cf.

Figure 3). Il n’est donc pas surprenant que ces dernières jouent un rôle d’importance 

variable.
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1.3.1.2.2 UNE VARIABILITE DE FONCTION DEPENDANTE DU TYPE D’ISOFORME

Les souris KO pour le domaine Ig de la NRG1 (cf. Figures 3 et 4) meurent en 

moyenne au jour embryonnaire 10,5 et présentent un défaut de trabéculation 

cardiaque (Kramer et al, 1996). Les animaux hétérozygotes Ig-NRG1 -/+ sont viables 

et fertiles et ne présentent pas les altérations cardiaques des animaux KO 

homozygotes pour le même domaine (Kramer et al, 1996). Ce phénotype montre le 

caractère dominant de l’allèle codant pour le fragment Ig. Une importante 

malformation cardiaque a également été rapportée chez des souris présentant une 

mutation ciblée de la queue cytoplasmique de la NRG1 (Liu et al, 1998). Etant donné 

le rôle de ce fragment souligné précédemment, cette mutation va perturber la 

translocation à la membrane plasmique de la pro-NRG1. A l’inverse, aucune 

malformation cardiaque n’a été observée chez les souris dépourvues du domaine 

riche en cystéine (CRD) de la NRG1 (Wolpowitz et al, 2000), qui est par ailleurs 

hautement exprimé dans les neurones moteurs. Ce résultat indique que les effets sur 

le développement cardiaque de la NRG1 sont liés à l'action des isoformes présentant 

le domaine Ig.

En plus de son rôle dans la morphogénèse cardiaque, la signalétique NRG1/ErbB 

est également primordiale dans le développement système nerveux central et 

périphérique.

�



28

7:=:�� ������	0������>�����0��,��;���0��	����������9���
���

7:=:�:7������������������

��
On observe une neurodégénérescence dans le cortex frontal, les bulbes olfactifs, et 

le thalamus, après la naissance, chez certaines souris déficientes en ErbB1 (Sibilia 

et al, 1998 ; Kornblum et al, 2000). Probablement du fait d’une malformation de la 

crête neurale, les souris déficientes en ErbB2 montrent aussi des altérations 

fonctionnelles des ganglions sensitifs crâniens (Britsch et al, 1998). De surcroit, il 

semble qu’ErbB2 joue un rôle dans la différenciation terminale des précurseurs 

d'oligodendrocytes en oligodendrocytes matures dans la moelle épinière (Park et al, 

2001), ainsi que dans la myélinisation des nerfs périphériques par les cellules de 

Schwann (Morris et al, 1999). Pour explorer ce rôle d’ErbB2 au niveau du système 

nerveux, il est nécessaire d’éviter la dysfonction cardiaque à l’origine d’un décès 

précoce de l’animal. Une induction spécifique de l’expression d’ErbB2 dans le 

myocarde de ces souris transgéniques a donc été réalisée. Cette procédure a permis

d’observer, en plus des atteintes centrales, une atteinte majeure de la capacité de 

migration des cellules de Schwann dans le système nerveux périphérique 

aboutissant à une perte de neurones sensoriels et moteurs (Woldeyesus et al, 1999). 

Dans le cas d’ErbB3, les souris KO développent des neuropathies par défaut de  

myélinisation des nerfs périphériques en raison d’un manque en précurseurs des

cellules de Schwann et, par voie de conséquence, de cellules de Schwann matures

(Riethmacher et al, 1997). Chez ce modèle, on observe également des défauts de 

formation du cervelet et des ganglions des nerfs crâniens (Erickson et al, 1997). Les 

souris mutantes pour ErbB4, contrairement à ce que l’on observe pour la NRG1 ou 

l’ErbB2, ont également une innervation défectueuse du cerveau postérieur 

probablement en raison du rôle d’ErbB4 dans le guidage axonal  (Gassman et al, 

1995).

�
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Les souris KO pour le domaine EGF ne présentent pas de phénotypes instructifs sur 

le plan du système nerveux. Toutefois, ceci est uniquement dû au fait qu'elles 

meurent à la suite de l'insuffisance cardiaque avant le développement des premières 

synapses neuromusculaires.

1.3.2.2.1 ROLES DES DIFFERENTS ISOFORMES DANS LES KO SYSTEMIQUES

Malgré une fonction cardiaque normale, les souris KO pour le domaine CRD de la 

NRG1 présentent un phénotype létal et meurent peu après la naissance d’une 

insuffisance respiratoire. En effet, l’absence de ce domaine affecte le développement 

des composants présynaptiques des neurones et des cellules gliales et compromet 

donc la formation des synapses neuromusculaires. Ces défauts synaptiques ont été 

décrits globalement comme un phénotype présynaptique qui se caractérise par 

l'absence de terminaisons nerveuses motrices au niveau des jonctions 

neuromusculaires (NMJ) et donc par une perte de fonctionnalité notamment 

respiratoire. Ce phénotype affiche également une réduction marquée du nombre de 

cellules de Schwann, de la moelle motrice et du nombre de neurones sensoriels par 

augmentation de leur apoptose. Étonnamment, les souris KO pour le domaine CRD 

ne montrent pas de réduction du nombre de récepteurs à l’acétylcholine (AChR) 

dans les synapses. Contrairement aux KO pour le domaine CRD, le phénotype Ig-

NRG1 -/+montre une altération de la plaque motrice avec une réduction de 50% du 

nombre des AChR (Sandrock et al, 1997). Cette observation suggère que les 

isoformes de NRG1 contenant le domaine Ig sont impliqués dans l'induction de 

l'expression des AChR. 

Des conclusions plus précises ont pu être données de l'étude des KO sur des tissus 

spécifiques.

1.3.2.2.2 ANIMAUX KO DANS DES TISSUS SPECIFIQUES

Les résultats des KO pour la NRG1 dans le système nerveux (Yang et al, 2001) 

ressemblaient à ceux trouvés dans les KO systémiques pour le domaine CRD. Cette 

observation indique l'existence d'un phénotype présynaptique sans impact sur 

l'expression des AChR dans la jonction neuromusculaire. Ce phénotype 

présynaptique est également observé chez des souris KO pour ErbB2 une fois 

qu’une expression cardiaque de cette même protéine a été induite pour préserver 
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l’organe (Woldeyesus et al, 1999). Malgré le phénotype présynaptique sévère, la 

transcription des AChR n’a été que modérément touchée chez ce modèle. Ceci 

remet en cause l'idée que la NRG1 est un régulateur indispensable à la transcription 

des AChR dans les synapses. En effet, les KO ErbB2 au niveau du muscle 

squelettique montrent une modeste réduction de 20% dans l'expression des AChR 

dans la NMJ (Leu et al, 2003) et les KO ErbB4 (avec induction cardiaque) ne 

montrent quant à eux aucune anomalie dans le développement neuromusculaire 

(Tidcombe et al, 2003). De même, les KO ErbB2 et ErbB4 au niveau du muscle 

squelettique affichent une réduction de seulement 10% de la densité des AChR et 

une réduction de 30% de leur ARNm présents au niveau synaptique. Bien que la 

NRG1 active l'expression des AChR (Altiok et al, 1995, Falls et al, 1993), d'autres 

facteurs, comme l’agrine, agissent donc en synergie avec cette dernière. Ces 

facteurs contribuent probablement de manière prépondérante au maintien de la NMJ 

à l’état différenciée (Ngo et al, 2012; Escher et al, 2005).

Au travers de l’ensemble de ces données, on voit se dessiner des modes d’actions 

paracrine ou juxtacrine de la NRG1 dépendants du tissu. Au niveau musculaire, 

l’effet de la NRG1 est médié par une isoforme portant le domaine Ig et un domaine 

EGF de type β. Dans le système nerveux, c’est la NRG1 portant le fragment CRD qui 

est primordiale. Synthétiquement, il semble que le muscle (cardiaque et squelettique) 

reçoit le signal NRG1 en provenance des cellules adjacentes (paracrine). A l’inverse, 

le neurone produit la NRG1 pour modeler son environnement immédiat (juxtacrine).
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Le champ des pathologies cardiovasculaires sera abordé dans un second temps

dans le manuscrit. Il n’y sera pas fait référence dans cette partie. Les pathologies du 

système nerveux central et les cancers sont des thématiques de recherche 

extrêmement prolifiques en ce qui concerne la voie NRG1/ErbB. L’objectif de cette 

revue de littérature très succincte ne sera donc pas exhaustive mais permettra au 

lecteur une vue d’ensemble des principales implications physiopathologiques de la 

voie NRG1/ErbB.
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Au niveau du système nerveux central, la NRG1 a été largement étudiée sur les 

maladies du cortex cérébral que sont la Schizophrénie et la maladie d'Alzheimer

(MA) (Revues : Mei et Nave, 2014 ; Fleck et al, 2012). Il semble que, du point de vue 

des fonctions cognitives, l’activation de la voie NRG1/ErbB suive une courbe en U 

inversé. L’adage « ni trop, ni trop peu » pourrait donc assez bien décrire la 

physiologie de cette voie dans le système nerveux central.
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L’étude de la voie NRG1/ErbB dans le système nerveux central à conduit un certains nombre d’auteurs à modéliser les effets de

la NRG1 selon une trajectoire parabolique. Les performances cognitives semblent tout autant altérées par une hyperactivité de

la voie que par son inhibition. Cependant, on retrouve des symptômes différents suivant le profil d’hypo ou hyperactivité de la 

voie NRG1/ErbB.

�
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La NRG1 et sa signalétique cellulaire portent de nombreux espoirs pour le traitement 

et la compréhension biologique de la schizophrénie. 

Les études épidémiologiques montrent une association entre les polymorphismes du 

gène NRG1 et la prévalence de la schizophrénie dans certains groupes de 

populations (Li et al, 2006; Munafo et al, 2006). Les premiers indices étayant cette 

observation ont été donnés par l’étude post-mortem de cerveaux humains. En effet, il 

a été montré une augmentation de la signalisation ErbB4 induite par la NRG1 chez 

les patients schizophrènes. Ce phénomène a été vu dans le cortex préfrontal et 

semble associé à une diminution de l'activité du récepteur NMDA participant ainsi à 

la pathogenèse de la schizophrénie (Hahn et al, 2006). 

De plus, les modèles animaux de souris dépourvues de NRG1, ErbB2, ErbB3 ou 

ErbB4 dans le système nerveux central présentent différents déficits 

comportementaux parmi lesquels l'hyperactivité, la réduction du conditionnement par 

la peur, l'inhibition latente, la réduction de la mémoire de travail ou encore un 

comportement social anormal (Boucher et al, 2007; Chen et al, 2008; Duffy et al, 

2008; Ehrlichman et al, 2009; Gerlai et al, 2000; Karl et al, 2007; Moy et al., 2009; 

O'Tuathaigh et al, 2006 ; Rimer et al, 2005 ; Stefansson et al, 2002). De même, les 

animaux déficitaires en métalloprotéases comme BACE1 ou la Neuropsine (capable 

de cliver la NRG1) ont montré des déficits comportementaux caractéristiques 

(Savonenko et al, 2008 ; Tamura et al, 2012). D’un autre coté, des souris 

transgéniques surexprimant la NRG1 développent également un grand nombre 

d’altérations comportementales (Deakin et al, 2009 ; Deakin et al, 2012; Kato et al, 

2010; Luo et al, 2013 ; Yin et al, 2013a). De plus, le blocage de l'expression de la 

NRG1 dans les neurones pyramidaux de souris adultes diminue ces troubles 

comportementaux et la dysfonction synaptique (Luo et al, 2014 ; Yin et al, 2013).

�
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Les polymorphismes du gène NRG1 humain sont associés à des caractéristiques 

psychotiques dans certaines formes familiales de maladie d'Alzheimer à début tardif 

(Go et al, 2005). Toutefois, l’essentiel des connaissances existantes sur la NRG1 

concerne la plasticité neuronale et la relation entre MA et NRG1 reste encore 

largement à explorer. 

Deux aspects majeurs sont à mettre en exergue à la lumière de la contribution 

physiologique de la NRG1 dans la maladie d’Alzheimer (MA).

En premier lieu, une régulation à la hausse et de la NRG1 et de l’enzyme de clivage 

β-amyloïde 1 (BACE1) est associée à la formation des plaques amyloïdes dans des 

modèles de souris transgéniques de la MA ainsi que dans les cerveaux de patients 

(Zhao et al, 2007). Ce phénomène est très probablement dû à la dystrophie 

neuronale autour des plaques (Zhang et al, 2009). Par ailleurs, il a été observé une 

colocalisation de la NRG1 et de son récepteur ErbB4 dans les tissus affectés 

(Chaudhury et al, 2003).Cependant, ces analyses ont été effectuées post-mortem ce 

qui ne permet pas de juger de la fonctionnalité du récepteur ErbB4 et de l’activité 

cellulaire effective qui en découle.

Deuxièmement, compte tenu des observations précédentes, des inhibiteurs de 

l’activité de BACE1 ont été testés comme traitement de la MA. Ces essais ont montré 

qu’une modulation inadaptée des processus protéolytiques de la NRG1 par BACE1 

peut aboutir à des effets indésirables (Sankaranarayanan et al, 2009). En définitive, 

le blocage total de l’activité de BACE1 ne semble pas l’objectif à rechercher mais 

plutôt une normalisation de ses niveaux d’expression.

La MA est une pathologie communément associée à l’avancée en âge ce qui 

renforce le lien possible entre la voie de la NRG1 et le vieillissement. La MA n’est 

toutefois pas la seule pathologie dont la prévalence est accrue chez les personnes 

âgées. En effet, il est de notoriété publique que la probabilité d’apparition d’un cancer 

est augmentée avec l’âge. Or, ce groupe de pathologies constitue l’un des pôles de 

recherche les plus dynamiques en ce qui concerne la NRG1 et ses récepteurs.

�
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La relation entre la voie NRG1/ErbB et le cancer a été extensivement étudiée (revues 

sur le thème : Montero et al, 2008 ; Breuleux 2007). La surexpression des récepteurs 

ErbBs est un trait commun observable dans un large éventail de tumeurs et 

représente une stratégie des tumeurs malignes pour activer les voies en aval de ces

récepteurs (Wali et al, 2014 ; Berghoff et al, 2013 ; Emre et al, 2013 ; Kraus et al, 

1989). Ce faisant, les ErbBs favorisent ainsi la prolifération des cellules cancéreuses, 

leur survie, leur invasion de nouveaux tissus et la production de métastases. A titre 

d’exemple, l'amplification du gène ErbB2 est observée dans 20 à 30% des cancers 

du sein et est associée à une diminution de la survie ainsi qu’à une augmentation du 

taux de rechute (Slamon et al, 1987).Ces éléments ont conduit au développement de 

nombreuses stratégies visant à cibler la signalétique cellulaire dépendante des 

ErbBs (Figure 9).
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Anticorps monoclonaux : TRASTUZUMAB (Herceptin; Genentech); CETUXIMAB (Erbitux; Bristol Myers Squibb /ImClone) ; 

OMNITARG/PERTUZUMAB (Encours d’évaluation). Inhibiteurs de l’activité tyrosine-kinase: GEFITINIB (Iressa; Astra Zeneca) ; 

ERLOTINIB (Tarceva ; Genentech/OSI), LAPATINIB (GlaxoSmithKline). Inhibiteurs de l’HSP90 : 17-N-allylamino-17-

demethoxygeldanamycine (17-AAG) (En cours d’évaluation).
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En plus du ciblage des ErbBs, des preuves indiquent que les ligands NRG1-4, 

indépendamment des récepteurs, jouent aussi un rôle dans le développement et/ou

la progression de certains types de cancer humain (Han et al, 2015). Comme nous 

l’avons vu précédemment, les études ��� ,�
�� indiquent que les NRG1-4 agissent 

comme de puissants facteurs mitogéniques dans les cellules qui expriment leurs

récepteurs (Holmes et al, 1992, Aguilar et al, 1999). 

Des études ���,�,� chez la souris ont montré que la surexpression des NRG1-4 dans 

des tissus mammaires a pour résultats l’apparition d’adénocarcinomes (Aguilar et al, 

1999), et favorise la propagation métastatique des cellules cancéreuses du sein ���

,�,� (Atlas et al, 2003). De plus, la réduction de l’expression des NRG1-4 par 

l'utilisation de brin d’ADN antisens réduit le potentiel tumoral et la formation de 

métastases de cellules de cancer du sein (Tsai et al, 2003).

Dans le cadre du cancer, il est difficile de différencier l’origine de la conséquence, 

quoiqu’il en soit la voie NRG1/ErbB joue un rôle majeur dans la physiopathologie de 

ces maladies. Cette voie de signalisation démontre donc clairement une implication 

primordiale dans certaines pathologies couramment observées chez la personne 

âgée.

En marge de ce constat et pour illustrer l’étendue des rôles physiologiques de cette 

voie, il est intéressant de mentionner d’autres cas plus originaux.

�
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Les phénotypes des souris déficientes en ErbBs montrent les rôles importants que 

jouent ces récepteurs dans de nombreux tissus et permettent de comprendre les 

origines de certaines dysfonctions menant à différentes pathologies telles que le 

psoriasis ou la lèpre.

Le psoriasis, par exemple, pourrait être dû à une dérégulation de l’activation du 

récepteur ErbB1. Du moins, c’est ce que suggère sa surexpression dans l'épiderme 

des lésions psoriasiques. De plus, l'épiderme aminci des souris dépourvues de cette 

protéine et les lésions psoriasiformes induites par l’absence de son inhibiteur LRIG-1 

étayent cette hypothèse (Suzuki et al, 2002 ; King et al, 1990).

Le bacille de la lèpre, +������
������;�����, peut se lier directement à ErbB2 pour 

l’activer indépendamment de toute dimérisation avec d'autres récepteurs ErbBs. 

L'activation du récepteur conduit alors à une démyélinisation des nerfs et serait 

responsable des neuropathies périphériques caractéristiques de cette pathologie 

(Tapinos et al, 2006).

Cette liste est bien entendu non exhaustive mais montre le caractère ubiquitaire des 

rôles joués par les ErbBs chez les mammifères. De même, les atteintes observées 

dans le vieillissement sont elles aussi nombreuses et systémiques. La quasi absence 

de données reliant la NRG1 et le vieillissement semble donc un champ 

d’investigation prometteur.

�
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La NRG1 et ses récepteurs, les ErbBs, possèdent de très nombreux rôles 

physiologiques durant le développement et l’Age adulte dont certaines restent encore 

certainement à découvrir. Dans la perspective de visualiser cette voie au sein d’un 

continuum physiologique, les données sur le vieillissement sont, à l’heure actuelle, 

quasi-inexistantes. L’objet de ce travail de recherche était donc de s’intéresser à 

l’impact du vieillissement sur la voie de la NRG1 dans des tissus dont la préservation

est primordiale pour un vieillissement réussi.

La perturbation de l’homéostasie du glucose, les maladies cardiovasculaires et la 

sarcopénie sont des phénomènes systémiques et interdépendants liés à l’âge. 

Comme nous allons le voir, la littérature scientifique établit un lien, plus ou moins 

robuste, entre la NRG1 et chacune des grandes fonctions liées à ces pathologies.

Dans l’hypothèse où la NRG1 serait libérée durant la contraction musculaire, nous 

nous sommes alors posé la question de son impact systémique.

Il sera donc présenté, dans les parties suivantes, le parallèle entre atteintes liées au 

vieillissement et rôle de la NRG1. Ce recoupement entre NRG1 et âge sera 

développé dans trois champs que sont l’homéostasie glucidique, la fonction 

musculaire squelettique et la fonction cardiaque.
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Le vieillissement est un des états physiologiques couramment associé à une 

dépréciation de l'homéostasie du glucose (Paolisso et al, 1995). Or, en sus de son 

potentiel myogénique, de ses propriétés neurotrophiques ou de son rôle 

carcinogène, il a récemment été suggéré que la NRG1 pourrait également influer sur 

le métabolisme du glucose (Guma et al, 2010). Ce nouveau rôle physiologique a été 

exploré au niveau du muscle squelettique (Suarez et al, 2001 ; Canto et al, 2007), 

principalement responsable de la captation glucose induite par l'insuline, et dans le 

foie (Carver et al, 1996 ; Carver et al, 1997), régulateur majeur de l'homéostasie 

glycémique. Fait intéressant, les propriétés de la NRG1 dans ces deux tissus 

semblaient opposées du point de vue de leurs effets à l’échelle systémique. En effet, 

il a été respectivement mis en exergue un impact positif et négatif sur les insulino-

sensibilité musculaire et hépatique.

Compte tenu de ces éléments, la voie de signalisation NRG1/ErbB pourrait donc être 

impliquée dans les déficiences métaboliques liées à l'âge. Il sera donc mis en 

lumière dans les paragraphes suivants les données scientifiques convergentes entre 

perturbations du métabolisme glucidiques liées à l’âge et les rôles physiologiques de 

la voie NRG1/ErbB.
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Chez les mammifères, le métabolisme du glucose est régi par un ensemble 

complexe de signaux qui affectent finalement l'absorption ainsi que l’utilisation de 

glucose par les tissus périphériques, la production de glucose par le foie et la 

libération d’insuline par le pancréas. Le processus de vieillissement étant associé à 

des altérations fonctionnelles dans la plupart des paramètres physiologiques

mesurables (Finch 1994), un des phénomènes les plus couramment rencontré est un 

déficit dans la capacité à réguler efficacement le métabolisme du glucose.

�:7:7:7���0��;���
Des niveaux élevés de glucose à jeun, une intolérance au glucose ou encore une 

résistance à l'insuline sont autant de perturbations dont la prévalence augmente

dans la population âgée (De Fronzo 1979; De Fronzo 1981; Kohrt et al, 1993; Fink et 

al, 1983). Conséquence de cela, l'une des maladies les plus courantes chez les 

personnes âgées est le diabète de type 2. A titre d’exemple, l’étude ENTRED qui a 

consisté en une analyse de l’ensemble des remboursements de soins du régime 

général d’assurance maladie (échantillon de population de 2007 extrapolé à la 

France entière en 2008), a déterminé une prévalence du diabète de 3,95 %, soit 2,5 

millions de patients traités. L’âge moyen des patients traités était de 64,8 ans (écart-

type : 13,8 ans) illustrant ainsi la part importante pris par le vieillissement dans 

l’étiologie de la maladie. Dans une étude longitudinale de plus de 4500 personnes en 

bonne santé, Lindstrom et Tuomilehto ont montré que la probabilité de patients âgés 

de 55 à 64 ans de développer un diabète de type 2 nécessitant un traitement est 

pratiquement équivalente à celle des patients présentant un IMC supérieur à 30 

(Lindström et Tuomilehto, 2003). Pris séparément, l'obésité clinique et l'âge avancé 

présentent donc un risque semblable de dysfonction du métabolisme du glucose.

Les études sur l'intolérance au glucose liée à l'âge peuvent être difficiles à interpréter 

du fait que le développement de cette pathologie dépend d'une combinaison de 

nombreux facteurs (De Tata et al, 2014). Il est compliqué de définir l'influence de 

chacun indépendamment des autres et ainsi leur importance respective reste sujette 

à débat.

Toutefois, la physiopathologie de l’intolérance au glucose est centrée autour de la 

fonctionnalité de l’insuline. D’une part, on observe une résistance cellulaire à son 
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action dans un grand nombre de tissus. D'autre part, plusieurs observations montrent 

clairement que la résistance à l'insuline seule ne suffit pas pour conduire au diabète 

de type 2, un défaut de fonctionnement des cellules bêta pancréatiques avec 

sécrétion anormale de cette hormone étant nécessaire (De Tata et al, 2014).
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La perturbation de la réponse à l’insuline dans les tissus périphériques est appelée

insulino-résistance. Sur le plan clinique, ce terme est utilisé pour indiquer des 

niveaux circulants d'insuline accrus pour le maintien d’une glycémie standard ce qui 

correspond, au niveau cellulaire, à une moindre capacité à activer son récepteur (IR) 

et les cascades de signalisation en aval de ce dernier. La technique de clamp 

euglycémique hyperinsulinémique (GOLD standard) a été utilisée pour attester de ce 

phénomène et de son importance dans l'intolérance au glucose liée à l'âge (De 

Fronzo 1981, Fink et al, 1983, Rowe et al, 1983) mais d’autres méthodes indirectes 

existent (HOMA, QUICKI). L’insulino-résistance des principaux tissus répondeurs tel 

que le muscle squelettique, le tissu adipeux blanc ou encore le foie est généralement 

considérée comme l'étiologie primaire du dysfonctionnement du métabolisme du 

glucose. Chacun de ces tissus présente par ailleurs cette altération avec l'âge (De 

Fronzo 1979; De Fronzo 1981; Rowe et al, 1983).

2.1.1.2.1 ALTERATION DE LA SIGNALETIQUE DE L’INSULINE AVEC L’AGE

L'action de l'insuline, initiée par la liaison à son récepteur transmembranaire, 

comporte une cascade de signalisation provoquant la captation de glucose (tissu 

adipeux et muscle), une inhibition de la néoglucogenèse (foie) ainsi qu’une activité 

de modulation transcriptionnelle. Cette cascade débute par l’autophosphorylation du 

récepteur et l’initiation de son activité tyrosine kinase intracellulaire permettant la 

phosphorylation en tyrosine de l’IRS1 ou 2 (substrat du récepteur à l'insuline). La 

phosphorylation du récepteur permet l’activation de la PI3K (phosphatidylinositol 3-

kinase) qui induit l’activation d’Akt. Dans la cadre de ce travail de recherche, nous 

nous intéresserons plus particulièrement à l’effet de l’insuline dans le foie et le 

muscle.

Dans la cellule musculaire, l’activation d’Akt et de son médiateur en aval, AS160, 

stimule la translocation des GLUT4 vers la membrane plasmique (Sano et al, 2003; 

Watson et Pessin, 2006). Les études portant sur le vieillissement révèlent une 
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réduction de la captation du glucose insulinodépendante concomitante d’une 

réduction de la translocation du transporteur GLUT4 vers la membrane 

sarcolemmale. Cette baisse est expliquée par une altération de l’ensemble de la 

cascade de signalisation depuis l’IRS1 (substrat du récepteur à l’insuline) jusqu’à la 

GSK3 (glycogène synthase kinase-3) en passant par des médiateurs comme AKT 

(protéine kinase B) (Gardner et al, 2003 ; Maechler et al, 1999 ; Dokken et al, 2008 ; 

Maddux et al, 2001 ; Singh et al, 2008).
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L’insuline en se fixant à son récepteur (IR) active sa voie de signalisation intracellulaire et notamment AKT qui va ensuite 

induire, d’une part, la translocation des GLUT4 à la membrane sarcolemmale, et d’autre part, la levée de l’inhibition du

glycogène synthétase (GS) via la phosphorylation du glycogène synthétase kinase 3 (GSK3). Ces signaux cellulaires vont 

stimuler la captation de glucose au niveau musculaire et la synthèse de glycogène. Le vieillissement (Sablier) ou les facteurs 

délétères qui y sont associés perturbent ces mécanismes induits par l’insuline. Les traits terminés par des flèches représentent 

une stimulation. Les traits terminés par un losange une inhibition.

L’insuline agit également sur le foie pour réguler la production hépatique de glucose 

(HGP) qui joue un rôle majeur dans l'homéostasie du glucose à jeun et en 

postprandial chez l’individu sain (Felig et Wahrner, 1971). La principale différence 

entre les deux tissus réside dans le fait que le glucose pénètre spontanément dans 

l’hépatocyte, via le transporteur GLUT2, en fonction du gradient de concentration 

plasmatique. L’activation d’Akt agit alors comme inhibiteur de la néoglucogenèse et 
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stimulateur de la synthèse de glycogène par le bais de FOXO et GSK3, 

respectivement (Savage et al, 2007). 

Or, la production basale hépatique de glucose ne semble pas affectée par le 

vieillissement chez le sujet âgé non diabétique (Barzilai et al, 1998). Cependant, la 

suppression de la HGP par une charge orale de glucose ou par l'insuline est 

diminuée avec le vieillissement (Jackson et al, 1988). La baisse de sensibilité 

hépatique à l’insuline avec l’âge a été suggérée depuis longtemps (Freeman et al,

1973) mais de plus en plus d’éléments semblent indiquer un rôle des facteurs 

associés au vieillissement plutôt que de l’âge ���� �� (Gupta et al, 2000). A titre 

d’exemple, l’accumulation de tissu adipeux viscéral est régulièrement pointé du doigt 

(Gupta et al, 2000; Hirose et al, 2015) et l’hyperactivité β-adrénergique semble 

également jouer un rôle (Muscogiuri et al, 2011). 
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L’insuline en se fixant à son récepteur (IR) active sa voie de signalisation intracellulaire et notamment AKT. D’une part, cette 

activation va induire la phosphorylation de FOXO ou 3��4
�����������
����<�, l’empêchant ainsi de pénétrer dans le noyau et 

d’exercer son activité transcriptionnelle. D’autre part, ceci va lever l’inhibition du glycogène synthétase (GS) via la 

phosphorylation du glycogène synthétase kinase 3 (GSK3). Ces signaux cellulaires vont stimuler la synthèse de glycogène et

inhiber la néoglucogenèse. Le vieillissement (sablier) ou les facteurs délétères qui y sont associés perturbe ces mécanismes 

induits par l’insuline. Les traits terminés par des flèches représentent une stimulation. Les traits terminés par un losange une 

inhibition.
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2.1.1.2.2 ETIOPATHOGENIE DE L’INSULINO-RESISTANCE AVEC L’AGE

Le vieillissement �������semble un facteur indépendant à l’origine de la baisse de la 

réponse à l'insuline (Karakelides et al, 2010; Jackson et al, 1988; Gabriely  et al, 

2002) bien que la question reste encore très controversée (Goulet et al, 2009; 

Soriguer et al, 2014). Quoiqu’il en soit, il est largement admis que l’âge n’est pas 

l’unique facteur de perturbations physiopathologiques. Ce processus entre en 

interaction avec le patrimoine génétique et des facteurs physiologiques ou 

environnementaux (De Tata et al, 2014).

2.1.1.2.2.1 Facteurs de modulation de l’insulino-résistance liée à l’âge

La sensibilité à l’insuline peut être influencée indirectement par des changements liés 

à l'âge. On peut citer les variations de la composition corporelle comme 

l'augmentation de l'adiposité abdominale (Khort et al, 1993) ou la sarcopénie 

(Srikanthan et al, 2010). Des facteurs circulants sont aussi impliqués, comme des 

taux anormaux de certaines hormones (cortisol, testostérone) auxquels s’ajoutent 

l’élévation des taux plasmatiques de peptides inflammatoires (Maggio et al, 2007; 

Rudin et Barzilai, 2005; Yokoyama et al, 2015).

Le comportement individuel, en particulier par le biais de l’activité physique et de la 

nutrition, peut fortement influencer le tableau clinique et l’ensemble de ces facteurs 

délétères (Ruiz-Nunez et al, 2013 ; Bunprajun et al, 2013). 

Par ailleurs, la restriction énergétique et l’entrainement semblent agir sur des 

éléments cellulaires communs tels que les dysfonctionnements mitochondriaux. Ces 

derniers, ainsi que le stress oxydatif qui y est associé, sont des éléments

fréquemment rapportés durant le vieillissement (Petersen et al, 2003 ; Toledo et al, 

2013 ; Phielix et al, 2011 ; Dela et al, 2013 ; Bertrand et al, 2013). Comme nous le 

verrons plus loin dans ce manuscrit, certains travaux publiés ont montré une 

influence potentielle de la neuréguline sur le métabolisme mitochondrial. Dans la 

partie suivante, nous allons donc développer de manière plus approfondie l’impact 

du vieillissement sur le fonctionnement de la mitochondrie. Nous verrons également 

les répercussions potentielles dans la régulation de l’insulino-sensibilité qui seront 

des déterminants majeurs dans le fondement du rationnel de nos travaux.
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2.1.1.2.2.2 Dysfonction mitochondriale liée à l’âge

Le dysfonctionnement mitochondrial est un des éléments cellulaires clés du 

développement de l’insulino-résistance (Szendroedi et al, 2012), y compris dans le 

cadre du vieillissement (Petersen et al, 2003). Des régulateurs importants de la 

biogénèse mitochondriale comme PGC1α et PGC1β voient leur expression diminuer 

avec l’âge (Ling et al, 2004) et cette diminution entraine une baisse du contenu 

mitochondrial (Figure 13).

	� 
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Les auteurs ont utilisés un microscope électronique pour effectuer la quantification (	) (IMCL) de la taille des lipides 

intramyocellulaires et (
) du nombre de mitochondries chez des participants adultes (23 ± 2 ans) et les âgés (71 ± 2 ans). Les 

valeurs sont la moyenne ± SE. G p <0,05.

Ces protéines régulent également la thermogénèse adaptative ou l’oxydation des 

substrats dont la localisation est mitochondriale. La résultante de cette diminution 

d’expression est donc une baisse du niveau d’utilisation des acides gras (Iossa et al, 

2004 ; Ling et al, 2004). Ainsi, la perte de fonctionnalité mitochondriale participe au 

phénomène de lipotoxicité intracellulaire (Figure13) observé avec l’âge dans le 

muscle squelettique (Crane et al, 2010). D’autres phénomènes observés avec l’âge 

peuvent induire une lipotoxicité dans le muscle ou le foie. L’accumulation de graisse 

viscérale, où la résistance à l’insuline des adipocytes, peuvent également être à 

l’origine de ce phénomène chez la personne âgée (Slawik et Vidal-Puig, 2006).De 

plus, la lipotoxicité peut induire une production accrue d’espèces réactives de 

l’oxygène, un mécanisme responsable d’une réduction de la réponse intracellulaire à 

l'insuline (Gardner et al, 2003 ; Dokken et al, 2008).
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Parallèlement à l’ensemble de ces observations, certaines études montrent 

clairement que la résistance à l'insuline seule ne suffit pas pour conduire à une 

intolérance au glucose.�

�:7:7:=�
	���������	���������0��+�0����0��	,����+	2��
Le dysfonctionnement des cellules bêta est de plus en plus reconnu pour jouer un 

rôle important dans la physiopathologie de l’intolérance au glucose et pourrait 

représenter l’autre facteur contribuant au métabolisme anormal du glucose avec l'âge 

(De Tata et al, 2014). En effet, il a été rapporté à plusieurs reprises que la capacité 

de la cellule β pancréatique à maintenir une fonction de sécrétion d'insuline 

suffisante est altérée avec l'âge. Ceci a été observé sur modèle animal (Bergamini et 

al, 1991 ; Novelli et al, 1999) et chez des patients (Iozzo et al, 1999 ; Oya et al, 

2014).

2.1.1.3.1 MECANISMES A L’ORIGINE DE L’INSUFFISANCE Β-SECRETOIRE

L’insuffisance sécrétoire des cellules β pancréatique peut être due à deux 

phénomènes : une dysfonction cellulaire du processus de sécrétion ou un pool de 

cellules insuffisant pour répondre à la demande métabolique.

2.1.1.3.1.1 Dysfonction cellulaire

L’exocytose d’insuline est un processus en cascade impliquant notamment la 

pénétration pancréatique de glucose via les GLUT2, la production d’ATP par la 

mitochondrie (ou via la glycolyse) et un influx calcique permettant l’action des 

kinésines transportant les granules (Eliasson et al, 2008). Or, il a été observé lors du

vieillissement une réduction des niveaux de GLUT2 (Ihm et al, 2007, Novelli et al, 

2000), une dysfonction mitochondriale (Cree et al, 2008 ; Supale et al, 2013) et une 

déficience de la recapture du Ca2+ dans les cellules β (Li et al, 2014). On observe 

donc une atteinte à différents niveaux parmi lesquels la dysfonction mitochondriale 

mérite une attention particulière. En effet, les mitochondries jouent un rôle crucial 

dans le couplage entre la présence du glucose au niveau cellulaire et l’exocytose à

proprement dite. Ces organelles agissent comme capteurs des éléments nutritifs et 

des générateurs de signal, énergétique en l’occurrence, pour la sécrétion d'insuline

(Supale et al, 2012).

L’origine des dysfonctionnements cellulaires reste difficile à définir tant le 

vieillissement cellulaire reste un phénomène extrêmement complexe dont les tenants 
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et les aboutissants échappent, pour la plupart, à notre compréhension. De plus, ces 

atteintes de la fonctionnalité cellulaire semblent accompagnées d’une perturbation 

des capacités de prolifération des cellules β.

2.1.1.3.1.2 Sénescence des cellules β pancréatique

Les cellules β présentent habituellement une prolifération lente chez l’humain adulte. 

Toutefois, elles semblent capables de s’adapter aux stimuli environnementaux

comme le suggère l’augmentation de la masse pancréatique (30-40%) chez certains 

patients obèses (Kloppel et al, 1985 ; Rahier et al, 2008). Dans le cas du 

vieillissement, la sénescence réplicative pourrait être à l’origine d’un déficit adaptatif

(Park et al, 2004). En effet, une carence en télomèrase et une réduction de la 

longueur des télomères ont été décrits dans les cellules béta-pancréatique de souris 

âgées (Kuhlow et al, 2010;  Guo et al, 2011). Cette carence impacte directement la 

capacité réplicative des cellules β et donc, potentiellement, leur capacité à se 

renouveler ou à proliférer (Gianani et al, 2011). Chez l’humain, dont les télomères 

sont plus courts que chez la souris, le même mécanisme a été observé chez des 

patients de plus de 60 ans atteints de diabète de type 2, la longueur des  télomères 

était alors inversement corrélée au taux d’HbA1C (Tamura et al, 2014). Fait 

intéressant, l’utilisation d’un traitement hypoglycémiant par les patients semble 

aggraver le phénomène.

Le processus de vieillissement et/ou les divers changements 
physiologiques qui y sont associés vont donc négativement impacter la 
capacité de régulation du métabolisme du glucose. Bien qu’un grand 
nombre de facteurs entre en jeu, la fonctionnalité de l’insuline est le 
mécanisme central de cette perturbation. Or, il a été montré que la NRG1 
et l’insuline interagissent l’une avec l’autre dans les tissus musculaires 
et hépatiques. 
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Cette étude a montré une stimulation de la captation du glucose aussi bien sur 

culture de cellules musculaires (L6E9) que sur muscles ex-vivo (Soleus), dépendante 

de l’activation de la PI3K (Phosphatidylinositol3 Kinase). Cet effet semble commun à 

différents types de cellules musculaires puisqu’une captation de glucose a également 

été induite sur des cultures de cardiomyocytes isolés (Cote et al, 2005) et impliquait 

la même voie de signalisation. Sur culture cellulaire de muscle squelettique, 

l’amplitude de cette stimulation s’avère équivalente à celle induite par l’insuline. Il est 

même surprenant d’observer un effet additif, suggérant des voies de signalisations 

indépendantes entre NRG1 et insuline. 

Ce phénomène rappelle les récentes études réalisées sur des cellules humaines de 

cancer du sein. Dans ce modèle, la surexpression du récepteur ErbB2 permet un 

ensemble d’adaptations métaboliques à l’origine d’une captation de glucose 

indépendante de l’insuline (Bollig-Fischer et al, 2011). Dans le muscle squelettique, 

sous l’effet de la NRG1, les transporteurs de glucose transmembranaires GLUT4 

sont transloqués vers la membrane sarcolemmale (Suarez et al, 2001). Ce 

processus est rendu possible par l‘activation de la PI3K (Suarez et al, 2001), de la 

PKCξ (protein kinase Cξ) et de la PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protéine 

kinase-1) (Canto et al, 2004 ; Canto et al, 2006). Cette cascade est partiellement 

partagée avec l’insuline (Bandyopadhyay et al, 1999) mais aucun effet additif de la 

NRG1 n’a été observé sur l’activation de ces protéines de signalisation (Figure 12 ; 

Canto et al, 2004).
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contraction, par une métalloprotéase calcium dépendante provoquant ainsi l’effusion 

de fragments EGF et induisant la formation et l’activation du dimère ErbB2/ErbB4. De 

plus, le blocage du récepteur ErbB4 au moyen d’un anticorps monoclonal spécifique 

semble diminuer la captation de glucose induite par la contraction. Cette diminution 

s’avère de l’ordre de 71% dans le muscle oxydatif et 36% dans le muscle 

glycolytique (Canto et al, 2006). Bien que la CAMK2 ne soit pas directement activée 

par la NRG1, son inhibition altère la captation du glucose induite par la cytokine. Ceci 

suggère fortement une relation directe entre l’activation de PKCξ par les ErbBs et 

l’activation de la CAMK2 durant la contraction.
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Lors d’une contraction musculaire, l’influx de Ca2+ cytoplasmique active une métalloprotéase (MPP) qui va cliver la forme 

transmembranaire de la NRG1 et libérer le domaine EGF. Le domaine EGF de la NRG1 phosphoryle ses récepteurs ErbBs qui 

activent PKC et ainsi la translocation des GLUT4 à la membrane sarcolemmale. L’insuline en se fixant à son récepteur (IR) 

active sa voie de signalisation intracellulaire et notamment AKT qui va ensuite induire, entre autre, la translocation des GLUT4 à 

la membrane sarcolemmale. Le vieillissement (Sablier) ou les facteurs délétères qui y sont associés perturbent les mécanismes 

induits par l’insuline. Les traits terminés par des flèches représentent une stimulation. Les traits terminés par un losange une 

inhibition. Zone violette : voie de l’insuline.
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Toutefois, la relation entre NRG1 et métabolisme glucidique n’est pas 

unidirectionnelle. Si dans les tissus musculaires la NRG1 semble positivement 

impacter l’homéostasie glucidique, lorsque l'on considère le foie, l'insuline et la NRG1

apparaissent concurrentielles au lieu de synergiques.
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2.1.2.2.1 UNE EXPRESSION HEPATIQUE DES ERBBS SELON L’ETAT METABOLIQUE

Les récepteurs ErbBs sont exprimés au niveau hépatique durant le développement 

et selon un rythme circadien (Carver et al, 2002). Le foie adulte exprime en grande 

quantité les récepteurs EGFR (ErbB1) et ErbB3 tandis que le récepteur ErbB4 n’est 

rapporté qu’en très faible quantité (Camprecios et al, 2011). Le récepteur ErbB2 est 

absent à l’âge adulte car après un rôle majeur durant la phase fœtale, il disparait à 

partir de la deuxième semaine de développement postnatal (Carver et al, 2002). 

Durant et au terme du développement, aucun changement majeur n’a été détecté 

dans le taux de protéines ErbB1. Le profil de développement des protéines ErbBs 

dans le foie prédit les différentes capacités de signal de ces récepteurs à différents 

stades de développement. Alors que seuls ErbB1 et ErbB3 semblent disponibles 

pour former des paires hétérodimériques dans le foie adulte (Carver et al, 2002 ; 

Camprecios et al, 2011), les appariements entre ErbB1, ErbB2 et ErbB3 sont 

possibles chez le fœtus (Carver et al, 2002).

De plus, il a été montré que les animaux adultes ont des patterns d’expression 

circadiens pour ErbB1 et ErbB3. L’expression d’ErbB3 et dans une moindre mesure 

d’ErbB1 est augmentée, par six et deux respectivement, tard durant la phase diurne 

et tôt durant la phase nocturne (Carver et al, 2002). Pour les modèles animaux 

utilisés, cette même période est également la fin de la période de repos ou les 

niveaux de glycogène et d’insuline sont donc les plus bas (Carver et al, 2002). De 

plus, l’expression d’ErbB3 est augmentée dans un modèle de rat insulinodépendant

(Streptozotocine), ceci suggérant fortement un rôle de régulation par l’état 

métabolique de l’animal (Carver et al, 2002 ; Carver et al, 1997). 

2.1.2.2.2 INTERACTION COMPETITIVE ENTRE NRG1 ET INSULINE

La régulation de l’expression des ErbBs, en fonction de l’état nutritionnel des 

animaux corrobore les études préliminaires ayant montré que l’expression d’ErbB3 

est inhibée par l’insuline à la fois ���,�
�� et ���,�,� (Carver et al, 1996). Cette action 
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semble médiée par la voie PI3K alors même que la P70S6K (Carver et al, 1997), 

l’AMPc (Heyworth and Houslay, 1983) et la PKC (Cooper et al, 1990) n’ont pas de 

rôle dans ce mécanisme. En plus de diminuer les niveaux d’ARNm et de protéines 

ErbB3, l’insuline altère également la fixation de la NRG1 sur ce récepteur (Carver et 

al, 1996).
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Le domaine EGF de la NRG1 phosphoryle ses récepteurs ErbBs qui activent P38 ou PI3K et, selon un mécanisme encore 

inconnu, induisent la phosphorylation en sérine d’IRS1 qui perturbe sa fonction. L’insuline provoque une baisse de l’expression 

d’ErbB3 et perturbe la fixation de la NRG1 (EGF) sur ErbB3. L’insuline en se fixant à son récepteur (IR) active sa voie de 

signalisation intracellulaire et notamment AKT. D’une part, cette activation va induire la phosphorylation de FOXO ou 3��4
����

�������
����<�, l’empêchant ainsi de pénétrer dans le noyau et d’exercer son activité transcriptionnelle. D’autre part, ceci va 

lever l’inhibition de la glycogène synthétase (GS) via la phosphorylation de la glycogène synthétase kinase 3 (GSK3). Ces 

signaux cellulaires vont stimuler la synthèse de glycogène et inhiber la néoglucogenèse. Le vieillissement (sablier) ou les 

facteurs délétères qui y sont associés perturbent ces mécanismes induits par l’insuline. Les traits terminés par des flèches 

représentent une stimulation. Les traits terminés par un losange une inhibition. Zone violette : voie de l’insuline. Zone orange : 

voie de  NRG1/ErbB.
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A l’inverse, certaines études ont montré un mécanisme inhibiteur opposé entre la 

NRG1 et l’insuline. En effet, la NRG1 et le TNFα, un médiateur connu de la 

résistance à l'insuline dans le diabète de type 2, sont capables d'induire la 

phosphorylation en sérine du substrat du récepteur à l’insuline (Hémi et al, 2002). Ce 

phénomène est induit par la transactivation des récepteurs ErbB2 et ErbB3 

permettant l’'association avec la sous-unité p85 de PI3K (Hemi et al, 2002). Il faut 

cependant préciser que ce résultat est obtenu sur des cellules Fao d’hépatome 

humain qui surexpriment ErbB2 (Carver et al, 2002). D’un point de vue général, la 

littérature et nos propres investigations tendent à prouver que les cultures cellulaires 

présentent souvent un phénotype fœtal de la voie NRG1/ErbB. Plus récemment, la 

même équipe a confirmé que la phosphorylation d’IRS1 en sérine se produit via la 

transactivation des ErbBs. Des souris ob/ob ont été utilisées dans cette étude et la 

protéine p38 MAPK a été montrée comme médiatrice de cet effet (Hemi et al, 2011).

L’ensemble de ces résultats montrent des interactions fortes entre la voie de la 

NRG1 et celle de l’insuline. Bien entendu, cela pose la question du rôle exact de la 

NRG1 dans le développement ou la progression de l’insulino-résistance. Certaines 

données scientifiques récentes mais plus anecdotiques confirment les interrogations 

soulevées sur les tissus musculaires et hépatiques.
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Les relations cellulaires entre voie de l’insuline et de la NRG1 n’ont pas été explorées 

uniquement dans le foie et le muscle squelettique. En effet, sur des cellules 

cardiaques, la réalisation d’un traitement au palmitate, modèle bien connu d’induction 

d’une insulino-résistance, altère négativement les effets cellulaires de la NRG1 

(Miller et al, 2009). L’altération de la fonctionnalité de la NRG1 serait dans ce cas un 

facteur potentiel d’aggravation. Cette approche semble renforcée par la corrélation 

positive entre taux plasmatique d’ErbB2 et insulino-résistance qui a été observée 

chez des patients obèses (Fernandez-Real et al, 2010). La perte de poids chez ces 

patients ayant réduit ce taux, la libération de ce récepteur au niveau plasmatique 

pourrait être la conséquence d’une altération de la voie NRG1/ErbB. Ce résultat n’est 

pas sans rappeler le rôle joué par ErbB2 sur la captation du glucose dans certaines

cellules de cancer du sein (Bollig-Fischer et al, 2011).
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Toutefois, une étude génétique prospective a montré une corrélation forte entre le 

polymorphisme génétique des protéines de la voie NRG1-4/ErbB et la susceptibilité 

de développer un diabète de type 2 (Pickrell et al, 2009). A l’inverse des éléments 

évoqués plus haut, cette observation place la fonctionnalité de la voie en amont de la 

perturbation métabolique.

Les études qui se sont intéressées au rôle métabolique de la NRG1 ont 
clairement montré que cette protéine pourrait influer sur l’homéostasie 
du glucose. Toutefois, les auteurs ont essentiellement réalisé leurs 
investigations sur des modèles cellulaires de foie et de muscle. Avant 
les travaux réalisés par notre équipe, pratiquement aucune donnée 
systémique n’était disponible dans la littérature. De plus, les résultats
obtenus sur le muscle et le foie sont contradictoires. Ceci ne permet pas 
d’émettre une hypothèse orientée quand à l’implication positive ou 
négative de la NRG1 sur le métabolisme du glucose. Enfin, quelques 
publications suggèrent que l’insulino-résistance influence ou est 
influencée par la voie de la NRG1.

�
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L’activité métabolique est hautement impliquée dans la durée de vie des organismes 

vivants notamment via l’occurrence des pathologies qui y sont associées (Riera et 

Dillin, 2015). Or, une corrélation entre la durée de vie de certaines espèces de 

mammifères et le taux plasmatique de NRG1 a été trouvée (Edrey et al, 2012).

Compte tenu du rôle majeur du métabolisme énergétique dans la longévité (Riera et 

Dillin, 2015), la corrélation entre NRG1 et celle-ci suggère, indirectement, un rôle 

métabolique.

Les études sur le muscle et le foie montrent que ce rôle est centré sur le 

métabolisme du glucose. Elle agit, soit directement via la captation du glucose, soit 

indirectement via des interactions complexe entre sa signalétique cellulaire et celle 

de l’insuline. Or, les perturbations de l’homéostasie du glucose sont courantes chez 

la personne âgée et prennent particulièrement source dans le développement d’une 

résistance périphérique à l’insuline. Au regard de ces homologies entre perturbations 

métaboliques liées à l’âge et effet de la NRG1, il est surprenant qu’aucune étude 

n’ait exploré le lien entre les deux.

Ces questions relatives à l’homéostasie glucidique sont soulevées dans un contexte 

de vieillissement mais peuvent tout aussi bien l’être dans un contexte d’obésité ou de 

diabète. De fait, en parallèle du travail de recherche présenté dans ce manuscrit, j’ai 

participé à d’autres études réalisées dans le laboratoire sur les thématiques de 

l’obésité et du diabète. Ces travaux ont d’ores et déjà été publiés dans le même laps

de temps (Ennequin et al, 2015a ; Ennequin et al, 2015b ; Ennequin et al, 2015c) et 

ont été placées en annexes. Toutefois, cela ne sera pas développé plus en 

profondeur dans ce manuscrit, car ne concernant pas directement mon travail de 

recherche.
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Les études réalisées sur la NRG1 et le métabolisme du glucose ont laissé, de part 

leur choix méthodologiques, de nombreuses questions en suspens qui nécessitent 

également un approfondissement scientifique.

L’objet de la première étude sera donc de répondre à un certain nombre 

d’interrogations et d’y adjoindre le contexte du vieillissement.

� Quel est l’impact de la NRG1 sur le métabolisme du glucose ��� ,�,�� et au 

niveau systémique ?

� Existe-t-il une différence entre les modèles cellulaires et un organisme 

adulte ?

� Quel(s) organe(s) sont stimulés par la NRG1 ��� ,�,�� et quel est leur rôle 

respectif ?

� Le processus de vieillissement a-t-il un impact sur l’expression de la NRG1 et 

de ses récepteurs ?

� Le vieillissement altère t-il la fonctionnalité de la voie NRG1/ErbB ?
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Dans la partie précédente, le recoupement entre voie 
NRG1/ErbB et âge a été développé dans le champ de 
l’homéostasie glucidique. Cette deuxième partie sera 
consacrée à l’impact du vieillissement sur le tissu 
musculaire squelettique et aux rôles potentiels de la 
NRG1 dans ce contexte.
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L’ensemble des altérations physiologiques liées à l’âge se traduisent par une perte 

d’autonomie et un risque accru de mortalité. En effet, le vieillissement musculaire est 

caractérisé par une perte de masse ainsi qu’une dégradation de ses propriétés 

contractiles. Ces modifications ont pour conséquence un déficit fonctionnel majeur 

chez certaines personnes âgées. Ces modifications tissulaires sont intimement liées 

à une dérégulation métabolique globale, qui inclut notamment une insulino 

résistance, une diminution de la fonction mitochondriale et un état inflammatoire 

chronique. L’origine de la fonte musculaire ne prend cependant pas sa source 

uniquement dans des facteurs circulants ou internes aux cellules musculaires. Les 

phénomènes apoptotiques dans le système nerveux périphérique et l’altération de la 

jonction neuromusculaire participent eux aussi à la dégradation du tissu musculaire.

L’exercice physique et la nutrition restent les deux principaux outils de prise en 

charge recommandés (Narici et Maffulli, 2010). En effet, ils bénéficient d’une 

efficacité et d’un rapport bénéfices-risques avantageux pour cette population âgée. 

Les mécanismes cellulaires responsables des améliorations liées à l’exercice chez la 

personne âgée sont encore mal connus. Certaines cytokines libérées lors de 

l’exercice physique pourraient intervenir et présente un intérêt scientifique 

grandissant (Pedersen et Febbraio, 2012). En particulier, l’exercice physique semble 

réguler l’expression et le clivage des protéines de la voie NRG1/ErbB.  

La NRG1 a montré depuis longtemps un rôle myogénique, une capacité à stimuler la 

synthèse protéique et le processus de régénération musculaire. De plus, il a été 

montré que la NRG1 joue un rôle dans le métabolisme musculaire et l’intégrité de la 

jonction neuromusculaire.
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L’exploration du rôle de la NRG1 dans le vieillissement musculaire pourrait permettre 

la compréhension de certains mécanismes associés à l’exercice physique.

�:�:7� �	��	�����0���

L’objectif de cette partie sera de mettre en avant les perturbations de la cellule 

musculaire âgée ou de son environnement qui évoquent les rôles physiologiques de 

la NRG1.Une synthèse plus exhaustive des phénomènes physiopathologiques est 

décrit dans de nombreuses revues de la littérature (Bijlsma et al, 2013 ; Marzetti et 

al, 2013 ; Jensen 2008).
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La sarcopénie, terme proposé en 1989 par Rosenberg, définit la perte de masse 

musculaire spécifiquement liée à l’âge (Rosenberg 1997). La notion de perte de force 

a rapidement été également inclue dans la définition compte tenu de son importance 

fonctionnelle (Evans 1995).

1�2����7D������������������������
����01��������39�����	���������	2��
(%����*����	�����
�C��-����./�

Imagerie musculaire des muscles de la cuisse (ischio-jambiers et quadriceps) chez un homme (A) adulte (40 ans) et (B) agé (73 

ans). On observe une nette diminution du volume musculaire ainsi qu’une légère augmentation des tissus gras intramusculaire 

avec l’âge (B). 

Toutefois, bien que la perte de matériel contractile entraine par définition une 

diminution de la force, on observe également une diminution de la force dite « 

spécifique » (ST) ainsi que de la vitesse de contraction (De Haan et al, 1993 ; Hook

et al, 2001), témoins indirects d’une altération de la « qualité » musculaire lors du 

vieillissement. Cette perte de qualité musculaire s’est vu attribuée par certains le 

terme de « Dynapénie », ceci dans le but de marquer une différenciation entre la 

perte de masse et la perte de fonctionnalité indépendante de cette atrophie (Clark et 
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Manini, 2008). Une observation histologique du muscle âgé révèle notamment des 

inclusions lipidiques et une fibrose dans le tissu musculaire âgé (Cree et al, 2004 ; 

Goldspink et al, 1994), ce qui explique pour partie la diminution de force spécifique

du fait d’une diminution relative des éléments contractiles. �
Il sera décrit les facteurs intrinsèques à la cellule musculaire et à sa capacité 

individuelle à répondre à un stimulus environnemental. Ensuite seront relatés 

certains facteurs extrinsèques notamment la relation entre la cellule musculaire âgée

et d’autres cellules de son environnement immédiat.
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Au sein même de la cellule musculaire, le processus de vieillissement va modifier les 

flux anaboliques et cataboliques. Ces altérations vont toucher à la fois la fourniture 

en protéines fonctionnelles (turn-over protéique) et en énergie via le métabolisme 

mitochondrial.

2.2.1.2.1 ALTERATION DU TURN-OVER PROTEIQUE

L’altération de l’équilibre entre protéosynthèse et protéolyse figure parmi les facteurs 

clés de la sarcopénie (Marzetti et al, 2013). Néanmoins, ces deux processus sont

fortement modulables en fonction des signaux perçus par la cellule musculaire. Dans 

un premier temps, il est donc important de comprendre l’effet du vieillissement à l’état 

basal, soit en l’absence de stimulations extracellulaires (Nutrition, AP).

2.2.1.2.1.1 Equilibre protéosynthèse/protéolyse à l’état basal

A l’état basal, il semble que la protéolyse ne soit pas ou peu affectée chez l’humain 

(Welle et al, 1995 ; Balagopal et al, 1997 ; Volpi et al, 2001). Curieusement, il semble 

en être de même pour le flux de synthèse protéique basal (Volpi et al, 2001 ; Volpi et 

al, 2000 ; Cuthbertson et al, 2005). Au niveau cellulaire, la balance 

protéosynthèse/protéolyse est principalement régulée par le niveau d’expression et 

d’activation de la serine/thréonine kinase Akt et des protéines de sa voie de 

signalisation. La protéine Akt est activée par la protéine PI3K elle-même 

phosphorylée par le domaine kinase intracellulaire d’un récepteur ou par les 

protéines FAK (Focal Adhesion Kinase) sensibles au stress mécanique (Sakamoto et 

al, 2002). Or, si de nombreux chercheurs considèrent qu’il existe une diminution de 

l’expression et de l’activation des éléments constitutifs de la voie PI3K/Akt/mTOR au 

cours du vieillissement, cette assertion reste toutefois sujette à controverse. A titre 
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d’exemple, la phosphorylation de mTOR et p70S6Kchez des rats sénescents 

(Fischer 344) est augmentée de 70-75% dans le jambier antérieur (TA) par rapport à 

de jeunes rats (Parkington et al, 2004). Egalement, (Kimball et al, 2004) ont montré 

que, dans le muscle jumeau, le niveau de p70S6K phosphorylée a augmenté durant 

l’avancée en âge (12 à 27 mois). Cette observation reste toutefois concomitante 

d’une baisse apparente de l'activité d’Akt (Kimball et al, 2004). Par ailleurs, d'autres

équipes ont également montré cette diminution de la phosphorylation d’Akt dans le 

muscle de mammifères âgés (Haddad et Adams, 2006 ; Léger et al, 2008). A

contrario, Rahnert et al (2011) ont observé une baisse (Thr421/Ser424) ou aucune 

différence(Thr389) de la p70S6K phosphorylée, dans le biceps brachial, en fonction 

du site de phosphorylation investigué. En définitive, à l’état basal, il n’existe pas à 

l’heure actuelle de consensus sur les modulations de la voie PI3K/Akt/mTOR dans le 

muscle âgé. Ceci s’explique assez facilement par les multiples facteurs confondants 

tel que l’âge, le comportement, ou encore le fond génétique des sujets inclus.

Toutefois, cette absence de différence n’est valable qu’à l’état basal et lors d’une 

stimulation nutritionnelle ou contractile on observe une différence notable liée au 

vieillissement.

2.2.1.2.1.2 Stimuli et variation de l’équilibre protéosynthèse/protéolyse
2.2.1.2.1.2.1 Stimuli nutritionnels

En période postprandiale, on observe une  importante baisse de réponse aux stimuli 

nutritionnels anaboliques avec l’avancée en âge aussi bien sur modèles animaux 

(Balage et al, 2010) que chez l’humain (Cuthbertson et al, 2005 ; Guillet et al, 2004). 

Guillet et al (2004) furent parmi les premiers à montrer que la capacité de l'insuline et 

des acides aminés ramifiés (BCAA) à initier une synthèse protéique était réduite avec 

l’âge (Guillet et al, 2004). Une réponse vasodilatatrice émoussée du muscle âgé 

participerait à ce phénomène via un apport en insuline et en éléments nutritifs 

diminué (Rasmussen et al, 2006). La diminution de la réponse protéo-synthétique 

aux acides aminés est d’environ 40% chez l’homme de 70ans (Cuthbertson et al, 

2005). 

On retrouve un phénomène similaire sur l’autre versant de la balance anabolique 

protéique avec une diminution de la capacité de régulation de la dégradation 

protéique. Wilkes et al. ont en effet montré qu’en période postprandiale l’inhibition de 
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la protéolyse par l’insuline est abaissée chez les personnes âgées. Evaluée dans les 

muscles du membre inférieur, la baisse de la protéolyse est de 12% chez les 

personnes âgées contre 47% pour le groupe jeune (Wilkes et al, 2009).

En accord avec ces résultats sur le turn-over protéique, le muscle âgé montre un 

déficit marqué de la réponse cellulaire aux stimuli nutritionnels. 

On observe donc une résistance aux signaux tels que les acides aminés ramifiés 

(BCAA) ou l’insuline. L’élévation de l’insuline en période postprandiale est 

habituellement suffisante pour induire l’anabolisme musculaire (Fujita et al, 2009). 

Toutefois, chez des sujets âgés (~70ans), des doses supra-physiologiques d’insuline 

s’avèrent nécessaires pour stimuler la phosphorylation de la P70S6K et la 

protéosynthèse associée (Fujita et al, 2009). Les acides aminés et particulièrement le 

BCAA leucine sont également connus pour leur capacité à fortement stimuler la 

synthèse protéique via la voie mTOR chez le sujet jeune (Atherton et al, 2010). A 

contrario, deux études ont montré un déficit d’activation partiel (Cuthberson et al, 

2004) ou total (Guillet et al, 2004) de la P70S6K par les acides aminés 

respectivement administrés oralement ou par voie parentérale chez le sujet âgé.

Les recommandations cliniques sont unanimes en faveur de l’association d’exercices 

de renforcement musculaire aux stratégies nutritionnelles. Il est donc intéressant de 

connaître les effets du vieillissement sur la réponse à ce type de stimuli.

�
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2.2.1.2.1.2.2 Stimulation par l’exercice physique

La diminution de la réponse protéo-synthétique chez les personnes âgées est 

observable également suite à des exercices de renforcement musculaire (Fry et al,

2011).
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La synthèse des protéines musculaire est exprimée par la fraction d’augmentation du taux basal (%/heure) chez les sujets 

jeunes et âgés au repos et 3, 6 et 24 heures après l'exercice. * Effet temps p<0,05. # Significativement différent de sujets âgés 

p<0,05. 

En effet, Parkington et al. (2004) ont rapporté des niveaux inférieurs de 

phosphorylation de p70S6K et mTOR après stimulation électrique dans le muscle de

rats sénescents (30 mois) par rapport à ceux de rats adultes (6 mois). En aval de 

mTOR, le même groupe a confirmé ce résultat et montré que, dans le muscle âgé, la 

stimulation électrique échoue à réprimer l’activité de 4E-BP1 (Funai et al, 

2006).D’autres modèles d’hypertrophie, comme la surcharge chronique, ont 

également montré un déficit d’activation de la voie Akt/mTOR chez le rat âgé 

(Thomson et Gordon, 2006). Chez l’humain, c’est l'exercice aigu contre résistance (8 

séries de 10 répétitions à 70% de la 1RM) qui augmente la phosphorylation de 

mTOR, P70S6K et 4E-BP1 uniquement chez les sujets jeunes (27ans) 

comparativement aux personnes âgées (70ans) (Fry et al, 2011).
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2.2.1.2.1.3 Conclusion

L’ensemble de ces résultats suggère donc à la fois un blocage de la réponse aux 

stimuli anaboliques (sensibilité et amplitude) mais également une réduction de la 

capacité d’inhibition de la protéolyse. Ces résultats ne doivent pas pour autant 

remettre en question l’utilité de l’exercice physique ou de la nutrition comme contre 

mesure de la sarcopénie (Dickinson et al, 2013). En effet, ces deux éléments 

semblent agir en synergie comme le souligne la restauration de l’effet anabolique de 

l’insuline après un exercice d’aérobie (Fujita et al, 2007). De même, on observe une 

réponse anabolique aux protéines de lactosérum administrées après un exercice de 

renforcement musculaire  avec de surcroit un effet dose (D’Souza et al, 2014).

La capacité d’activation des voies anaboliques est un processus par ailleurs 

hautement dépendant du statut énergétique de la cellule musculaire (Kimball 2006). 

Ceci est très bien illustré par l’étude de Drummond et al. (2008) qui a fait réaliser un 

exercice physique associé à une supplémentassions protéique à des patients jeunes 

et âgés (Drummond et al, 2008). Les auteurs observent un retard dans la réponse 

anabolique, en accord avec les données présentées, mais également une activation 

de l’AMPK uniquement chez les patients âgés. L’AMPK étant activé suite à une 

modification du rapport AMP/ATP (Kimball 2006), ce résultat suggère un déficit 

énergétique uniquement dans la cellule musculaire âgée. Or, la production d’ATP au 

niveau musculaire est essentiellement en provenance du métabolisme mitochondrial. 

La mitochondrie, outre son rôle dans le phénomène d’insulino-résistance, s’avère 

donc un élément essentiel du processus sarcopénique (Marzetti et al, 2013).
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2.2.1.2.2 METABOLISME ENERGETIQUE : DYSFONCTION MITOCHONDRIALE

Les fonctions vitales assumées par les mitochondries dans le cadre de la fourniture 

d'énergie, de la production d’espèces réactives de l’oxygène et de la régulation de 

plusieurs voies cataboliques confèrent à ces organites une position centrale dans le 

maintien de la viabilité des myocytes durant le vieillissement (Marzetti et al, 2013).

L’analyse d’échantillons de muscle squelettique de sujets sains a révélé une baisse 

significative de la masse mitochondriale avec l’âge (Welle et al, 2003). Cette baisse 

était concomitante de celle des activités des enzymes du cycle de Krebs (Crane et al, 

2010), de la consommation d’oxygène (Joseph et al, 2012 ; Coen et al, 2013), et de 

la synthèse d'ATP (Short et al, 2005). En outre, une diminution de 40 à 50% de 

l’activité de la phosphorylation oxydative a été observée ��� ,�,� par résonance 

magnétique nucléaire 31P chez des personnes âgées comparées à des sujets plus

jeunes (Conley et al, 2000 ; Petersen et al, 2003). De plus, de nombreuses preuves 

indiquent une altération marquée du renouvellement mitochondriale au cours du 

vieillissement musculaire, affectant la fonction de ces organites et l’homéostasie 

cellulaire (Calvani et al, 2013 ; Vina et al, 2009). L’expression de PGC-1α

(peroxysome proliferator activated receptor-γ coactivator-1α), l’un des co-activateurs 

transcriptionnels majeur de la biogénèse mitochondriale, est abaissée chez des 

animaux (Koltai et al, 2012) et des patients âgés (Safdar et al, 2010).

La perturbation du métabolisme mitochondrial a plusieurs conséquences, sur la 

physiologie musculaire, potentiellement à l’origine de la sarcopénie. D’abord, la 

diminution de la capacité de fourniture énergétique entraine une altération de la 

stimulation de la protéosynthèse musculaire (Drummond et al, 2008). Ceci est 

vérifiable par le déclin concomitant de la capacité aérobie et de la protéosynthèse 

partiellement réversible avec un entrainement aérobie chez le sujet âgé (Short et al, 

2004). D’autre part, la mitochondrie participe à la régulation de l’autophagie et de 

l’apoptose, deux mécanismes impliqués dans le vieillissement musculaire (Rajawat 

et al, 2009 ; Park et al, 2010)

La cellule musculaire âgée présente une résistance aux signaux anaboliques qui 

semblent, en partie, médiée par le métabolisme mitochondrial. Toutefois, la 

fonctionnalité du tissu musculaire dépend également de ses interactions avec son 

environnement cellulaire immédiat.
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Parmi les éléments cellulaires environnementaux qui interagissent directement avec 

la physiologie musculaire on trouve le système nerveux périphérique et les cellules 

satellites. Ces facteurs extrinsèques sont tout particulièrement à mettre en 

perspective avec les rôles de la NRG1 dans le système nerveux et musculaire. 

Néanmoins, de nombreux autres facteurs externes à la cellule musculaire sont 

impliqués dans la sarcopénie. Parmi les plus cités on note l’altération du tissu 

vasculaire, la baisse des hormones anaboliques ou la hausse des facteurs 

inflammatoires (Narici et Maffulli, 2010).

2.2.1.3.1 FACTEURS NERVEUX

L’intégrité du tissu musculaire squelettique est en partie dépendante de la 

fonctionnalité du système nerveux moteur. A titre d’exemple, lors d’un entrainement 

chronique, de type renforcement musculaire, l’amélioration des performances est en 

premier lieu une conséquence des adaptations nerveuses (Carroll et al, 2001).Il n’est 

donc pas surprenant que l’innervation du muscle squelettique joue donc un rôle 

majeur dans la sarcopénie (Manini et al, 2013). Bien que des éléments centraux 

existent, il sera uniquement présenté les données concernant le système nerveux 

périphérique, les unités motrices, le motoneurone et la jonction neuromusculaire 

(JNM).

2.2.1.3.1.1 Fonctionnalité des unités motrices

Le vieillissement est associé à des changements morphologiques, physiologiques et 

comportementaux des unités motrices (Deschesnes et al, 2011). Le nombre d’unités 

motrices diminue progressivement au cours des six premières décennies de la vie

mais il a été montré que la cinétique s’accélère par la suite (Gordon et al, 2004), ceci 

selon un modèle qui imite étroitement l’évolution de la Dynapénie3 (Lauretani et al, 

2003). Avec l’âge, les décharges des unités motrices présentent une plus grande 

variabilité, une réduction de leur amplitude et une moindre synchronisation lors des 

contractions musculaires (Shinoara et al, 2011). En outre, les vitesses de conduction 

des voies efférentes montrent une réduction marquée en fin de vie (Di Iorio et al, 

2006).

                                            
3 Perte de fonctionnalité indépendante de la perte de masse musculaire.
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Des modifications au niveau du motoneurone ainsi qu’un remodelage de la JNM 

expliquent au moins en partie ces observations.

2.2.1.3.1.2 Le motoneurone

Les motoneurones des animaux et des humains âgés présentent une baisse du

transport axonal et une structure mitochondriale altérée (Coleman et al, 2011 ; 

Cheng et al, 2010). Ces changements peuvent aboutir à une apoptose des 

motoneurones caractéristique des maladies neurodégénératives, pourtant

observable chez certaines personnes âgées (Misgeld 2011). Il a été établi que les 

nerfs périphériques myélinisés provenant d'animaux âgés présentent une perte 

axonale, des irrégularités morphologiques ainsi qu'une réduction notable de 

l'expression de la myéline (Melcangi et al, 2011). Chez le sujet sain, les axones 

endommagés subissent un processus de dégénérescence et de régénération 

complexe qui est altéré et retardé par le vieillissement (Kovacic et al, 2009).

2.2.1.3.1.3 La jonction neuromusculaire

Le vieillissement est également associé à un remodelage de la JNM qui se 

caractérise par une rétractation des terminaisons nerveuses laissant des récepteurs 

post-synaptiques inoccupés (Deschenes. 2011). En conséquence, les JNM âgées 

développent une plaque motrice élargie. On pourrait supposer que le remodelage 

des JNM est une conséquence de l'atrophie musculaire. Cependant, ces 

modifications semblent précéder l'atrophie des fibres musculaires et pourraient donc 

être impliquées dans la perte musculaire (Deschenes. 2011). 

Fait intéressant, les axones séparés de leur JNM ne montrent aucun signe d'atrophie 

(Prakash et Sieck, 1998). De plus, l’idée que le remodelage de la JNM se produise

avant l'atrophie des fibres musculaires est contesté. Il a été constaté que la plupart 

des JNM restent stables tout au long de la durée de vie, mais se fragmentent lors de 

la régénération qui se produit suite à une blessure de la fibre musculaire (Li et al, 

2011). Ces nouvelles données ne permettent pas encore de comprendre l’origine 

exacte du remodelage de la JNM mais la plaque motrice étant par définition une 

surface de communication, il est probable que des facteurs à la fois autocrines et 

paracrines soient impliqués.

Outre le motoneurone, d’autres cellules exercent un rôle de soutien sur les cellules 

musculaires.
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Le pool de cellules satellites, à la périphérie de la fibre musculaire, qui s’active à 

chaque épisode de régénération est aussi impliqué dans le processus sarcopénique.

2.2.1.3.2 CELLULES SATELLITES

Compte tenu du rôle des cellules satellites dans la croissance musculaire post-natale 

et la régénération du muscle adulte, il est logique que ces cellules jouent un rôle 

important dans la sarcopénie. Cette hypothèse est confirmée par les nombreuses 

études montrant une baisse du nombre de cellules satellites et/ou une perte de la 

fonctionnalité de celles-ci durant le vieillissement (Roth et al, 2000; Conboy et al, 

2003; Shefer et al, 2006; Day et al, 2010; Chakkalakal et al, 2012; Sousa-Victor et al, 

2014).Toutefois, les cellules satellites siègent au sein d’un microenvironnement

appelé niche et il existe un débat sur le rôle respectif de la cellule satellite ou de son 

environnement dans la sarcopénie.

2.2.1.3.2.1 La cellule satellite

La transplantation de cellules satellites de jeunes souris chez des souris progéroïdes

prolonge la durée de vie et améliore certains paramètres dégénératifs dans le muscle 

squelettique (Lavasani et al, 2012). A l’inverse, une transplantation de cellules 

satellites âgées aboutit à une diminution des capacités de régénération chez des 

souris adultes (Sousa-Victoretal, 2014). Malgré cela, la notion d’atteinte directe des 

cellules satellites est remise en question en tant que phénomène responsable de la 

sarcopénie (Fry et al, 2015). En effet, des études ont été menées avec un KO 

conditionnel pour Pax7 qui après activation présente un épuisement du pool de 

cellules satellites chez de jeunes souris. Les résultats montrent clairement que cette 

intervention n’a pas accéléré la perte de masse musculaire liée à l'âge, mais par 

contre elle a affecté la capacité de régénération du muscle squelettique (Fry et al, 

2015). L’atrophie musculaire s’installera donc par cycle en fonction des stimuli 

imposés au système.

2.2.1.3.2.2 La niche

Comme évoqué précédemment ces cellules existent dans une niche qui se compose 

des cellules environnantes et de la matrice extracellulaire. Cet environnement fournit

des signaux biochimiques et biophysiques orientant la régénération des fibres 

musculaires et l'auto-renouvellement des cellules satellites. Par conséquent, les 

changements liés à l'âge de la niche vont affecter le destin de ces cellules en 
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modifiant les signaux perçus. Ce faisant, certaines cellules satellites âgées ne 

réintègrent pas la quiescence comme dans le muscle squelettique jeune. Au 

contraire, ces cellules présentent une sénescence aberrante et échouent à prévenir 

la fibrose du tissu musculaire (Bracket al, 2007; Paliwal et al, 2012). Toutefois, les 

cellules satellites des muscles squelettiques jeunes et âgés semblent proliférer ���

,�,�� de façon similaire (George et al, 2010; Alsharidah et al, 2013; Verdijk et al, 

2014). L’absence d’effet vieillissement sur la prolifération en culture cellulaire 

confirme l’importance de l’environnement musculaire dans les capacités de 

régénération de ces cellules satellites âgées. Pour preuve, cette absence de 

différence n’est observée que sur des cultures cellulaires utilisant un milieu à base de 

sérum fœtal de veau tandis qu’avec du sérum humain du même âge on observe une 

réponse tardive aux stimuli d'activation et une prolifération réduite (Barberi et al, 

2013).

L’ensemble des ces données laissent penser que les modifications de fonctionnalité 

des cellules satellites observables dans le muscle âgé sont d’origine intrinsèque mais 

aussi extrinsèque. De plus, tout porte à croire que l’implication de ces cellules dans 

la sarcopénie est indirecte. Le processus de vieillissement, par le biais des cellules 

satellites, engendre une baisse significative des capacités de régénération 

musculaire. Ceci n’écarte pas les cellules satellites du processus conduisant à la 

sarcopénie mais leur confèrent un rôle discontinu.

Un ensemble de changements intrinsèques ou extrinsèques à la cellule 
musculaire âgée expliquent le développement de la sarcopénie. Il est 
particulièrement intéressant de noter la résistance aux stimuli 
anaboliques en partie expliquée par une dysfonction mitochondriale. De 
plus, les stimulations nerveuses perçues par le muscle sont altérées 
aboutissant à des mécanismes intracellulaires atrophiques. Enfin, dans 
le cas d’une sollicitation contractile ou d’un trauma, il semble que la 
dysfonction des cellules satellites perturbe la régénération du muscle 
âgé. Dans ce contexte, la NRG1 en tant que facteur myogénique, 
neurotrophique et potentiellement inducteur de la biogénèse 
mitochondrial pourrait être une protéine d’un intérêt particulier.
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Le rôle crucial de la NRG1 dans la myogenèse et la régénération musculaire a été 

démontré depuis longtemps. D’une part, on peut distinguer un effet direct sur les 

processus myogéniques et régénératifs. D’autre part, la NRG1 peut agir de façon 

indirecte via le maintien de l’intégrité de la JNM et la survie des motoneurones.

�:�:�:7��������������������	���������������	����
La NRG1 semble impliquée dans trois processus impliquant directement les cellules 

musculaires : la myogenèse, l’activation ainsi que la prolifération des cellules 

satellites et enfin l’hypertrophie liée à l’exercice.

2.2.2.1.1 ROLE MYOGENIQUE

Les cellules musculaires en culture expriment fortement et uniformément les 

récepteurs ErbB2 et ErbB3 durant la myogenèse (Kim et al, 1999 ; Ricci et al, 2000).

A l’inverse, dans les cellules musculaires différenciées, il a été montré une 

concentration des ErbB2 et ErbB4 au niveau des jonctions neuromusculaires 

(Trinidad et al, 2000). Deux équipes ont suggéré un rôle initiateur de la 

différenciation sur des myotubes de rat de type L6 (Florini et al, 1996 ; Kim et al, 

1999). Il a été montré que la NRG1 libérée par ces cellules se fixe de manière 

autocrine sur son récepteur ErbB3 (Kim et al, 1999). Cette fixation se révèle, par

ailleurs, essentielle pour leur différenciation myogénique. De plus, la NRG1 agit de 

manière additive avec l’IGF-1 (Insulin Like Growth Factor) probablement du fait de 

différences de signalisation au stade précoce de la myogenèse (Florini et al, 1996). A 

contrario, Ford et al. ont démontré que la NRG1 est un puissant mitogénique dans 

les myoblastes de rat de type L6 (Ford et al, 2003), mais elle inhiberait la 

différenciation myogénique en bloquant l’expression de la myogénine. Ces effets 

mitogéniques ou myogéniques de la NRG1 semblent dépendants des concentrations 

utilisées (Ford et al, 2003).

Cependant, l'ensemble de ces études a utilisé un modèle de culture cellulaire ���,�
��. 

Ce modèle ne reflète donc pas nécessairement les changements adaptatifs dans les 

cellules ��� ,�,�� durant la régénération musculaire. Dans le tissu musculaire 

différencié seules les cellules satellites montrent encore un processus myogénique. 
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2.2.2.1.2 NRG1 ET CELLULES SATELLITES

Le rôle de la NRG1 durant la régénération musculaire semble se centrer 

essentiellement sur la physiologie des cellules satellites. 

���,�
��, la myogenèse de cellules L6 ou C2C12 se termine en fin de compte par la 

formation de myotubes mais pas de fibres musculaires à proprement parler. Dans un 

modèle de régénération musculaire ���,�,��les cellules satellites quiescentes migrent 

vers le site atteint où elles prolifèrent, se différencient et fusionnent avec les fibres 

endommagées pour former de nouvelles fibres (Hawke et al, 2001). Dans ce 

contexte, un modèle de souris KO pour le récepteur ErbB2 a montré l’importance de 

son rôle anti-apoptotique pour la survie des myoblates durant la différenciation

(Andrechek et al, 2002). Un modèle ��� ,�
��  à confirmé le rôle esssentiel d’ErbB2 

durant les 24h premières heures d’activation des cellules satellites (Golding et al, 

2007). De plus, l’injection de bupivacaine, un anesthésique 

myotoxique/neurotoxique, augmente la présence de NRG1 à la fois dans les cellules 

satellites et les motoneurones (Hirata et al, 2007).

Les cellules satellites ne sont cependant pas activées uniquement en réponse à un 

processus traumatique majeur. On observe également leur activation lors de la 

pratique d’un exercice physique, particulièrement si c’est un exercice de 

renforcement musculaire (Kadi et al, 2004) et ce même chez la personne âgée 

(Nederveen et al, 2015).

2.2.2.1.3 NRG1 ET HYPERTROPHIE CONSECUTIVE A L’EXERCICE PHYSIQUE

Lors d’un protocole d’électrostimulation réalisé chez des rats, il a été observé une 

phosphorylation du récepteur ErbB3 (Lebrasseur et al, 2003) et, suite à un 

entrainement chronique chez l’homme, il a été observé une augmentation de sa 

quantité (Lebrasseur et al, 2005). Or, le récepteur ErbB3 possède six sites de liaison 

à PI3K (Hellyer et al, 1998) et l’importance de cette voie (PI3K/Akt) dans la régulation 

du trophisme musculaire est bien connue (Rommel et al, 2001 ; Stitt et al, 2004). 

ErbB3 constitue donc un acteur potentiellement impliqué dans les effets 

hypertrophiques de l’exercice physique. Par ailleurs, la NRG1 augmente la synthèse 

des protéines dans des myotubes C2C12 (30%) ainsi que dans le diaphragme de rat 

(40%) ce qui semble confirmer son potentiel hypertrophique (Hellyer et al, 2006).
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A noté que les rats utilisés dans cette étude n’étaient âgés que de 3 jours. En 

parallèle des facteurs myogéniques directs, il a été observé depuis longtemps que 

les nerfs ont la capacité de maintenir l’intégrité ou de stimuler la croissance du 

muscle squelettique (Gutmann 1976). Or, la NRG1 possède des propriétés 

neurotrophiques démontrées (Peles et Yarden, 1993).

�:�:�:��0�27�����	�0���0�����	�1�0����00	�����0����������	����
La NRG1 possède la capacité d’agir sur la formation et le maintien de la JNM mais 

aussi sur la survie des motoneurones. Ce faisant, elle participe à une communication 

neuromusculaire optimale.

2.2.2.2.1 NRG1 ET JONCTION NEUROMUSCULAIRE

La NRG1 est connue pour son rôle dans la formation de la JNM (Rimer et al, 1998) 

ce qui lui a valu initialement le nom d’ARIA (Acetycholine Receptor Inducing Activity). 

Lors de la primo-innervation de la fibre musculaire, on observe une accumulation de 

NRG1 d’origine nerveuse au niveau de la lame basale via la fixation aux 

protéoglycans et à l’agrine (Meier et al, 1998 ; Rimer et al, 1998). La stimulation 

électrique, quant à elle, favorise la formation de la JNM via la voie 

ADAM19/NRG1/ErbB3 (Fukazawa et al, 2013). Par ailleurs, dans les cellules de 

Schwann, il a été montré que l’activation expérimentale d’ErbB2 induit un profil 

d’expression génique similaire à celui observé durant une dénervation (Heyworth et 

al, 2006). De plus, la régénération de la jonction neuromusculaire est imparfaite chez 

des souris KO conditionnel pour la NRG1 dans les motoneurones (Fricker et al, 

2011).

L’action de la NRG1 permet l’expression d’un grand nombre de protéines de la JNM

et parmi celles-ci, l’utrophine (Gramolini et al, 1999). Cette protéine est 

structurellement jumelle de la dystrophine et suggère donc un rôle pour la NRG1 

dans les dystrophinopathies telle que la maladie de Duchenne (DMD). A ce titre, un 

traitement avec de la NRG1 a été testé sur des souris mdx, modèle animal imparfait 

de la DMD, et a permis une amélioration de la force ainsi que des paramètres 

histopathologiques (Krag et al, 2004). Handschin et Spiegleman ont décrypté le 

mécanisme d’action de la NRG1 et trouvent une stimulation de PPARγ (peroxysome

proliferator activated receptor), PGC-1α (co-activator 1α) et GABP (GA binding 

protein). Cela permet le recrutement de PGC-1α par le complexe GA (NRF2 pour 
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l’humain) et induit ainsi la transcription des gènes codant pour les protéines de la 

JNM (Handschin et Spiegleman, 2006). Suite à ce travail, l’équipe à mis en place une 

surexpression de PGC-1α chez la souris mdx, ce qui améliore également les 

paramètres caractéristiques de la DMD, confirmant ainsi les premiers résultats 

(Handschin et al, 2007). On retrouve des bénéfices sur l'histologie musculaire, la 

performance motrice, et les taux de créatine kinase plasmatiques. A noter que le 

facteur PGC-1α inhibe également la transcription des gènes de l'atrophie musculaire 

induite par le facteur nucléaire FoxO3 (Sandri et al, 2006) et est impliqué dans la 

biogénèse mitochondriale du muscle squelettique (Wu et al, 1999 ; Li et al, 2002).

La NRG1 semble également capable d’agir en amont de la jonction neuromusculaire 

directement sur les motoneurones et leur gaine de myéline, notamment durant un 

processus régénératif.

2.2.2.2.2 NRG1 ET MOTONEURONE

Hirata et al. (2007), dans leur étude utilisant de la bupivacaine, ont observé une 

absence d’augmentation des ARNm de NRG1 dans les motoneurones malgré une 

hausse concomitante de la protéine (Hirata et al, 2007). Ce résultat suggère un 

transport rétrograde de la NRG1 depuis les cellules musculaires. Ce phénomène a 

déjà été montré pour d’autres facteurs neurotrophiques (Leitner et al, 1999). Or, 

l’injection de bupivacaine détériore également les JNM (Hirata et al, 2007). Les 

auteurs suggèrent alors que la NRG1 pourrait constituer un facteur aigu de 

régénération de la plaque motrice secrété par la cellule musculaire en situation de 

stress. Ainsi, la NRG1 pourrait donc participer au maintien ou à la régénération de 

l’intégrité musculaire par le biais de ses effets sur le système nerveux. De plus, la 

NRG1 est aussi capable d’inhiber l’apoptose des motoneurones (Ricart et al, 2006)

ce qui laisse présager un rôle thérapeutique dans certaines pathologies

neurodégénératives (Song et al, 2012). La sarcopénie a notamment été suggérée

comme potentielle cible (Lynch. 2008) compte tenu du rôle de l’apoptose neuronale 

dans la fonte musculaire liée à l’âge (Ryall et al, 2008).

Enfin, la NRG1 est également impliquée dans la formation de la gaine de myéline à 

partir de la membrane plasmique des cellules de Schwann, dans le système nerveux 

périphérique, et des oligodendrocytes, et dans le système nerveux central (Garratt et 

al, 2000 ; Nave et al, 2006). Ces données suggèrent de potentiels usages 
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thérapeutiques pour des pathologies de démyélinisation comme la sclérose en 

plaques (SEP). Ces pathologies sont d’ailleurs caractérisées par une importante 

atrophie musculaire (Wens et al, 2014). Un traitement par la NRG1 a donc été testé 

et a permis d’induire une remyélinisation et était associée à une augmentation de 

l’IL10 (Cannella et al, 1998 ; Marchionni et al, 1999).
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La NRG1 possède un rôle myogénique direct transposable à la 
fonctionnalité des cellules satellites et pourrait même prendre part aux
effets hypertrophiques de l’exercice physique par le biais de son 
récepteur ErbB3. D’un autre coté, la NRG1 est fortement impliquée dans 
la physiologie de l’interface nerf-muscle. En effet, elle agit sur trois 
éléments essentiels que sont la JNM, la gaine de myéline et la survie des 
motoneurones. On retrouve à nouveau un rôle important des voies de 
signalisation liées à la mitochondrie dans ces propriétés.

�
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Il a été évoqué, dans les parties précédentes, un certain nombre de facteurs 

intrinsèques ou extrinsèques à la cellule musculaire, à l’origine du phénomène de 

sarcopénie. Le faisceau d’indices qui a été mis en avant semble montrer que 

l’atrophie musculaire ne s’installe pas de manière continue et progressive. Au 

contraire, on observe une incapacité de la cellule musculaire à répondre aux stimuli

environnementaux, tels que l’exercice physique, l’insuline, les acides aminés ou un 

traumatisme. 

La NRG1 est capable d’agir sur la plupart des facteurs étiologiques de la sarcopénie 

qui ont été présentés. Parmi ceux-ci, son rôle dans le métabolisme énergétique

(Guma et al, 2010), largement évoqué en amont, participerait à son importance dans 

la régulation de la balance protéique (Hellyer et al, 2006). De plus, la NRG1 est un 

facteur neurotrophique et myogénique impliqué dans les processus de régénération 

musculaire et nerveux (Hirata et al, 2007). Malgré cela, aucune étude n’a porté sur la 

NRG1 dans un contexte de vieillissement musculaire. De plus, l’altération de la 

capacité de réponse anabolique ou régénérative de la cellule musculaire âgée pose 

la question de la fonctionnalité de facteurs de croissance comme la NRG1. 

En effet, une altération de la voie de la NRG1 au sein du muscle âgé pourrait 

constituer l’un des éléments à l’origine de l’atrophie musculaire. 

Des données de la littérature ont montré une libération de NRG1 lors d’un exercice 

physique, ainsi que sa participation potentielle aux effets d’un entrainement 

chronique (Lebrasseur et al, 2003 ; Lebrasseur et al, 2005). L’exercice physique 

étant une des contre-mesures de la sarcopénie, il pourrait constituer un contexte 

physiologique propice à l’investigation de la fonctionnalité de cette voie dans le cadre 

du vieillissement.
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Notre équipe s’est intéressée à l’impact de l’exercice chronique dans un contexte 

d’obésité (Ennequin et al, 2015b). Ceci mis à part, les études réalisées sur la NRG1 

et l’exercice aigue ���,�,��n’ont été réalisé que par une seule équipe et n’ont jamais 

été reproduites depuis. De plus, aucune donnée sur l’impact du vieillissement n’est à 

l’heure actuelle publiée.

L’objet de la deuxième étude sera donc d’explorer l’impact de l’exercice aigu et d’y 

adjoindre le contexte du vieillissement.

� L’impact de l’exercice aigue précédemment observé est il reproductible et quel 

est la signalétique cellulaire engendrée ?

� Quel est l’impact du vieillissement sur la voie NRG1/ErbB au niveau 

musculaire ?

� Quel est l’effet du vieillissement sur l’activation de la voie NRG1/ErbB lors de 

la réalisation d’un exercice aigu ?
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Dans les parties précédentes, le recoupement entre 
voie NRG1/ErbB et âge a été développé dans les 
champs de l’homéostasie glucidique et de la fonction 
musculaire. Cette troisième partie sera consacrée à 
l’impact du vieillissement sur le tissu cardiaque et 
aux rôles potentiels de la NRG1 dans ce contexte.
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Les statistiques de l'American Heart Association, basées sur les données du National 

Center for Health Statistics (NCHS) et du National Heart, Lung and Blood Institute en 

2010, ont montré que la prévalence de l'hypertension artérielle, des accidents

vasculaires cérébraux, des maladies coronariennes et enfin de l’insuffisance 

cardiaque augmentent de façon spectaculaire avec l'âge chez les hommes comme 

chez les femmes (Roger et al, 2011). En outre, les plus de 60 ans représentent plus 

de 80% des patients atteints de maladie coronarienne, plus de 75% des patients 

souffrant d'insuffisance cardiaque congestive, et plus de 70% des patients atteints de 

fibrillation auriculaire. 

La NRG1, quant à elle, est indispensable au développement cardiaque et stimule un 

grand nombre de cascades de signalisation intracellulaires dans les cardiomyocytes. 

Il n’est donc pas surprenant que l’administration de NRG1 présente un intérêt 

clinique grandissant dans le champ des pathologies cardiovasculaires. En 

témoignent les articles et revues de synthèse qui ont été publiés récemment dans de 

prestigieuses revues internationales (Yutzey 2015 ; Parodi et Kuhn, 2014). De plus, 

Clinical-Trials.gov recense actuellement 8 études cliniques en cours sur l’insuffisance 

cardiaque et deux sont d’ores et déjà terminées et publiées (Jabbour et al, 2011 ; 

Gao et al, 2010).

Malgré ces indices convergents, le rôle de la NRG1 dans le vieillissement cardiaque 

n’est évoqué que dans une seule publication (Rohrbach, Niemann et al, 2006). 

Compte tenu du rôle majeur du processus de vieillissement dans l’apparition d’un 

dysfonctionnement cardiaque, il apparait essentiel de connaitre la fonctionnalité de la 

NRG1 dans le cœur âgé.
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Les changements cardiaques, observés chez la personne âgée, sont à la fois 

structurels et fonctionnels. Ils découlent d’une altération des processus de 

cardioprotection ainsi que de régénération, et de très nombreux processus 

systémique, organiques, tissulaires et cellulaires sont à l’œuvre.

La synthèse qui va suivre ne pourra donc être exhaustive. L’objectif est de présenter 

les différentes atteintes permettant une compréhension du potentiel thérapeutique de 

la NRG1. Les données présenteront une vue d’ensemble des altérations observables 

en clinique puis seront mis en exergue les facteurs intrinsèques au cardiomyocyte 

ainsi que les facteurs extrinsèques (vascularisation, système nerveux autonome).
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De profonds changements structuraux et fonctionnels cardiaques apparaissent avec 

le vieillissement et chacun de ceux-ci a des implications dans l’éthiopathogénie des

maladies cardiovasculaires. Structurellement, il y a une augmentation significative de 

l'épaisseur du myocarde (Gerstenblith et al, 1977) en raison de l'augmentation de la 

taille des cardiomyocytes (Olivetti et al, 1991). De plus, le cœur initialement de forme 

elliptique devient sphéroïde avec une hypertrophie asymétrique privilégiant le septum 

inter-ventriculaire plutôt que la paroi cardiaque (Hees et al, 2002). Ces changements 

dans l'épaisseur et la forme ont des implications importantes dans l'efficacité globale 

de la contraction. Il existe également une augmentation de la prévalence de 

l'hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) avec l'âge et ce même en l'absence d’une 

hypertension artérielle qui en est le facteur de risque causal le plus courant (Lakatta 

et Levy 2003). L’échocardiographie doppler est progressivement altérée avec l'âge 

dans les deux sexes avec pour causes probables la fibrose, le manque d’élasticité du

ventricule et un retard de relaxation ventriculaire (Levy et Lakatta., 2003). 

Malgré ces modifications associées au vieillissement qui peuvent limiter la capacité 

fonctionnelle d'une personne et promouvoir une raideur vasculaire avec 

augmentation de la post-charge, la fonction systolique globale de repos du muscle 

cardiaque n’est pas modifiée par le vieillissement non pathologique (Fleg et al, 2014 ; 

Schulman et al, 1992). Cela ne veut pas dire pour autant qu'il n'y a pas de 

changement dans les composantes de la systole cardiaque. En fait, plusieurs 

changements se produisent dans la vitesse de raccourcissement et les interactions 
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du cœur avec le système vasculaire mais tout porte à croire qu’au repos ils 

s’équilibrent. A contrario, même au repos, le vieillissement impact sur la fonction 

diastolique. Le cœur se remplit de sang plus lentement chez les personnes âgées 

non pathologiques résultant en un volume télé-diastolique (VTD) inférieur 

(Gerstenblith et al, 1977; Miyatake et al, 1984; Bryg et al, 1987). Ce phénomène est 

principalement dû à une augmentation du temps de relaxation cardiaque. Au fil du 

temps, ce prolongement de la diastole va provoquer un élargissement auriculaire et 

l'atrium contribue progressivement à une plus grande partie du VTD. Les effets du 

vieillissement à l’exercice sont plus marqués. La diminution globale de la tolérance à 

l'exercice est bien illustrée par le déclin progressif de la VO2maxd'environ 10% par 

décade à partir de 20-30 ans (Fleg et al, 1988).

Ces modifications prennent leur source à la fois au sein de la cellule musculaire mais 

également via des facteurs de régulation de sa contractilité ou de sa perfusion.
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Dans la perspective d’étudier la fonctionnalité de la NRG1 dans le myocarde, il est 

particulièrement intéressant de donner quelques éléments sur les altérations du 

couplage excitation-contraction, le déficit régénératif et la hausse des processus 

apoptotiques.

2.3.1.2.1 ALTERATION DU COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION CARDIAQUE

Avec le vieillissement, un certain nombre de changements intracellulaires se 

produisent ayant pour conséquence un ralentissement des réactions qui contrôlent 

les battements cardiaques (Lakatta et Sollott, 2002 ; Janczewski et al, 2002). Les 

cinétiques de potentiel d'action, de transitoire calcique globale et le temps de 

contraction sont toutes prolongées (Sollott et al, 2002 ; Janczewski et al, 2002 ; 

Lakatta 2002). Ces observations expliquent une grande partie du déclin de la 

fréquence cardiaque maximale chez les personnes âgées pendant l'exercice. 

L’expression et la fonctionnalité des protéines du couplage excitation-contraction 

(CEC) sont des éléments importants à l’origine de la dysfonction cardiaque observée 

avec l’âge (Feridooni et al, 2015). Comme observé dans l’insuffisance cardiaque 

congestive, il a été rapporté que la recapture du Ca2+ainsi que son stockage, dans le 

réticulum sarcoplasmique (RS), sont diminués au cours du vieillissement cardiaque 

(Dai et al, 2009 ; Loffredo et al, 2014). La baisse de la recapture du Ca2+ pourrait être 
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expliquée par une diminution de la concentration des protéines SERCA (Dai et al, 

2009). Des réactions d’oxydation ou de nitrosylation impliquant les protéines du CEC

pourraient également altérer leur fonction. Ciblant les SERCA, ce phénomène réduit 

la phosphorylation du phospholamban, ralentissant ainsi la recapture du Ca2+et si les 

récepteurs à la ryanodine (RYR) sont touchés, on observe alors des fuites et une 

diminution du stock calcique au sein du réticulum (Bers 2006 ; Miyamoto et al, 2000).

2.3.1.2.2 CAPACITE DE REGENERATION CARDIAQUE

Certains chercheurs affirment que le taux de renouvellement des cardiomyocytes 

diminue progressivement avec le vieillissement. Cette diminution serait de 1% par an 

à partir de 25 ans puis 0,45% par an à partir de 75 ans (Bergmann et al, 2009). A

contrario, Kajstura et al. (2010) ont trouvé que la régénération des cardiomyocytes 

était augmentée avec le vieillissement et restait importante tout au long de la vie

(Kajstura et al, 2010). Cependant, ces cellules nouvellement générées semblent se 

dégrader rapidement chez les personnes âgées.

2.3.1.2.3 APOPTOSE

L’augmentation de la mort des cardiomyocytes lors du vieillissement cardiaque est 

un trait commun avec certaines cardiomyopathies comme la cardiomyopathie 

ischémique dilatée ou la cardiomyopathie hypertensive (Nadal-Ginard et al, 2003). 

L’apoptose des cardiomyocytes perturbe la contractilité du myocarde et induit un

remodelage ventriculaire, ce qui peut éventuellement entraîner une insuffisance 

cardiaque symptomatique (Foo et al, 2005). Le cœur figure parmi les organes à forte 

activité métabolique et est donc riche en mitochondries. Le cœur est donc 

particulièrement sensible aux dommages oxydatifs en cas de dysfonction 

mitochondriale. Phaneuf et Leeuwenburgh (2002) ont montré que le contenu 

cytosolique en cytochrome c était significativement plus élevé chez des rats de 16 et 

24 mois par rapport aux animaux de 6 mois (Phaneuf et Leeuwenburgh 2002). En 

outre, la protéine Bcl-2, une protéine anti-apoptotique, a montré une forte tendance à 

diminuer avec l'âge, alors que Bax, une protéine pro-apoptotique, est restée

inchangée. Le déficit d’apport énergétique en provenance de la mitochondrie est un 

autre élément potentiellement inducteur de l’apoptose (Ventura-Clapier et al, 2008). 

Cette insuffisance d’apport énergétique peut être expliquée par une inadéquation 

entre les besoins énergétiques et la biogenèse mitochondriale (Goffart et al, 2004), 

un découplage mitochondrial et/ou une moindre disponibilité en substrat (Murray et 
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al, 2004) ou encore une augmentation des altérations de l’ADN mitochondrial (Dai et 

al, 2011).

Outre le potentiel effet direct du vieillissement, il est probable qu’un déficit d’apport 

en oxygène et nutriments de même qu’une détérioration du contrôle nerveux 

engendre les altérations cellulaires précitées.
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2.3.1.3.1 SYSTEME NERVEUX AUTONOME

Avec l'âge, il ya une diminution de la modulation autonome et notamment une 

« désensibilisation β-adrénergique » impactant la fréquence cardiaque, la 

contractilité du ventricule gauche et la pression artérielle télé-diastolique (Ehsani 

1987 ; Scarpace et al, 1994).Durant le vieillissement, il ya une diminution des 

réponses cardiovasculaires lors d’une perfusion d’antagonistes des récepteurs β-

adrénergiques et une similitude dans le profil hémodynamique entre des sujets 

jeunes β-bloqués et des sujets âgés (Fleg et al, 1994).La réduction de la fréquence 

cardiaque maximale associée au vieillissement, même à des intensités d’exercice 

élevées et avec une augmentation des taux circulants de catécholamines, est donc 

directement associée à une sensibilité β-adrénergique réduite (Corbi et al, 2013a). 

De plus, le vieillissement est associé à une suractivation neuro-hormonale, 

caractérisée par des taux circulants élevés d’adrénaline et de noradrénaline. Ce 

phénomène est habituellement expliqué par la désensibilisation périphérique et une 

clairance plasmatique diminuée (Esler et al, 1995). La perte de sensibilité aux 

catécholamines est, au moins en partie, due à la réduction de la densité des 

récepteurs β-adrénergiques au niveau de la membrane plasmique (White et al, 

1994 ; Xiao et al, 1998).

Toutefois, les effets néfastes de la signalisation β-adrénergiques sur la santé 

cardiovasculaire sont à présent bien compris. Le rôle délétère de la signalisation β-

adrénergique dans le vieillissement cardiaque a d’ailleurs été montré via l’adénylyle

cyclase de type 5 (AC5- une enzyme impliquée dans la signalétique β-adrénergique). 

En effet, la perturbation du fonctionnement d’AC5 chez des souris protège contre 

l'hypertrophie cardiaque dépendante de l'âge ainsi que le dysfonctionnement 

systolique, l'apoptose, et la fibrose (Okumura et al, 2003; Okumura et al, 2007). Ce 

modèle présente également une durée de vie accrue.
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2.3.1.3.2 SYSTEME VASCULAIRE

Comme évoqué précédemment, des modifications apparaissent durant le 

vieillissement au niveau de la vascularisation cardiaque. Grâce à sa sécrétion 

d'oxyde nitrique (NO) et d’endothéline, l'endothélium est un régulateur puissant du

tonus artériel. La dysfonction endothéliale a été identifiée dans un certain nombre de 

troubles cardiovasculaires, y compris l'hypertension, l'hypercholestérolémie et 

l’athérosclérose coronarienne et périphérique (Csiszar et al, 2008). Des études 

réalisées chez l’humain et l’animal ont révélé que le vieillissement est associé à une 

réduction de la vasodilatation dépendante de l’endothélium probablement secondaire 

à la biodisponibilité réduite en NO (Lakatta et al, 2003). Un certain nombre d'études 

sur les animaux ont montré que la production ainsi que les taux de NO (Tschudi et al, 

1996) déclinent avec l'âge, probablement en raison d'une baisse du niveau de 

l'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) (Cernadas et al, 1998). Le déclin du 

flux sanguin coronarien subséquent est bien connu pour impacter négativement la 

survie des cardiomyocytes, principalement via le déficit en oxygène mais aussi en 

nutriments.

Le cœur âgé subit, entre autre, une perturbation de sa stimulation β-
adrénergique et de ses apports en oxygène ou en nutriments. Ces 
altérations participent probablement à la diminution des capacités 
régénératives des cardiomyocytes ainsi qu’à la hausse de leur apoptose. 
En parallèle, on observe une altération de la capacité de relaxation 
cardiaque dont l’une des origines est le ralentissement de la recapture
du Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique.

La NRG1 en tant que régulateur essentiel de la formation du myocarde, 
ainsi que du maintien de sa fonctionnalité, pourrait agit sur ces 
différentes fonctions physiologiques. 

�
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La voie NRG1/ErbB est d’une importance capitale dans le développement et le 

maintien de la fonction cardiaque. Les nombreux modèles de souris transgéniques 

ont permis d’explorer ces questions en détails comme présenté précédemment dans 

ce document. Parallèlement à cela, l’étude du rôle de la NRG1 au niveau du muscle 

cardiaque adulte a été initiée fortuitement par l’observation des effets de certaines 

chimiothérapies adjuvantes ciblant le récepteur ErbB2 (Slamon et al, 2001). C’est 

notamment le cas du TASTUZUMAB (cancer du sein) qui a montré des effets 

cardiotoxiques préoccupant (Feldman et al, 2000). 

Sur le cœur adulte, qui est notre thématique d’étude, la NRG1 a été largement 

étudiée et impacte positivement le système vasculaire où elle induit notamment 

l’angiogenèse. Cette partie ne sera pas développée plus avant dans ce document 

aussi j’invite le lecteur intéressé à consulter la revue de Hedhli et al. (2014).
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2.3.2.1.1 MODE D’ACTION

La fonctionnalité de la NRG1 au niveau cardiaque s’organise autour d’une 

interrelation paracrine entre cellules endothéliales et cardiomyocytes. En effet, la 

protéine transmembranaire Pro-NRG1 est produite puis transloquée à la membrane 

plasmique des cellules endothéliales puis le fragment bioactif est libéré dans l’espace 

intercellulaire et va se fixer sur les récepteurs ErbBs à la surface des cardiomyocytes 

(Cote et al, 2005).

2.3.2.1.2 ROLE ANTI-APOPTOTIQUE

Au niveau cellulaire, la NRG1 agit comme un puissant agent protecteur vis-à-vis de 

facteurs de stress extracellulaires. A titre d’exemple, l’activation de la voie PI3k/Akt, 

inhibant ainsi la libération du cytochrome c et l’activation de la caspase-3, permet à la 

NRG1 de protéger les cardiomyocytes de l’apoptose induite par le stress oxydant et 

les anthracyclines (Kuramochi et al, 2004 ; Fukazawa et al, 2003). Par ailleurs, sur 

des cardiomyocytes exposés aux anthracyclines, le blocage des récepteurs ErbBs 

induit un dysfonctionnement mitochondrial conduisant à une apoptose.
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2.3.2.1.3 ROLE DANS LA REGENERATION

Outre ces effets anti-apoptotiques, la NRG1 induit une prolifération cellulaire, 

permettant la régénération du tissu cardiaque (Bersell et al, 2009), et une 

hypertrophie médiée par la voie des MAPK et la protéine P70S6K (Baliga et al, 

1999). A nouveau, sous l’exposition aux anthracyclines, la NRG1 a montré son rôle 

dans le maintien de l’intégrité structurelle des myofibrilles (sarcomère et 

cytosquelette) (Sawyer et al, 2002).
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2.3.2.1.4 REGULATION DES PROCESSUS CONTRACTILES

Des études récentes ont permis d’approfondir notre compréhension du rôle de la 

NRG1 dans les mécanismes cellulaires de la contraction cardiaque. Il a été mis en 

exergue une implication dans la régulation de la balance sympathovagale ainsi que 

dans celle du couplage excitation-contraction.

2.3.2.1.4.1 Inhibition de la réponse β-adrénergique

La NRG1 est capable d’atténuer l’effet inotrope positif de l’isoproterenol montrant 

ainsi une capacité de rétrocontrôle des perturbations induites par un stress cardiaque 

aigu ou une insuffisance cardiaque (Lemmens et al, 2004). Cet effet est permis par 

l’activation de l’enzyme eNOS (endothelial nitric oxyde synthase) et la synthèse 

d’oxyde nitrique (NO) (Lemmens et al, 2004). La colocalisation des ErbBs et des 

eNOS au niveau des cavéoles membranaires potentialise cette voie et son effet anti-

adrénergique (Zhao et al, 1999). En conséquence, il n’est pas surprenant d’observer 

une incapacité à contrecarrer une hyperactivité adrénergique chez des 

cardiomyocytes déficients en NRG1 (Okoshi et al, 2004).

2.3.2.1.4.2 Accélération de la recapture du Ca2+

Brero et al.ont publié en 2010 une étude minutieuse du rôle de la NRG1 dans le 

couplage excitation-contraction cardiaque. Ils ont montré comment, via l’activation de 

la voie PI3K/Akt, la NRG1 induit la production de NO qui provoque alors l’activation 

de la protéine PKG et donc la phosphorylation du phospholamban. Ce mécanisme 

permet une levée d’inhibition de la pompe SERCA et ainsi une amélioration de la 

recapture du calcium pendant la diastole (Brero et al, 2010).
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Les modèles transgéniques et les études ��� ,�
��� ont montré les nombreuses 

implications de la voie NRG1/ErbB dans la fonction cardiaque. Cependant, les 

études ���,�,� ont révélé un rôle plus intégrateur en physiologie et physiopathologie. 

En accord avec les résultats sur cultures cellulaires, la NRG1 ainsi que ses 

récepteurs ont un rôle protecteur vis-à-vis de la toxicité cardiaque de certaines 

chimiothérapies (Liu et al, 2005 ;  Sawyer et al, 2002). Chez la souris, il est 

intéressant également de noter l’augmentation de la NRG1 associée à une 

augmentation de la phosphorylation d’ErbB4 durant l’hypertrophie cardiaque 

physiologique liée à la gestation (Lemmens et al, 2011). 
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A l’inverse de cette réponse positive lors d’un stress aigu, on observe une déficience 

d’activation du récepteur ErbB4 dans le ventricule droit de souris diabétiques de type 

2 (Doggen et al, 2009). Cette désactivation des récepteurs semble altérer la 

relaxation du muscle cardiaque et, fait intéressant, cette perturbation est réversible 

par un traitement à la NRG1 tandis que l’insuline est inefficace. En accord avec ces 

résultats, l’expression et la phosphorylation d’ErbB2 et ErbB4 ainsi que l’expression 

de la NRG1 sont toutes abaissées chez un modèle de rat présentant une 

cardiomyopathie diabétique (Gui et al, 2012). De même, au stade final de la 

dysfonction ventriculaire induite par une sténose aortique, l’expression des ErbB2 et 

ErbB4 est diminuée (Rohrbach et al, 1999). C’est exactement l’inverse de la phase 

initial hypertrophique ou l’on observe une up-régulation de la NRG1 comme lors de 

l’ischémie-reperfusion (Lemmens et al, 2006). 

Collectivement ces données suggèrent un rôle protecteur et adaptatif de la NRG1 au 

sein du muscle cardiaque soumis à un stress aigu. Cependant, lorsque ce stress 

devient chronique, l’effet compensatoire de la voie NRG1 s’estomperait pour devenir 

l’un des facteurs d’aggravation de la pathologie cardiaque sous jacente (Figure 17).
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Durant la phase initiale du développement d’une dysfonction cardiaque, ou suite à un stress physiologique aigu (ischémie), le 

voie NRG1/ErbB est activé vie l’expression et la libération accrue de NRG1. A l’inverse, lorsqu’une pathologie se développe de 

manière chronique, le protecteur de la voie s’estompe pour finalement devenir inférieure à la normale. Ce processus délétère se 

traduit par la diminution d’expression de la NRG1 et des ErbBs.
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En pratique clinique, deux utilisations possibles de la NRG1 ont été testées. D’une 

part le clivage de la NRG1 ou de ses récepteurs ErbB, permettrait un dosage 

plasmatique utilisable en tant que biomarqueur. Et d’autre part, la NRG1 pourrait 

constituer un traitement potentiel de l’insuffisance cardiaque.

2.3.2.3.1 LA NRG1 COMME BIOMARQUEUR DE L’INSUFFISANCE CARDIAQUE

Il a été montré une corrélation négative entre les taux de NRG1 et la sévérité de 

l’insuffisance cardiaque, le risque de transplantation ou même de décès (Ky et al, 

2009). A l’inverse, la corrélation est positive en ce qui concerne les maladies 

coronariennes (Xu et al, 2009 ; Geisberg et al, 2011). L’utilisation du taux 

plasmatique de récepteur ErbB2 a d’ailleurs été suggérée comme marqueur positif 

de la sévérité de la maladie (Perik et al, 2007).

2.3.2.3.2 LA NRG1 DANS LE TRAITEMENT DE L’INSUFFISANCE CARDIAQUE

Le potentiel thérapeutique ��� ,�,� de la NRG1 a été exploré chez l’animal et des 

améliorations au niveau de la performance cardiaque, des biomarqueurs 

pathologiques et de la survie ont été démontrés (Li et al, 2011). Ces effets positifs 

ont été induits, entre autres, par une amélioration de la fonction mitochondriale (Guo 

et al, 2012), une diminution des dommages cellulaires (Liu et al, 2006) ou encore 

une réversion du remodelage ventriculaire (Gu et al, 2010). Compte tenu de ces 

résultats, des études cliniques (phase 2) ont été menées sur des patients présentant 

une insuffisance cardiaque stabilisée et ont montré des résultats encourageants 

(Gao et al, 2010 ; Jabbour et al, 2011). En 10 jours consécutifs, le traitement par 

NRG1 recombinante a permis d’améliorer la fonction ventriculaire gauche et cette 

amélioration était toujours significative 90 jours après la fin du traitement (Gao et al, 

2010). Lors d’un autre essai clinique, utilisant également la durée de 10 jours, 

l’amélioration du débit cardiaque fut de 30% (Jabbour et al, 2011).D’autres études 

cliniques de plus grande ampleur (phase 3) sont actuellement en cours ou d’ores et 

déjà complétées afin d’évaluer l’effet de la NRG1 sur le risque de mortalité ou le 

remodelage du myocarde. Une étude de phase 1 bicentrique (Tenessee, Georgie) 

vient de se terminer et va permettre de déterminer l’efficacité de la NRG1 chez des 

patients souffrant d’une dysfonction ventriculaire gauche symptomatique.

�
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Chez l’homme tout comme chez l’animal, on observe de nombreuses détériorations 

de la fonction cardiaque. Ces perturbations ont pour origine les altérations du tissu 

cardiaque lui-même ou des ses tissus régulateurs connexes comme le lit vasculaire 

ou le système nerveux autonome. Or, les rôles de la NRG1 durant l’embryogénèse 

cardiaque, ainsi que les cardiomyopathies induites par des agents inhibiteurs de 

cette voie, ont conduit les chercheurs à explorer le lien entre pathologies cardiaques

et NRG1.

Il s’avère que cette protéine possède de nombreuses fonctions de régulation dans le 

cœur adulte qui rappellent les altérations observées dans le cœur âgé. Ses rôles 

anti-apoptotique et régénératif notamment pourraient contrecarrer la hausse ou le 

déclin, respectivement, de ces fonctions cellulaires avec l’âge. Egalement, la 

capacité de la NRG1 à stimuler de la recapture du Ca2+ pourrait améliorer la 

relaxation du muscle cardiaque âgé. Une grande part des patients insuffisants

cardiaques présenteront un âge avancé, la question de l’impact du vieillissement sur 

la réponse du cardiomyocyte à la NRG1 est donc essentielle pour une potentielle 

utilisation pharmacologique.

De surcroit, la voie de la NRG1 est activée puis inhibée durant le développement 

d’une insuffisance cardiaque ce qui pose la question de l’impact du vieillissement ����

�� sur la fonctionnalité basale de cette voie.
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L’objet de la troisième étude sera donc d’explorer l’impact du vieillissement sur la 

fonction de la voie au repos puis de déterminer la capacité de réponse à la NRG1 du 

cœur âgé.

- Quel est l’impact du vieillissement sur la voie NRG1/ErbB au niveau 

cardiaque?

- Quel est l’impact du vieillissement sur la réponse cellulaire cardiaque lors 

d’une injection de NRG1.
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OBJECTIFS
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Le vieillissement est par essence un processus plurifactoriel et polyorganique, tout 

comme les rôles et fonctions de la NRG1. L’intolérance au glucose, les maladies 

cardiovasculaires et la sarcopénie représentent une grande part des dysfonctions 

observables chez la personne âgée.

L’originalité de ce travail de recherche était de replacer un processus 

physiopathologique, le vieillissement, et son potentiel traitement, la NRG1, au sein 

d’un tout. 

Nous avons donc ciblé trois organes que sont le foie, le muscle et le cœur. En effet, 

ces organes sont en étroite interaction l’un avec l’autre, la dysfonction de l’un d’entre 

eux peut être cause ou conséquence de l’altération d’un des deux autres. Ceci est 

bien illustré par la prévalence des pathologies cardiovasculaires chez les diabétiques

de type 2, les altérations musculaires chez les insuffisants cardiaques ou encore la 

part prise par la sarcopénie dans l’intolérance au glucose.
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Les objectifs de cette thèse seront donc :

Pour l’homéostasie du glucose (Etude 1)

- De caractériser l’effet de la NRG1 sur l’homéostasie du glucose. 

Plus particulièrement lors d’un challenge glucidique qui révèle les premiers 

signes de perturbations avec l’âge.

- De définir le ou les organes impliqués dans l’effet de la NRG1.

- De définir les voies de signalisation impliquées.

Pour la fonction musculaire (Etude 2 et 3)

- De déterminer l’effet de la contraction du muscle squelettique ��� ,�,��

sur la voie de signalisation de la NRG1.

- De définir l’effet du vieillissement sur l’activation de la voie NRG1/ErbB

par la contraction musculaire.

- De déterminer l’effet du vieillissement sur la réponse du muscle 

cardiaque à la NRG1.

D’une part, nous émettons l’hypothèse que la NRG1 pourrait avoir un effet 

hypoglycémiant, probablement via la captation du glucose musculaire, et que le 

vieillissement impacterait négativement cet effet.

D’autre part, nous supposons que le vieillissement pourrait moduler la voie de la 

NRG1 au niveau du muscle, squelettique et/ou cardiaque, et notamment limiter la 

libération par clivage de la NRG1 lors d’un exercice physique.
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MATERIEL ET METHODES
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Le modèle animal choisi dans ce projet de recherche est le rat de type wistar (CERJ 

Janvier, Le Genest Saint Isle, France). Ce phénotype albinos de  �

���'��,������

est une espèce présentant naturellement une insulino-résistance et une intolérance 

au glucose avec l’âge (Gu et al, 2012 ; De Solis et al, 2012). Cette espèce a été 

largement utilisée dans des études sur la sarcopénie, l’immobilisation ou encore 

celles s’attachant aux effets de l’exercice physique (Mosoni et al, 2014 ; Magne et al, 

2012 ; Bollheimer et al, 2012 ; Balage et al, 2010 ; Bar-Shai et al, 2005).

Il est relativement bien admis que des rats de 6 mois correspondent à un âge humain 

de 18-20 ans tandis que des rats de 22 mois rats correspondent à un âge humain 

approximatif de 58-60 ans (Sengupta 2013; Andreollo N et al, 2012; Quinn R 

2005).Dans les études humaines traitant des perturbations métaboliques associées 

au vieillissement, comme la sarcopénie ou l'insulino-résistance, l'âge de recrutement 

est souvent plus de 60 ans (Exemple: Alexandre et al, 2014 ; Batsis et al,2014 ; Liu 

et al, 2009 ; Batsis et al, 2013). En outre, l'Organisation mondiale de la Santé a 

historiquement adopté l'âge de 60 ans comme âge de référence à partir duquel une 

personne est considérée comme âgée4. Par conséquent, nous avons pensé que les 

âges de 6 et 22 mois seraient appropriés pour nos études.

L'entretien des animaux et les procédures expérimentales étaient en conformité avec 

la législation actuelle sur l'expérimentation animale et ont été approuvés par le 

comité local d'éthique pour l'expérimentation animale (Auvergne, C2EA-02). Les rats 

ont été maintenus à une température contrôlée (20- 22 ° C) et dans des cages au 

cycle lumière-obscurité inversé (20:00-8:00). Les rats avaient libre accès à l'eau.

                                            
4 Site web de l’OMS: http://www.who.int/healthinfo/survey/ageingdefnolder/en/
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Les OGTT ont été réalisés sur deux semaines. Les rats (adultes et vieux) ont jeûné 

pendant la nuit (12h), puis ont reçu une solution saline (véhicule, VEH), ou l'injection 

de NRG1, 15 minutes avant que la charge de glucose soit administrée ������ (2g.kg-1

de poids corporel). La moitié des animaux a été choisie au hasard pour être traitée 

avec la NRG1 et l'autre moitié avec une solution saline au cours du premier OGTT. 

Chaque animal était son propre contrôle donc les rats traités avec la NRG1, lors de 

la première session, ont ensuite été injecté avec le VEH (solution saline) lors de la 

deuxième session.  Ce fut l’inverse pour les rats traités avec le VEH lors de la 

première session. Ainsi, tous les animaux ont reçu une injection de NRG1 et une 

injection de solution saline.

1�2�����?����9��	���������������+�2���
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La stimulation des muscles fléchisseurs plantaires, et plus particulièrement du 

gastrocnémien, a été effectuée ��� ,�,� sur un dynamomètre isocinétique 

spécialement conçu pour les rats (806D, Aurora scientifique, Canada). 

Les rats ont été anesthésiés en continue par un dispositif inhalateur spécifiquement 

adapté délivrant de l’isoflurane à une concentration de 2%. Les animaux ont été 

placés en décubitus dorsal (Figure 28) sur une plaque chauffante avec le pied droit 

attaché à une platine connectée à un mode servomoteur double (305C-LR, Aurora 

scientifique, Canada). Le genou a été immobilisé de telle sorte que son angle était de 

90 ° et l'axe de rotation de la cheville coïncide avec l'axe du moteur. Pour éviter toute 

variation de la température du corps, la température rectale a été surveillée et 

calculée par un régulateur de température (ATC 1000, World Precision Instruments, 

États-Unis) qui a ajusté la température de la plaque chauffante pour maintenir la 

température rectale à 37 ° C. La stimulation des muscles plantaires a été réalisée par

voie percutanée par l'intermédiaire d’électrodes de surface (StimCom TS0020, 

COMEPA, France). 

1�2�����C�����������1��3�������������	���0�

Un stimulateur électrique à courant constant (DS 7A, Digitimer, Royaume-Uni) a été 

utilisé pour délivrer des ondes carrées (de largeur d'impulsion = 1 ms). Le stimulateur 

a été déclenché et contrôlée par des scripts automatisés par une carte A/D 
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(PowerLab 8/35, AD Instruments, Australie) et les logiciels associés (Lâchât 7.3, AD 

Instruments, Australie).

Ce dispositif a déjà été utilisé au laboratoire et a fait l’objet d’une publication dans le 

cadre de l’immobilisation  (Martin et al, 2013).

Le protocole de stimulation consistait en 10 séries de 10 répétitions de 2s à 100Hz. 

Une récupération de 2s entre chaque répétition et de 1min entre chaque série était 

laissée à l’animal. Ce protocole a été adapté d’après l’étude de Matsuse et al. (2011) 

réalisée sur des sujets humains.

�:=� �����	���0�����	�����������0������������

Le poids corporel et la consommation alimentaire ont été enregistrés toutes les 

semaines pendant le temps ou les animaux ont été gardés à l’animalerie. La veille du 

sacrifice, la composition corporelle a été évaluée à l’aide d’un EchoMRI 3-en-1 (Echo 

Medical Systems, Houston, TX). Cet appareil, utilisant la technologie ��������
������!

�
�
���F��� G� ������� H, a démontré une grande fiabilité et reproductibilité sur de 

petits animaux de laboratoires (Taicher et al, 2003).

1�2�����D��	��	�������������������	�����������0������������
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Pour évaluer l'effet de NRG1, le domaine EGF (fragment bioactif) de la NRG1 

humaine (isoforme β2a; résidus Ser177 à Glu237) a été fourni par Zensun Science et 

Technologie Ltd (328 Bibo Road, Zhangjiang Science Park, Pudong, Shanghai 

201203, Chine), dans une solution mère saline à 1.25mg.ml-1. Immédiatement avant 

l’I.V, cette dernière a été diluée avec une solution saline pour atteindre une solution 

injectable à 50 μg.ml-1 (concentration finale).

=:�� �0J�����0����0�27�

L’injection de NRG1 a été réalisée dans la veine caudale à une dose de 1ml.kg-1 de 

solution soit 50 μg.kg-1 de NRG1. La dose injectée a été choisie à partie des travaux 

de Liu et al. (2006), mais réévaluée à la hausse du fait de la moindre expression de 

certains récepteurs au niveau du muscle squelettique ainsi que d’un effet supérieur 

sur la glycémie durant les pré-expérimentations. Cette opération a été réalisée par un 

technicien qualifié et expérimenté. Cette opération était réalisée soit avant l’OGTT, 

soit avant l’euthanasie.

=:=� ���9	0	����

Les rats ont été anesthésiés avec du pentobarbital 1ml.kg-1 (12h de jeûne au 

préalable) et euthanasiés par décapitation. L’euthanasie a été pratiquée soit 

immédiatement après le protocole d’électrostimulation, soit 30 minutes après 

l’injection de NRG1 ou de solution saline (VEH). Le cœur, le muscle gastrocnémien 

et le foie ont été disséqués et congelés immédiatement dans de l'azote liquide en 

vue des analyses biochimiques ultérieures.

Du sang a également été prélevé après décapitation, puis centrifugés à 6000 g 

pendant 5 minutes pour la collecte du plasma. Le plasma obtenu a été 

immédiatement congelé dans l’azote liquide pour une éventuelle utilisation ultérieure.

�
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Les échantillons congelés (50mg) ont été broyés dans un broyeur de tissu Potter-

Elvehjem placé dans de la glace avec 1 ml de tampon de lyse NP40 (50 mM Tris-

HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Nonidet P-40; 1 mM EDTA; 5 mM 

pyrophosphate de sodium; 1 mM orthovanadate de sodium; 50 mM fluorure de 

sodium) auquel a été fraîchement ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéases et 

phosphatases commercial (Fischer Thermo Scientific). Les homogénats ont été 

centrifugés à 14 000 g pendant 10 min. Les surnageants ont été recueillis et stockés 

à -80°C. 

?:�� ���	2������������0���

La teneur en protéines du surnageant a été mesurée par la méthode de Bradford en 

utilisant un dosage colorimétrique (Laboratoires BioRad, Hercules, CA) et de la BSA 

comme standard à une concentration finale de 30 μg.ml-1 (Sigma-Aldrich Co., dilution 

avec tampon NP40).

?:=� K�����0�
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Les Western blot ont été réalisés pour mesurer l'expression des protéines dans les 

échantillons de foie, de gastrocnémien et de cœur.

?:=:7� ��������9���������6�	2��

Les échantillons de protéines ont été dilués avec un tampon Laemmli et séparés en 

utilisant des Mini-Protean TGX Stain-Free gels (Laboratoires BioRad, Hercules, CA). 

?:=:�� ��	0�1����

Le transfert a été réalisé sur des membranes de PVDF en utilisant un appareil de 

transfert transblot Turbo (Laboratoires BioRad, Hercules, CA).

�
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Les membranes ont été bloquées à température ambiante pendant 1 h avec une 

solution de BSA à 5% diluée dans une solution saline de Tris tamponnée (pH 7,5) 

contenant 0,1% de Tween 20 (TBST). Les membranes ont été incubées pendant une 

nuit à 4°C dans 5% de BSA avec des anticorps primaires.

������0�� �	�
��� �������0�
� � �

������7�

ErbB1 ���
��&��= 1/500
ErbB1-P (Tyr1173) I� 1/500
ErbB2 I� 1/200
ErbB2-P (Tyr1248) I� I�
ErbB3 I� I�
ErbB3-P (Tyr 1328) I� I�
ErbB4 I� 1/250
ErbB4-P (Tyr 1056) I� 1/200
AKT &�		������	��� 1/1000
AKT-P (Ser 473) I� I�
p42/p44 I� I�
p42/p44-P (Thr202/Tyr204) I� I�
PKCξ I� I�
PKCξ-P (Thr410) I� I�

��������

ErbB2 ���
��&��= 1/200
ErbB2-P (Tyr1248) I� I�
ErbB3 I� I�
ErbB3-P (Tyr 1328) I� I�
ErbB4 I� 1/250
ErbB4-P (Tyr 1056) I� I�
ADAM 17 J����� 1/1000
TIMP 3 ���
��&��=� 1/1000
Preseniline 1 et 2 &�		������	��� 1/2000
PEN-2 I� I�
Nicastrin I� I�
APH-1 I� I�

� � �

������=�

ErbB1 ���
��&��= 1/500
ErbB1-P (Tyr1173) I� 1/500
ErbB2 I� 1/200
ErbB2-P (Tyr1248) I� I
ErbB3 &�		������	��� I�
ErbB3-P (Tyr 1328) I� I�
ErbB4 ���
��&��= 1/250
ErbB4-P (Tyr 1056) I� I�
AKT &�		������	��� 1/1000
AKT-P (Ser 473) I� I�
p42/p44 I� I�
p42/p44-P (Thr202/Tyr204) I� I�
ERRFI1 Abclonal 1/1000
TOB1 Assay Biotech I�
TOB1-P Assay Biotech I�
Erbin Santa Cruz I�
EBP1 Bioss Antibodies I�
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L'anticorps secondaire (couplé à la peroxydase de raifort) était ensuite dilué dans du 

TBST et appliqué pendant 1 heure à température ambiante. La révélation a été 

effectuée par chimiluminescence amplifiée (ECL) et des réactifs commerciaux ont été 

utilisés pour la détection du signal (Laboratoires BioRad, Hercules, CA).

?:=:?� 0������	���0����0���	���	���0�����������	���

Des images numériques ont été acquises à l'aide du système d’imagerie moléculaire 

ChemiDoc XRS (Laboratoires BioRad, Hercules, CA). Les bandes ont été quantifiées 

à l'aide du logiciel Lab 4.1 Image (Laboratoires BioRad, Hercules, CA) et 

normalisées selon la méthode de normalisation totale des protéines (TPN) fournie 

par la technologie StainFree Blot (BIORAD ; Gilda et Gomes 2015). 

La formulation de ce type de gel comprend un composé trihalogéné qui, lorsqu'il est 

exposé aux radiations UV, réagit et réalise une réaction covalente avec l’acide aminé 

tryptophane. Ainsi, les protéines présentent dans le gel émettent alors une 

fluorescence sous UV quantifiable avec le CHEMIDOC. Lorsque les protéines 

phosphorylées ont été quantifiées, nous avons d'abord normalisé les résultats à la 

teneur en protéines totales (mesurée grâce au stain free) avant le calcul du ratio de 

phosphorylation et le résultat était finalement exprimé relativement au contrôle.

�
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Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel STATISTICA (version 8, 

USA). Les données sont présentées sous forme de moyennes ± SEM. 

Les comparaisons de moyennes entre 2 groupes (adultes vs vieux) ont été 

effectuées avec le test de Mann-Whitney. Après vérification de l'homogénéité de la 

variance avec le test de Bartlett, une analyse à deux voies de la variance a été 

utilisée pour étudier les effets de l'âge et du traitement à la NRG1 (quatre groupes : 

NRG1 ADULTE, NRG1 AGE, VEH ADULTE, VEH AGE). 

Une ANOVA à mesures répétées a été effectuée en ajoutant un facteur temps pour 

les cinétiques de glucose et d'insuline. Lorsqu’une interaction entre plusieurs facteurs 

était significative, un test post-hoc de Tukey était réalisé pour comparer les groupes 

deux à deux. La significativité statistique a été fixée à 0.05.
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ETUDE 1 : LA NEUREGULINE DE TYPE 1
AMELIORE LA TOLERANCE AU GLUCOSE CHEZ 

DES RATS ADULTES ET AGES.
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La plupart des études sur la NRG1 ont mis l'accent sur son potentiel myogénique, 

ses propriétés neurotrophiques ou son rôle carcinogène. Récemment, il a toutefois 

été suggéré que la NRG1 pourrait également influer sur le métabolisme du glucose 

(Guma et al, 2010) et ce en particulier dans le muscle squelettique, qui est 

principalement responsable de la captation glucose induite par l'insuline. En effet, la 

NRG1 semble augmenter l'absorption du glucose dans des myotubes L6E9 et dans 

le muscle soléaire ��� ,�,� (Suarez al, 2001). En outre, l'exposition chronique à la 

NRG1 a amélioré la sensibilité à l'insuline ���,�
�� dans des myocytes C2C12 et L6E9 

(Canto al, 2007). A l’inverse, dans le foie, le principal organe impliqué dans 

l'homéostasie glycémique, l'insuline et la NRG1 semblent avoir des effets 

concurrentiels et non synergiques. En effet, dans le foie de rat, l'insuline diminue 

l'expression de la NRG1 et empêche la liaison à ses récepteurs via une voie 

dépendante de PI3K (Carver et al, 1996 ; Carver et al, 1997). De plus, chez des 

souris ob/ob donc obèses, la transactivation des ErbBs induit une résistance à 

l'insuline au niveau hépatique (Hemi et al, 2011). Par conséquent, la relation 

complexe entre la NRG1 et l'insuline dans ces organes soulève la question de son 

influence sur l'homéostasie du glucose à l’échelle systémique.

Parallèlement à cela, le vieillissement est un des états physiologiques couramment 

associé à une dépréciation de l'homéostasie du glucose (Paolisso et al, 1995). Une 

glycémie élevée à jeun et une résistance à l'insuline sont des perturbations 

courantes chez la personne âgée (De Fronzo 1979; De Fronzo 1981; Kohrt et al, 

1993; Fink et al, 1983). Au niveau musculaire, les études portant sur le vieillissement 

révèlent une réduction de la captation du glucose insulinodépendante concomitante 

d’une réduction de la translocation du transporteur GLUT4 vers la membrane 

sarcolemmale. Cette baisse est expliquée par une altération de l’ensemble la 

signalétique intracellulaire de l’insuline (Gardner et al, 2003 ; Maechler et al, 1999 ; 

Dokken et al, 2008 ; Maddux et al, 2001 ; Singh et al, 2008). De même, la 

suppression de la production hépatique de glucose par l'insuline est diminuée avec le 

vieillissement (Jackson et al, 1988) ce qui suggère une diminution de son efficacité 

(Freeman et al, 1973).
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Or, la restauration de la voie NRG1/ErbB a été suggéré comme médiateur des effets 

positifs de la restriction calorique, une intervention connue pour améliorer 

l'homéostasie du glucose, la sensibilité à l'insuline et la durée de vie (Yamaza et al, 

2002 ; Rohrbach et al, 2006). Par conséquent, la voie de signalisation NRG1/ErbB 

pourrait être impliquée dans les déficiences métaboliques liées à l'âge.

Le but de cette étude était de déterminer si l'administration de NRG1 en aiguë peut 

affecter l’homéostasie glycémique chez des rats adultes et âgés. Nous avons 

supposé que la NRG1 aurait un effet hypoglycémiant systémique et que cet effet 

serait differentiellement affecté par l'âge. Pour tester cette hypothèse, nous avons 

étudié les effets de l'administration de NRG1 par injection intraveineuse (iv) sur la 

glycémie et l’insulinémie durant un test de tolérance oral au glucose (OGTT) chez 

des rats adultes et âgés. Nous avons également évalué la signalisation NRG1/ErbB 

dans le foie et le muscle squelettique consécutivement à l'administration de NRG1 en 

aiguë afin d’explorer les mécanismes impliqués dans les effets de la NRG1 sur 

l'homéostasie du glucose.

�
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Des rats âgés (n=10 ; 22 mois) et adultes (n= 6 ; 6 mois) ont été utilisés pour cette 

étude. Dans un premier temps, les rats ont été soumis à un OGTT avec injection soit 

de NRG1, soit de VEH (solution saline). La glycémie était analysée �����
�  et du sang 

était prélevé pour l’analyse ultérieure de la concentration en insuline. Chaque rat 

était son propre contrôle et 7 jours ont donc été laissés aux animaux entre les deux 

sessions. 

��9��	���������������;������0�	�����2���	,�������	0���0J�����0����0�27�
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Dans un deuxième temps, les deux groupes de rats (ADULTES, AGES) ont été 

subdivisé en 4 sous groupes (VEH AGES, VEH ADULTES, NRG1 AGES, 

NRG1ADULTES) en vue d’une injection de NRG1 ou de VEH. 30 min après 

l’injection de NRG1, les animaux ont été euthanasiés et le foie ainsi que le muscle 

ont été prélevés en vue des analyses biochimiques.

��9��	���������������;������0�	����	0	�>���
���9���
���������0J�����0����0�27�

�:�� ���������;������0�	�;��������������	�������

Les détails techniques et méthodologiques relatifs aux animaux (p93) et à leur 

euthanasie (p99), aux OGTT et aux mesures métaboliques (p94), aux injections de 

NRG1 (p99) et enfin aux expérimentations biochimiques (p100) peuvent être trouvés 

dans la partie +JKD �D;�DK�+DKA<%D� de ce manuscrit.

�
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L'analyse des caractéristiques morphologiques et des mesures métaboliques des 

rats adultes et âgés (tableau 1) a montré que le poids, la masse maigre (g et %) et la 

masse grasse (g et %) étaient significativement plus élevés dans le groupe âgé (n = 

10) par rapport au groupe adulte (n = 6) (p <0.05). Cependant, la glycémie à jeun, les 

niveaux d'insuline et l'indice HOMA ne différaient pas entre les groupes (p = 0.21, 

0.95 et 0.95, respectivement).

�	
��	��7��	�	��������
��������9���2�
����������	
���
��������	0��	�;:�
Les valeurs sont exprimées sous forme de: moyennes ± SEM. * p <0.05.
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�

Age 6-mois 22-mois

Pods (g) 452.5 ± 17.9 544.0 ± 17.8 *

Masse maigre (g) 402.6 ± 19.8 444.0 ± 29.1 *

Masse maigre (%) 88.9 ± 2.9 81.6 ± 4.1 *

Masse grasse (g) 49.9 ± 13.7 100.0 ± 21.1 *

Masse grasse (%) 11.0 ± 2.7 18.3 ± 3.9 *

Glycémie à jeun 
(mmol.L-1) 4.8 ± 0.3 4.6 ± 0.3

Taux d’insuline 
plasmatique à jeun 

(mUI.L-1)
20.6 ± 4.5 23.8 ± 14.2

HOMA# 4.3 ± 1.0 5.0 ± 3.4
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Afin d’explorer l’effet de la NRG1 sur l’homéostasie du glucose, les rats adultes et 

âgés ont reçu 50 μg.kg-1 de NRG1 ou de la solution saline (VEH) par voie 

intraveineuse 15 min avant une charge de glucose ���� �� (2g.kg-1). Les 

concentrations de glucose sanguines et d'insuline plasmatiques ont ensuite été 

mesurées à différents temps pendant plus de 120 minutes (Fig. 30 et 32).

=:�:7� ����0����2�>����
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=:�:7:7���0���
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Il n'y avait pas de différence significative dans les taux de glucose sanguin à jeun 

entre les deux groupes (Tableau 1). Après la charge de glucose ������, la glycémie a 

augmenté significativement chez tous les rats (effet temps: p<10-6). Néanmoins, la 

concentration de glucose dans le sang au cours du OGTT était significativement 

inférieure chez les rats adultes (NGR1+VEH) par rapport aux rats âgés (NRG1+VEH) 

(effet âge : p=0.025; figure 31) et chez les rats traités à la NRG1 par rapport à ceux  

traités avec le VEH, indépendamment de leur âge (effet NRG1: p=0.005; figure 31). 

Aucune interaction temps, âge et  NRG1 n’a été observée.

1�2����=F����11�����3�0���0J�����0�	�2�N����0�27���������0�,�	�;����2��������	0������	02���0�	0��
�0��������������	0�����	���	��2��������9�E��3	����������9�E������	���	2��:�

Les rats adultes (n = 6) et âgés (n = 10) ont reçu une injection iv (veine caudale) de véhicule (VEH) ou NRG1 et une charge de 

glucose ���� ��. La glycémie dans les groupes NRG1 et VEH au cours de l'OGTT est représenté après soustraction de la 

concentration de référence (début du test). �
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En accord avec les résultats obtenus sur la cinétique glycémique, les AUC net 

glucose sont plus élevés chez les rats âgés, indépendamment du traitement (effet 

âge: p <10-6, Fig. 31). En revanche, les AUC net glucose sont inférieurs chez les rats 

traités avec la NRG1 comparés aux contrôles (effet NRG1: p = 0.002). Aucune

interaction (âge x NRG1) n’a été notée pour les AUC net.

1�2����=7���	���0���2�����������	0���+�2���

Les AUC net de la glycémie dans les quatre groupes sont calculées après soustraction de la concentration de référence pour 

chaque rat (début du test).Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes ± SEM.
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En parallèle, nous avons également exploré les niveaux plasmatiques d’insuline 

durant l’OGTT.

=:�:�:7���0���
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Il n'y avait aucune différence significative dans les taux d'insuline plasmatique à jeun 

entre les groupes (tableau 1). Après la charge de glucose ���� ��, les niveaux 

d'insuline plasmatique sont significativement augmentés tous groupes confondus 

(effet temps: p<10-6). Cependant, ils étaient plus élevés chez les animaux âgés que 

chez les rats adultes (effet âge: p = 0.019; figure33). Les niveaux d'insuline 

plasmatique ont tendance à être plus faibles chez les rats traités avec la NRG1 que 

chez les rats traités avec le VEH (effet NRG1: p = 0.054; figure 33). Aucune 

interaction significative entre le temps, l'âge et le traitement à la NRG1 n’a été 

observée. 

1�2����=����11�����3�0���0J�����0�	�2�N����0�27���������0�,�	�;��3�0����0����	��	��
���	��������
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Les rats adultes (n = 6) et âgés (n = 10) ont reçu une injection iv (veine caudale) de véhicule (VEH) ou NRG1 et une charge de 

glucose ���� ��. Le taux d’insuline plasmatique dans les groupes NRG1 et VEH au cours de l'OGTT est représenté après 

soustraction de la concentration de référence (début du test). Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes ± SEM.
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De même, les AUC net d'insuline étaient plus élevés dans le groupe âgé par rapport 

au groupe adulte (effet d'âge: p = 0,016, figure 2C.). En revanche, aucune différence 

significative dans les valeurs de l'AUC net d'insuline plasmatique n’a été observée 

entre les animaux traités avec la NRG1 et ceux traités avec le VEH (p = 0,07) même 

si une tendance à la diminution est observable; figure 2C). Aucune interaction 

significative (âge x NRG1) n’a été observée concernant les AUC net d'insuline.

1�2����==��	���0��������+�0����0����	��	��
�����0�	0���+�2���
Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes ± SEM.
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Pour explorer davantage le mécanisme par lequel la NRG1 peut influencer 

l'homéostasie du glucose au niveau systémique, des indices de résistance hépatique 

à l'insuline (HIRI) et de sensibilité musculaire à l'insuline (MISI) ont été calculés 

durant l’OGTT. Le HIRI était significativement plus faible chez les adultes et les 

animaux traités à la NRG1 comparés aux rats âgés et aux rats traités avec le VEH 

(p<10-4et p=0.034, respectivement) (Fig. 34A). Aucune interaction (âge x NRG1) n’a 

été observée. Le MISI n’était pas affecté par l'âge ou le traitement à la NRG1 (Fig. 

34B).
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(	) HIRI : indice hépatique de résistance à l’insuline (
) MISI (indice de sensibilité musculaire à l'insuline. Les valeurs sont 

représentées sous forme de moyennes ± SEM.
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Les mécanismes par lesquels la NRG1 peut influencer l'homéostasie du glucose ont 

été étudiés par l'évaluation, dans le foie et le muscle squelettique (gastroc), du 

niveau basal d’expression des récepteurs ErbB mais également par les ratios de 

phosphorylation (ErbB total / ErbB phosphorylé) 30min après l’injection (veine de la 

queue) de 50 μg.kg-1 NRG1 ou d’une solution saline. Les protéines clés de la 

signalétique en aval de la voie de signalisation ErbB (AKT, MAPK et PKCξ) ont 

également été évaluées.

�



=:=:7� �;����

Le niveau d'exp

le muscle sque

étaient 10 fois 

respectivement

dans le muscle

exprimé dans l

�

	�

ErbB1

ErbB3

ErbB4
�

��

1�2����=@��;�

0

1

2

3

N
iv

ea
ux

 d
'e

xp
re

ss
io

n 
d'

E
rb

B
3

(R
el

at
if 

au
 c

on
tro

le
)

����0�
	�	���������


pression basal des récepteu

elettique des rats adultes (F

et 2 fois plus élevées dans

t (Fig. 35B et C). A l’inverse

e squelettique que dans le 

e muscle squelettique et pre

Muscle Foie

3

4

�
�������0�
	�	��������

���	0���

Les valeurs sont représentées sous fo

�

Muscle Foie

*



��

rs ErbBs était différent dans 

Fig.35). Les quantités d’ErbB

s le foie que dans le muscle

e, le niveau d’ErbB4 était 2 f

foie (Fig. 35D). L’ErbB2 ét

sque totalement absent du fo


�

��

���2	�����0����0�������1��������	
orme de moyennes ± SEM.*  p<0.05

0
2
4
6
8

10
12

Muscle

N
iv

ea
ux

 d
'e

xp
re

ss
io

n 
d'

E
rb

B
1

(R
el

at
if 

au
 c

on
tro

le
)

0

1

2

Muscle

N
iv

ea
ux

 d
'e

xp
re

ss
io

n 
d'

E
rb

B
4

(R
el

at
if 

au
 c

on
tro

le
)

*

*

117

le foie et dans 

B3 et d’ErbB1 

e squelettique, 

fois plus élevé 

tait faiblement 

oie.

�

�

	���	������:�

Foie

Foie



118

=:=:�� ,����������20	���	���0�������	����

=:=:�:7��������������

��

Les ratios de phosphorylation des ErbBs dans les gastrocnémiens n’étaient pas 

significativement différents entre les rats traités avec la NRG1 ou le VEH. De plus, 

aucune différence significative n’a été observée entre les rats adultes et les rats âgés 

et aucune interaction (âge x NRG1) (Fig. 36B-E).
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Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes ± SEM.
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Les rapports de phosphorylation des protéines AKT (Ser473), P42/P44 MAPK 

(Thr202/Tyr204) et PKCξ (Thr410), trois kinases qui sont activées par la 

transactivation des récepteurs ErbBs, ne sont pas significativement affectés par 

l'injection de NRG1 (Fig. 37B-D). De même, la phosphorylation de l'AMPK n'a pas 

été modifiée suite à l'injection de NRG1 (données non présentées). De plus, des 

muscles de rat ���,�,� ont été incubés avec de la NRG1 ou de l'insuline. Alors que 

l'insuline stimule l'absorption du 2-désoxyglucose, la NRG1 n'a eu aucun effet 

(données non présentées).
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Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes ± SEM.

0

1

2

VEH NRG1 VEH NRG1

ADULTE AGE

R
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
A

kt
(R

el
at

if 
au

 c
on

tro
le

)
Effet NRG1 :p=0.423
Effet Age :p=0.893
Pas d'interactions

0

1

2

VEH NRG1 VEH NRG1

ADULTE AGE

R
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
PK

C
 z

et
a

(R
el

at
if 

au
 c

on
tro

le
)

Effet NRG1 : p=0.879
Effet Age :   p=0.873
Pas d'interactions

0

1

2

VEH NRG1 VEH NRG1

ADULTE AGE

R
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
p4

2/
p4

4
(R

el
at

if 
au

 c
on

tro
le

)

Effet NRG1 :p=0.685
Effet Age :p=0.638
Pas d'interactions



=:=:=� ,������

=:=:=:7������

L’injection de N

dans le foie (Fi

augmenté de f

rats traités ave

Fig. 38D). 

	�
V

ADUL

ErbB3-p

ErbB3
ErbB1-p
ErbB1

ErbB4-p

ErbB4

��

1�2����=C���11����

Ce récepteur p

nous avons en

0

1

2

VE

A

R
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
E

rb
B

1
(R

el
at

if 
au

 c
on

tro
le

)

E
E
P

�����20	���	���0�9��	

����������

��
NRG1 n’a pas affecté les rati

ig. 38B et C). Cependant, le

façon significative chez les a

ec le VEH, indépendammen

VEH NRG1
LTE AGE ADULTE AGE

�3�0���0J�����0�	�2�N����0�27����
���1��������	���	

Les valeurs sont représentées so

possédant de nombreux site

suite exploré la protéine Akt 

EH NRG1 VEH NRG1

ADULTE AGE

Effet NRG1 : p=0.916
Effet Age :    p=0.822
Pas d'interactions

	��
���

ios de phosphorylation d’Erb

 rapport de phosphorylation 

animaux traités en NRG1 pa

nt de leur âge (effet de NRG


�

��

�������	���������9���9��>�	���0�
	����������	2��:�
ous forme de moyennes ± SEM.

es de liaison à PI3K (Schulz

qui se situe en aval de cette

0

1

2

VEH NRG1 V

ADULTE

R
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
E

rb
B

4
(R

el
at

if 
au

 c
on

tro
le

)

Effet NRG1 : p=0.976
Effet Age :    p=0.712
Pas d'interactions

0
2
4
6
8

10
12
14

VEH NRG1 V

ADULTER
at

io
 d

e 
po

sp
ho

ry
la

tio
n 

d'
E

rb
B

3
(R

el
at

if 
au

 c
on

tro
le

)

Effet NRG1 : p=0.009
Effet Age :    p=0.599
Pas d'interactions

120

bB1 et d’ErbB4 

d’ErbB3 a été 

ar rapport aux 

G1: p = 0.009; 

������

���	0��

e et al, 2005), 

e protéine.

VEH NRG1

AGE

VEH NRG1

AGE



121

=:=:=:��,����������20	���	���0���0��	������	�����
La phosphorylation d’Akt a été augmentée après le traitement à la NRG1 dans les 

groupes adultes et âgés (effet de NRG1: p = 0.002). Ni effet âge, ni interaction effet 

âge x NRG1 n'a été observée (Fig. 39).

	� 
�
VEH NRG1

ADULTE AGE ADULTE AGE
Akt-p
Akt

1�2����=D���11����3�0���0J�����0�	�2�N����0�27����������	���������9���9��>�	���0��+	)���	0�����
1��������	���	����������	2��:�
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Dans le foie, la phosphorylation d’IRS1 sur ces résidus Ser307 et Ser638 n'a pas été 

augmentée par le traitement à la NRG1 (Fig. 40).
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Le but de cette étude était de déterminer si la voie de signalisation NRG1/ErbB 

influence le métabolisme du glucose à l’échelle systémique et si cet effet est 

dépendant de l'âge. Nos résultats indiquent que l'injection de NRG1 améliore en aigu 

la tolérance au glucose suite à une charge de glucose ������ quelque soit l’âge. De 

plus, on observe une amélioration de l’indice HIRI, obtenu à partir de l’OGTT après 

l'injection de NRG1. A l’inverse, le MISI reste inchangé. En outre, l'injection aigue de 

NRG1 a activé ErbB3 dans le foie, mais pas dans le muscle squelettique quel que 

soit l’âge. Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que l'injection aigue de 

NRG1 améliore le métabolisme du glucose ���,�,� chez des rats adultes et âgés. De 

plus, le foie semble être le tissu cible de la NRG1 permettant cette baisse des 

niveaux de glucose sanguin.

La voie NRG1/ErbB n’est pas activée au niveau musculaire

Le muscle squelettique est le tissu principalement impliqué dans la captation du 

glucose en situation postprandiale, et l'insulino-résistance du muscle squelettique est 

un élément clé de l’intolérance au glucose associée au diabète de type 2 (De Fronzo 

et Tripathy 2009). Par conséquent, l'augmentation de l'absorption du glucose par le 

muscle squelettique induite par la NRG1 est une hypothèse séduisante pour 

expliquer l'effet hypoglycémiant de la NRG1. Particulièrement compte tenu des

études précédentes réalisées ��� ,�
�� sur des cellules L6E9 (Suarez et al, 2001; 

Canto et al, 2004) montrant que la NRG1 augmente la captation du glucose de 

manière similaire et additive à l'insuline (Suarez et al, 2001; Canto et al, 2004). Cet 

effet est médié par la translocation du transporteur de glucose 4 (GLUT4) vers le 

sarcolemme via l’activation d’ErbB3 et sa signalétique intracellulaire dépendante de 

PI3K (Suarez et al, 2001; Canto et al, 2004).

A contrario, nos résultats ���,�,� sur l’indice MISI à partir de l’OGTT montrent qu’il 

n’est pas affecté par l’injection aigue de NRG1. Ceci suggère que le muscle 

squelettique n’est pas le tissu prioritairement impliqué dans l'effet hypoglycémiant de 

la NRG1 ��� ,�,�. En accord avec cela, l'analyse par western blot de la 

phosphorylation des ErbBs dans les échantillons de muscles squelettiques après une 

injection aigue de NRG1 n'a pas montré leur activation. En outre, AKT, p42/p44mapk 
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et PKCzeta, trois kinases impliquées dans la signalisation en aval des ErbBs, n’ont 

pas été activées lors de l'injection de NRG1. Nous avons également confirmé sur des 

échantillons ��� ,�,� de muscles squelettiques de rat que l’incubation avec de la 

NRG1 n’a pas augmenté l'absorption du glucose dans le muscle squelettique 

(données non représentées). 

Deux hypothèses pourraient expliquer cet écart entre nos résultats et les études 

précédentes menées ���,�
�� (Suarez et al, 2001; Canto et al, 2004). Tout d'abord, le 

muscle squelettique adulte ���,�,� peut réagir différemment de myoblastes en culture 

lors d’une exposition à la NRG1. A titre d’exemple, la NRG1 était capable d’activer 

AKT sur des cellules L6E9 en culture mais pas dans le muscle ���,�,� de jeunes rats 

(Canto et al, 2004). D’autre part, les récepteurs ErbBs sont faiblement exprimés dans 

le muscle squelettique de rongeurs adultes comparativement à des myoblastes 

C2C12 et des cellules L6E9 de rat (Huang et al, 2002). En outre, la constatation 

qu’ErbB1 et ErbB3 sont plus fortement exprimés dans le foie que dans le muscle 

squelettique renforce l'hypothèse que la faible expression de certains récepteurs 

ErbBs pourrait atténuer l’effet potentiel de la NRG1 dans le muscle squelettique. 

Enfin, nous avons traité nos animaux avec la protéine recombinante β2-NRG1 (Liu et 

al, 2006), alors que les myoblastes ont été incubées avec de la β1-NRG1 (Canto et 

al, 2004 ; Canto et al, 2006 ; Canto et al, 2007). Ainsi, il pourrait être supposé que 

dans le muscle squelettique, les récepteurs ErbBs sont moins sensibles à la forme 

β2 qu’à la forme β1 de la NRG1.

Le foie est le tissu cible de la NRG1

Contrairement à l’indice MISI, le HIRI a été amélioré par l'injection aiguë de NRG1 

chez les rats quel que soit leur âge. Ce résultat oriente vers une implication du foie 

dans l’effet hypoglycémiant de la NRG1. En effet, les valeurs du HIRI obtenues à 

partir de l’OGTT reflètent les variations de la glycémie et de l'insulinémie dans la 

phase précoce (0-30 min) après la charge de glucose. Or, il a été montré le rôle 

prépondérant du foie durant cette phase et donc la corrélation du HIRI avec la 

résistance à l'insuline hépatique (Abdul-Ghani et al, 2007). Très peu d'études ont 

exploré l'effet de NRG1 dans le foie.

Carter et al. ont montré dans les hépatocytes de rats que l'insuline entrave 

effectivement la fixation de la NRG1 sur ErbB3 et diminue l'expression de celui-ci par 
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la voie dépendante de PI3K (Carver et al, 1997). Inversement, la transactivation 

d’ErbB2 et ErbB3 induit une phosphorylation d’IRS-1 sur son résidu sérine. Ce 

mécanisme va inhiber la phosphorylation en tyrosine et diminue l’association d’IRS-1 

avec la sous-unité p85 de PI3K (Hemi et al, 2002). Plus récemment, Hemi et al. 

(2011) ont confirmé chez des souris ob/ob que la transactivation des récepteurs 

ErbBs, via p38MAPK, induit une phosphorylation d’IRS-1 en sérine (Hemi et al, 

2011). 

Partant de ces observations, l'hypothèse que la NRG1 pourrait améliorer la 

sensibilité à l'insuline hépatique est plutôt improbable. D'autre part, nous pourrions 

supposer que la NRG1 perturbe la signalisation de l'insuline au niveau hépatique. 

Cependant, les niveaux de phosphorylation d’IRS1 en Ser307 et Ser638 (deux 

résidus qui sont phosphorylés par l’activation des ErbBs dépendante de p38MAPK) 

ne sont pas augmentés chez les animaux traités avec de la NRG1. Par conséquent, 

la transactivation des récepteurs ErbBs pourrait déclencher des cascades de 

signalisation différentes en fonction du ligand, et l’activation de ces récepteurs par la

NRG1 ��� ,�,� ne porterait pas atteinte à la fonctionnalité d’IRS1. Pour compléter 

l’investigation de ce résultat, il serait approprié de réaliser une injection d’insuline 

après celle de NRG1 pour vérifier si la fonctionnalité d’IRS1 est préservée.

La voie de la NRG1 est activée dans le foie

Nos résultats montrent que l'injection de NRG1 induit une activation significative 

d’ErbB3 dans le foie, ce qui renforce l'hypothèse d’un effet hypoglycémiant de la 

NRG1 centré sur la fonction hépatique. Comme les autres récepteurs ErbBs ne sont 

pas phosphorylés et que le récepteur ErbB3 possède une kinase inactive (Guy et al, 

1994), nous suggérons que les injections de NRG1 pourraient favoriser la 

dimérisation du récepteur ErbB3 avec un autre ErbB possédant lui une kinase active 

responsable alors de la phosphorylation d’ErbB3 (transphosphorylation). Comme le 

récepteur ErbB1 est fortement exprimé dans le foie, le dimère ErbB1/ErbB3 est le 

plus probablement formé suite à l'injection systémique de NRG1. En effet, il a déjà 

été montré dans différentes lignées cellulaires que la NRG1 peut induire la 

dimérisation d’ErbB1 et ErbB3 et provoquer ainsi la phosphorylation d’ErbB3 sans 

celle d’ErbB1 (Khan et al, 2010; Frolov et al, 2007). Par ailleurs, l’observation d’un 

niveau de phosphorylation d’AKT augmenté dans le foie, suite à l'injection de NRG1, 
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conforte nos hypothèses et une signalétique cellulaire possible pour expliquer l'effet 

hypoglycémiant de la NRG1. En effet, AKT est un acteur majeur de l'inhibition 

insulinodépendante de la production de glucose hépatique, cet effet est permis par la 

modulation de l'expression des gènes codant pour des protéines de la 

néoglucogenèse (Whiteman et al, 2002). 

Les niveaux de glycémie plus bas observés chez les rats traités avec la NRG1 

pourraient également être liés à un effet de la NRG1 sur la sécrétion d'insuline par le 

pancréas. Cependant, contrairement à la NRG4, la NRG1 n’augmente pas la 

production d'insuline dans une lignée cellulaire CRI-G1 dérivée d’îlots de langerhans 

(Sud et al, 2013). A contrario, les niveaux d’insuline ont plutôt tendance à baisser 

durant l’OGTT après l’injection de NRG1 (Fig. 32 ; p=0.054).

Pas d’effet du vieillissement

Chez les humains et les rats, le vieillissement est associé avec une hausse des 

niveaux de glucose et d'insuline durant un OGTT (Davidson 1979; Curry et al, 1984). 

Ce phénomène a été attribué en partie au développement d’une résistance 

systémique à l’insuline durant le vieillissement (Kalyani et Egan 2013). Dans notre 

étude, comme attendu, les niveaux de glucose et d'insuline sont plus élevés dans le 

groupe âgé pendant l’OGTT. Cependant, aucune interaction n’a été observée entre 

l’âge et la réponse glycémique ou insulinémique suite à l’injection de NRG1. Ainsi, si 

le traitement à la NRG1 montre un effet hypoglycémiant lors de l’OGTT, celui-ci n’est 

pas affecté par la différence d’âge des animaux. Ceci est confirmé au niveau 

cellulaire, où l'injection de NRG1 a augmenté la phosphorylation de l’ErbB3 et d’AKT 

dans le foie de manière similaire chez les rats adultes et âgés. La signalétique de 

l'insuline dans le foie est progressivement altérée durant le vieillissement. Le 

maintien de l’activité hypoglycémiante de la NRG1 chez des rats âgés (22 mois) 

suggère un potentiel thérapeutique prometteur sur ce type de population. 

Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que des animaux plus âgés 

pourraient présenter certaines altérations dans la signalisation NRG1/ErbB.
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Conclusion

Cette étude montre que l'injection aigue de NRG1 améliore la tolérance au glucose 

pendant un OGTT chez des rats adultes et âgés (22 mois). L’effet hypoglycémiant de 

la NRG1 semble impliquer le foie mais pas le muscle squelettique. La NRG1 n'a pas 

augmenté le niveau de phosphorylation des ErbBs dans le muscle squelettique,

tandis que la phosphorylation d’ErbB3 et d’AKT ont été induites de manière 

significative dans le foie. Enfin, aucune interaction entre âge et effet du traitement à 

la NRG1 n’a été notée concernant les réponses à l’OGTT et les différentes 

signalétiques intracellulaires hépatiques. Ces résultats indiquent donc que la NRG1 

pourrait être une cible thérapeutique très intéressante dans un contexte de 

résistance à l'insuline chez des rats jeunes ou présentant les premières perturbations 

attribuables au vieillissement. D'autres expérimentations sont nécessaires pour 

déterminer précisément les rôles respectifs des nombreuses isoformes de NRG1 

dans la régulation de l'homéostasie du glucose. De plus, la question des effets 

chroniques de la NRG1 sera complémentaire des résultats que nous avons obtenu 

en aigue. En effet, nous avons réalisé un protocole chez des souris normo-

pondérées ou obese diabétique de type 2 (db/db) et nous avons observé une 

réduction de la prise alimentaire concomitante d’une réduction du niveau de leptine 

uniquement dans le groupe normo-pondérée. Le même type d’investigation sur des 

animaux âgés serait très intéressant à réaliser.
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ETUDE 2 : CONTRACTION MUSCULAIRE �'�
E�E< ET ACTIVATION DE LA VOIE 

NRG1/ERBB : EFFET DU VIEILLISSEMENT.
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L’ensemble des altérations physiologiques liées à l’âge se traduisent par une atteinte 

fonctionnelle et un risque accru de mortalité (Pae et al, 2012). L’un des principaux 

symptômes, observables en clinique, est la « Sarcopénie ». Ce terme, proposé en 

1989 par Rosenberg, définit la perte de masse musculaire spécifiquement liée à l’âge 

(Rosenberg 1997) mais il a été étendu à la perte de force musculaire. Cette atrophie 

n’est toutefois pas le seul facteur de déficit fonctionnel. En effet, une observation 

histologique du tissu musculaire âgé révèle des inclusions lipidiques et une fibrose, 

dont les origines sont intimement liées à la dérégulation métabolique globale, liée à 

l’âge (Narici et Maffulli, 2010). Celle-ci inclut notamment une insulino-résistance, un

stress oxydant et des processus inflammatoires (De Tata et al, 2014 ; Narici et 

Maffulli, 2010).

La recherche de solutions thérapeutiques pour lutter contre la sarcopénie se doit de 

prendre en compte le caractère plurifactoriel de ce type de pathologie. La NRG1 est 

une protéine dont l’expression ainsi que les actions sont relativement ubiquitaires 

(Falls 2003). Ce facteur de croissance connu pour ses propriétés neurotrophiques et 

myogéniques pourrait donc constituer une voie d’investigation prometteuse dans la 

lutte contre l’atrophie liée à l’âge. En effet, la NRG1 a démontré sa capacité à induire 

la protéosynthèse sur des cardiomyocytes isolés (Cote et al, 2005) ainsi que sur des 

cellules musculaires C2C12 et du diaphragme de rat (Hellyer et al, 2006).De plus, il a 

été établi que les nerfs périphériques provenant d'animaux âgés présentent des 

irrégularités morphologiques et fonctionnelles importantes (Melcangi et al, 2011). Or, 

la NRG1 a été utilisée avec succès dans le traitement de maladies 

neurodégénératives chez l’animal (Marchionni et al, 1999 ; Fledrich et al, 2014). 

Aussi son potentiel thérapeutique pourrait également se situer à ce niveau. 

La NRG1 est de plus impliquée dans la régénération de la jonction neuromusculaire 

(JNM) (Fricker et al, 2011). Ceci pourrait être d’un intérêt substantiel dans la mesure 

où la JNM se fragmente durant le vieillissement du fait d’une régénération imparfaite 

(Li et al, 2011). De même, une diminution du nombre de cellules satellites et/ou une 

perte de la fonctionnalité de celles-ci est constatée durant le vieillissement 

(Chakkalakal et Brack, 2012), alors que la NRG1 est fortement exprimée dans les 
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cellules satellites et les motoneurones durant la régénération musculaire chez 

l’animal adulte (Hirata et al, 2007).

Ces données convergent pour suggérer un rôle important de la NRG1 dans les 

processus de régénération. Parallèlement à cela, des études ���,�
�� ont montré que 

la NRG1, en traitement chronique, induit une biogénèse mitochondriale et augmente 

ainsi la sensibilité à l’insuline (Canto et al, 2004 ; Canto et al, 2007). Or, on observe 

une baisse significative de la masse mitochondriale avec l'âge (Welle et al, 2003) qui 

pourrait en partie participer au déclin de la protéosynthèse musculaire chez les 

personnes âgées (Drummond et al, 2008).

L’activité physique, en force ou en endurance, a bien montré ses effets positifs sur la 

sarcopénie et notamment par le biais de la biogénèse mitochondriale (Forbes et al, 

2012). Tous les mécanismes cellulaires impliqués ne sont pas connus mais un grand 

nombre de facteurs de croissance produits lors de l’exercice physique pourraient 

participer à ces améliorations (Pedersen et Febbraio, 2012). La NRG1 pourrait 

intervenir à ce niveau. En effet, cette protéine semble libérée lors d’un exercice 

physique (Lebrasseur et al, 2003) via un mécanisme dépendant du calcium (Canto et 

al, 2006). En outre, il a été montré une augmentation de l’expression d’ErbB3, un 

récepteur de la NRG1, lors d’un entrainement chronique de type renforcement 

musculaire (Lebrasseur et al, 2005).La NRG1 serait donc un acteur potentiel 

participant aux effets bénéfiques de l’exercice physique. Elle exercerait alors des 

fonctions hypertrophiques, neurotrophiques et stimulatrices de la régénération. 

Compte tenu de l’ensemble de ces éléments, l’étude de la NRG1 dans un contexte 

de vieillissement musculaire apparaît très intéressante. Nous avons souhaité 

explorer deux hypothèses dans cette étude. D’une part, le vieillissement pourrait 

altérer la voie de la NRG1, au repos, dans le muscle sarcopénique ce qui expliquerait 

une partie des dysfonctions musculaires observées avec l’âge. D’autre part, le 

vieillissement pourrait altérer la capacité du muscle squelettique à libérer la NRG1 

durant la contraction ce qui participerait à la moindre protéosynthèse observée suite 

à un exercice de renforcement musculaire chez certaines personnes âgées (Fry et al, 

2011).

�
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Des rats âgés (n=5 ; 22 mois) et adultes (n= 6 ; 6 mois) ont été utilisés pour cette 

étude. Les animaux ont été soumis à un protocole d’électrostimulation sur des 

muscles fléchisseurs plantaires de l’une des deux pattes. Les rats ont été 

euthanasiés immédiatement après l’exercice et les muscles ont été prélevés en vue 

des analyses biochimiques. Les muscles de la patte non stimulée ont été utilisés 

comme contrôles.

�
��9��	���������������;������0�	�����������������	���0����	0	�>���
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Les détails techniques et méthodologiques relatifs aux animaux (p93) et à leur 

euthanasie (p99), à l’électrostimulation (p97) et enfin aux expérimentations 

biochimiques (p100) sont explicités dans la partie +JKD �D;�DK�+DKA<%D� de ce 

manuscrit.

• L’indice de clivage de la NRG1 a été calculé selon la formule: Indice de 

clivage = forme 45kda/ (forme 115 kda + forme 45 kda).

• L’indice de clivage a été calculé selon la formule: Indice de clivage = forme 

80kda / (forme 180 kda + forme 80 kda).

=� �L����	���

Nous avons tout d’abord exploré l’effet de l’âge sur l’expression des protéines de la 

voie NRG1/ErbBs ainsi que le clivage de la NRG1 à l’état basal. Nous avons réalisé 

pour cela une analyse de l’expression de la NRG1 dans le muscle squelettique de 

rats adultes et âgés au repos (Fig.41).

=:7� �;�������0�������,	2������	�0�27��	0������������

�
�������
���	��������

Nous n’avons observé aucune variation significative ni de l’expression (Fig. 41; B-D), 

ni du clivage (Fig. 41; E) de la NRG1 dans le muscle squelettique avec l’âge.



133

	� 
�

�

��

�

��

�

��

�
1�2����?7���;�������0�����	�0�27��	0�������������
�������
����2	�����0����0 �����	���	�������

���	2��:�
Les valeurs sont représentées comme suit : moyenne ± SEM.

�

0

1

2

ADULTE AGE

N
iv

ea
u 

d'
ex

pr
es

si
on

N
R

G
1 

45
 k

da
 

(U
ni

té
s a

rb
itr

ai
re

s)

0

1

2

ADULTE AGE

N
iv

ea
u 

d'
ex

pr
es

si
on

N
R

G
1 

11
5 

kd
a 

(U
ni

té
s a

rb
itr

ai
re

s)

0

1

2

ADULTE AGE

N
iv

ea
u 

d'
ex

pr
es

si
on

N
R

G
1 

70
 k

da
 

(U
ni

té
s a

rb
itr

ai
re

s)

0

1

2

ADULTE AGE

In
de

x 
de

 c
liv

ag
e 

N
R

G
1

(U
ni

té
s a

rb
itr

ai
re

s)



134

=:�� �;�������0����	���,	���0�������

=������

?��	0��
�����������
�������
���	��������

Ensuite, nous avons réalisé une analyse de l’expression des ErbB3 et ErbB4 dans le 

muscle squelettique de rats adultes et âgés (Fig.42). De même que pour la NRG1, 

aucune variation significative n’a été observée sur l’expression des récepteurs ErbB3 

et ErbB4 (Fig. 42 ; B-C). Le niveau de phosphorylation basal de ces protéines était 

également similaire entre les deux groupes (Fig. 42 ; D-E).
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Nous n’avons pas observé ni d’effet âge, ni d’effet contraction sur le clivage de la 

NRG1 (Fig. 43 ; B). Compte tenu des publications antérieures (Lebrasseur et al, 

2003 ; Canto et al, 2006), le clivage de la NRG1 par la contraction était l’un des 

éléments clé de nos hypothèses. Les résultats ci-dessous ont donc nécessité une 

réorientation scientifique de nos travaux d’étude.
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Lors des analyses biochimiques des échantillons de muscle squelettique 

électrostimulés de rats adultes et âgés, nous n’avons pas trouvé d’activation des 

récepteurs ErbBs au poids moléculaire de 180kda (Fig. 44 ; A). Cependant, nous 

avons observé un fragment d’ErbB4 fortement phosphorylé au poids moléculaire de 

80 kda (Fig. 44 ; A). Nous avons donc calculé un indice de clivage de la forme 

phosphorylée d’ErbB4 sur le même principe celui du clivage de la NRG1 (Fig. 44 ; B).

Nous avons observé une interaction entre effet âge et effet de la NRG1 sur 

l’apparition d’un fragment d’ErbB4 phosphorylé à 80kd. Nous avons donc réalisé un 

test post-hoc et le clivage d’ErbB4 n’était significatif que dans le groupe Adulte (Fig.

44 ; B). Le récepteur ErbB4 est le seul récepteur de cette famille de protéine à 

pouvoir libérer un fragment soluble dans le cytosol et ce fragment a été rapporté pour 

être de 80kda (Ni et al, 2001).
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L’expression musculaire des différentes protéines du complexe γ-sécrétase est 

différentiellement affectée par le vieillissement (Fig. 47). Les protéines Nicastrin et 

APH-1 ne montrent pas de variation de leur expression avec l’âge dans le muscle 

squelettique (Fig. 47 ; D et F). A l’inverse, on observe une augmentation de 

l’expression des protéines Presenilin 1, Presenilin 2 et PEN-2 dans le muscle 

squelettique des rats âgés (Fig. 47 ; B, C et E).�
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La NRG1 est un facteur de croissance possédant des propriétés essentielles durant 

le développement cardiaque, nerveux et musculaire connues de longue date (Falls 

2003). Cette protéine a également montré des fonctions dans la régénération du 

tissu musculaire et du tissu nerveux (Hirata et al, 2007 ; Fricker et al, 2011) ainsi que 

des propriétés hypertrophiques dans les cellules musculaires (Hellyer et al, 2006). 

Récemment, sur culture de cellules musculaires, il a aussi été rapporté une 

stimulation de la biogénèse mitochondriale permettant une augmentation de la 

sensibilité à l’insuline (Canto et al, 2007). L’ensemble de ces rôles semble très 

intéressant dans le contexte de la sarcopénie qui se caractérise justement par des 

atteintes de la trophicité musculaire, du système nerveux périphérique, de la capacité 

de régénération et de la fonction mitochondriale (Narici et Maffulli, 2010). Pourtant 

aucune donnée n’a été publiée, à notre connaissance, sur le lien entre NRG1 et 

vieillissement musculaire.

Au repos, la voie NRG1/ErbB ne varie pas avec l’âge dans le muscle 
squelettique.

Nous nous sommes donc posé la question de l’influence du vieillissement sur la 

l’activité de la voie NRG1/ErbB dans le muscle squelettique. Or, la NRG1 est une 

protéine transmembranaire dont le fragment bioactif EGF est rendu soluble par 

clivage (Falls 2003). Nous avons donc analysé l’expression et le clivage de la NRG1 

dans le muscle squelettique de rats adultes (6 mois) et âgés (22 mois). Nous avons 

détecté trois signaux reproductibles de NRG1 à 115kd, 70 kd et 45kd  par western 

blot (Figure 41). Nous avons réalisé la quantification de l’ensemble de ces signaux 

que nous avons identifiés comme étant l’expression basale de NRG1.

La plupart des isoformes de NRG1 ont un poids moléculaire prédit d’environ 70kd 

(Uniprot.org). Toutefois, probablement du fait de mécanismes post-traductionnels, la 

plupart des publications rapportent un poids moléculaire de 90kd (Freese et al, 

2009 ; Ritch et al, 2005) ou encore plus fréquemment de 115kd (Cote et al, 2005 ; 

Kuramochi et al, 2004 ; Livanainen et al, 2011 ; Lemmens et al, 2006 ; Hirata et al, 

2007 ; Safa et al, 2011 ; Wang et al, 2001) lors des analyses par western blot. Ces 

signaux sont alors associés aux formes totales de la NRG1 dites pro-NRG1. Certains 
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auteurs ont également détecté des bandes à 130kd (Wang et al, 2001 ; Marballi et al,

2012) mais il semble que celle-ci représente la forme totale de la NRG1 de type 3 

possédant le domaine CRD (cf. Fig. 4 ; p13). 

La question du signal à 70kd est plus débattue, certains auteurs décrivent cette 

bande comme étant la forme clivée de la NRG1 de type 3 (Wang et al, 2001 ; 

Marballi et al, 2012 ; Fleck et al, 2013) ou d’une forme à 90kd (Ritch et al, 2005). A

contrario, dans des cellules transfectées, la bande à 70kd s’est aussi révélée être la 

forme totale de la NRG1 de type 1 (Luo et al, 2011). A l’heure actuelle il est donc 

encore difficile de conclure sur la nature réelle de ce signal à 70kd.

A l’inverse, dès les premières publications dans les années 1990, le fragment soluble 

de la NRG1, capable d’activer les récepteurs ErbBs, a été détecté à 40-45kd (Peles 

et al, 1992 ; Falls et al, 1990). De plus, un certain nombre de publications ont 

identifié ce fragment comme étant la résultante du clivage de la forme à 115kd 

(Wang et al, 2001 ; Kuramochi et al, 2004). Enfin, une forme d’environ 40kd de la 

NRG1 est retrouvée au niveau plasmatique (Moondra et al, 2009).

Compte tenu de ces éléments, nous avons déterminé un indice de clivage au moyen 

des fragments 115kd et 45kd. Toutefois, nous n’avons observé aucun effet de l’âge 

sur l’expression de la NRG1 ou sur son indice de clivage (Fig. 41). Nos résultats 

semblent donc indiquer qu’à l’état basal la voie NRG1/ErbB n’est pas modulée chez 

le rat âgé au niveau du gastrocnémien.

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons également analysé l’expression et 

l’activation des récepteurs ErbB3 et ErbB4 (Fig. 42). L’activation de ces deux

récepteurs par la NRG1 dans le muscle squelettique a été démontré à plusieurs 

reprises (Suarez et al, 2001 ; Lebrasseur et al, 2003 ; Canto et al, 2004 ; Lebrasseur 

et al, 2005 ; Hellyer et al, 2006 ; Canto et al, 2006). Toutefois, nous n’avons trouvé 

aucune augmentation ni de l’expression (Figure 42, B et C) ni de l’activation (Fig. 42, 

D et E) de ces deux récepteurs dans le muscle squelettique des rats âgés.

L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure à une absence d’effet du 

vieillissement sur la voie NRG1/ErbB au repos. Toutefois, une limitation de notre 

étude était une atteinte pathologique modérée. En effet, le modèle animal de 

vieillissement utilisé pour notre étude correspond à un âge humain d’environ 60 ans 
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(Andreollo et al, 2012) ce qui marque le début du processus. Il est possible qu’un 

âge plus avancé puisse être à même de moduler la signalétique NRG1/ErbB au 

repos.

Clivage de la NRG1 lors de la contraction musculaire.

Les activités protéolytiques agissant sur la pro-NRG1 peuvent être régulées 

positivement et provoquer l'effusion de NRG1 solubles lors d’un stress physiologique 

(Diaz-Rodriguez et al, 2000). L’exercice physique figure parmi les stimuli à même 

d’induire un clivage de la NRG1 et une phosphorylation consécutive de ses 

récepteurs (Lebrasseur et al, 2003). Le mécanisme a été étudié ���,�
�� et serait lié à 

la libération de calcium au niveau intracellulaire (Canto et al, 2006) ou au stress 

mécanique (Ennequin et al, 2015). De plus, l’exercice chronique en résistance est 

capable d’augmenter l’expression du récepteur ErbB3 chez l’homme (Lebrasseur et 

al, 2005). Notre équipe a également confirmé la capacité de l’exercice chronique à 

moduler la voie de la NRG1 chez des rats rendus obèses (Ennequin et al, 2015). En 

effet, chez les rats soumis à un entrainement en endurance, nous avons observé une 

augmentation du clivage de la NRG1 associée à une augmentation de l’activité de la 

métallopréase ADAM17.

Or, le vieillissement est caractérisé par une moindre réponse aux stimuli anaboliques 

(Fry et al. 2011 ; Guillet et al. 2004) ainsi qu’une moindre capacité de régénération 

des fibres musculaires et des JNM (Li et al. 2011 ; Fry et al. 2015). Le potentiel 

neurotrophique et myogénique de la NRG1 étant dépendant de son clivage 

protéolytique, nous avons donc émis l’hypothèse que le vieillissement pourrait inhiber 

le clivage de la NRG1 induit par l’exercice physique. Nous avons donc soumis des 

rats adultes et âgés à un protocole d’électrostimulation comme modèle d’exercice de 

renforcement musculaire.

Nous avons été surpris de ne constater aucun clivage de la NRG1 induit par l’activité 

contractile chez les rats adultes (Figure 44), ce qui est en désaccord avec les 

précédentes publications sur le sujet (Canto et al, 2006 ; Lebrasseur et al, 2003). Le 

postulat de départ étant un clivage de la NRG1 induit par la contraction, nous avons 

procédé à un grand nombre de vérifications en laboratoire. 
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Nous avons tout d’abord testé plusieurs types de protocole d’exercice en plus de 

l’électrostimulation, nous avons soumis des rats à des sessions d’exercice en 

endurance et de renforcement musculaire (Dispositif développé au laboratoire ; Lac 

et Cavalie, 1999).Aucune des ces modalités d’exercice n’a produit de clivage de la 

NRG1. Toutefois, Lebrasseur et al (2003) avaient présenté des résultats légèrement

divergents selon les types musculaires (EDL, Soleus) avec notamment une 

expression nettement supérieure d’ErbB3 dans l’EDL. Dans un second temps, nous 

avons donc procédé aux mêmes analyses sur différents types de muscles ayant tous 

été sollicités durant les sessions d’exercice (EDL, Gastrocnémien, soleus, tibialis, 

vastus lateralis). Enfin, nous avons exploré la piste biochimique et avons testé six 

anticorps différents sur nos échantillons, en choisissant des cibles moléculaires de la 

protéine différentes pour chaque anticorps. 

Compte tenu de l’étendue des travaux réalisés sans parvenir à obtenir un clivage de 

la NRG1 liée à la contraction, nous avons entamé un échange scientifique avec 

l’équipe ayant publié ces résultats (Lebrasseur et al, 2003). Il nous a été confirmé la 

difficulté à reproduire ces résultats. 

En effet, après obtention de nos résultats, nous avons été intrigués par l’observation 

d’une forme protéique à 185kd dans l’étude de Lebrasseur et al (2003), celle la 

même qui serait clivée pour libérer le fragment soluble. Or, comme nous l’avons 

précisé la plupart des études rapportent un poids moléculaire de 115kd pour la forme 

totale (Hirata et al, 2007 ; Kuramochi et al, 2004 ; Lemmens et al, 2011). En outre, la 

plupart des isoformes ont un poids moléculaire prédit d’environ 70kd (Uniprot.org), 

aussi même si de nombreuses modifications post-traductionnelles sont possibles il 

parait peu probable d’atteindre le poids de 185kd. Egalement, l’un des signaux 

désigné comme une forme clivée, dont l’augmentation attestait de l’effet contractile, 

était désignée à 115kd. 

De notre point de vue, les résultats de Lebrasseur et al. (2003) sont le produit d’une 

erreur méthodologique et il n’y a pas de clivage de la NRG1 au niveau musculaire 

selon le modèle présenté. Nous sommes confortés en cela par la publication plus 

récente de cette même équipe (Lebrasseur et al, 2005), puisque le profil biochimique 

de la NRG1 ne montre plus une forme de haut poids moléculaire à 185kd mais a 

110kd.
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La deuxième publication à avoir montré un effet aigu de la contraction est celle de

Canto et al (2006) qui décrive un clivage de la NRG1 dépendant de la libération de 

calcium intracellulaire dans des strips de muscles ��� ,�,� de très jeunes rats (2 

mois). Cependant, ceci a été obtenu par incubation des muscles au moyen de 

caféine, aucune donnée directe entre contraction et clivage de la NRG1 n’est fournie

dans la publication. Par ailleurs, la NRG1 active ErbB3 dans cette étude mais pas la 

contraction musculaire ce qui semble suggérer un mécanisme d’activation différent.

La contraction musculaire induit un clivage d’ErbB4.

Notre hypothèse initiale était une moindre activation de la voie NRG1/ErbB 

par la contraction musculaire chez les rats âgés. Nous avons donc analysé la 

phosphorylation des récepteurs ErbBs suite à la contraction musculaire 

(Figure 44). Ce faisant, nous avons obtenu un résultat relativement inattendu  

dans le muscle squelettique. En effet, malgré une absence de clivage de la 

NRG1 nous avons observé un effet de la contraction sur ErbB4 (Figure 44 ; 

A).

En effet, nous avons observé un signal de phosphorylation à 80kd au lieu des 

180kd attendu (Figure 44). Si ce type de signaux n’avait jamais été observé 

auparavant au niveau du muscle squelettique, il est bien connu dans d’autres 

types de tissu. En effet, ErbB4 peut subir un double clivage extra puis 

intracellulaire et libérer son extrémité C-terminale au niveau cytoplasmique  

(Sanderson et al, 2006). Ce fragment soluble cytoplasmique (ICD) a été largement 

décrit à un poids moléculaire d’environ 80kd qui peut agir directement au niveau 

nucléaire comme une protéine chaperonne (Ni et al, 2001 ; Komuro et al, 2003 ; 

Williams et al, 2004). La contraction musculaire serait donc à même d’induire un 

clivage du récepteur ErbB4, indépendamment de la libération de NRG1, et de 

moduler par ce biais l’activité transcriptionnelle comme cela a été montré pour 

d’autres mécanismes (Higa-Nakamine et al, 2012).De plus, après traitement des 

échantillons avec le peptide immunogène pour ErbB4, nous avons observé une 

extinction du signal en western blot. Combiné au fait que le poids moléculaire 

correspond à celui décrit dans la littérature, cela nous renforce dans l'hypothèse que 

le signal visualisé correspond bien à la forme clivée de l'ErbB4
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Les rôles physiologiques de l’ICD d’ErbB4 restent encore largement à élucider et à 

ce jour pratiquement aucune donnée n’est disponible sur le muscle squelettique. Une 

seule étude s’est intéressé à ce thème et a révélé que la forme non clivable, JM-a, 

est très majoritaire dans ce tissu (Veikkolainen et al, 2011).

Nous savons que l’adressage nucléaire de l’ICD d’ErbB4 a été rapportée pour 

permettre son association avec d'autres facteurs de transcription tels qu’ERα et 

Stat5, ou des corégulateurs transcriptionnels comme YAP, WWOX, ETO2, le 

complexe TAB2/N-CoR et les ubiquitine ligases Itch et Mdm2 (Wong et Weickert. 

2009 ; Williams et al,2004 ; Aqeilan et al,2005 ; Sardi et al, 2006 ; Linggi et al, 2006 ; 

Omerovic et al, 2007; Arasada et Carpenter, 2005). Cette activité transcriptionnelle 

d’ErbB4 joue un rôle dans l’astrogénèse (Sardi et al, 2006), la différentiation des 

cellules mammaires (Jones et al, 2008), la maturation des oligodendrocytes (Lai et 

al, 2004) ou encore la régulation de l’activité de p53 (Arasada et Carpenter, 2005). 

Une étude a également rapporté la présence de ce fragment au niveau mitochondrial 

(Naresh et al, 2006), ce qui laisse supposer de potentiels rôles dans le métabolisme 

énergétique. 

A ce stade, il est toutefois difficile de transposer l’ensemble de ces résultats à la 

physiologie musculaire pour en déduire le rôle du clivage d’ErbB4 que nous avons 

observé.

Cependant, les tissus et différentes lignées cellulaires de cancer semblent exprimer 

principalement les isoformes d’ErbB4 clivables (Veikkolainen et al, 2011). En outre, 

un anticorps monoclonal mAb 1479, qui cible spécifiquement une isoforme de la 

forme clivable JMa-ErbB4, a été montré comme supprimant la croissance de cellules 

de cancer du sein ��� ,�
��� (Hollmén et al, 2009). L’ensemble de ces données 

supporte un rôle de l’ICDd’ErbB4 dans la prolifération et/ou la survie cellulaire. 

L’exercice physique est un stimulus à même d’induire un processus régénératif

nécessitant une prolifération cellulaire, notamment dans les cellules satellites. Or, Liu 

et al (2010) ont observé que TIMP3 était un régulateur négatif de la myogenèse dans 

des cellules C2C12 (Liu et al, 2010). Nous émettons donc l’hypothèse que l’inhibition 

liée à l’âge du clivage d’ErbB4 pourrait être impliquée dans la baisse de la capacité 

régénérative observée dans le muscle âgé (Li et al, 2011).



148

Effet du vieillissement sur le clivage d’ErbB4 durant la contraction.

Outre notre observation de l’apparition d’un fragment d’ErbB4 à 80kd chez les rats 

adultes, nous avons également observé un effet âge sur ce processus (Figure 44). 

L’indice de clivage d’ErbB4 n’a pas montré de modification chez les rats âgés (Figure 

44 ; B). Bien que notre hypothèse de départ ciblant la NRG1 se soit révélée inexacte, 

le processus de vieillissement semble bel et bien altérer l’effet de la contraction 

musculaire sur ErbB4.

Afin de comprendre l’origine de cette altération liée à l’âge, nous avons exploré les 

protéines associées au mécanisme de clivage de l’ErbB4. Au niveau extracellulaire il 

a été montré l’implication d’ADAM17 et, au niveau intracellulaire, celle du complexe 

γ-sécrétase (Sanderson et al, 2006).

Effet du vieillissement sur l’expression et la fonction d’ADAM17 dans le 
muscle squelettique au repos.

Nous avons quantifié l’expression d’ADAM17 dans le muscle squelettique de 

rats adultes et âgés au repos (Figure 45). Cette exploration a révélé une 

diminution de l’expression d’ADAM17 chez les rats âgés (Figure 45 ; B). Cette 

observation constitue un premier élément explicatif pour la diminution de 

clivage d’ErbB4 chez les rats âgés. Toutefois, la diminution de l’expression 

d’ADAM17 n’était que d’environ 50% avec l’âge (Figure 45 ; B). Or, le clivage 

d’ErbB4 était totalement absent dans le groupe âgé. Nous avons donc émis 

l’hypothèse qu’un ou plusieurs autres facteurs complémentaires seraient à 

l’origine de l’abrogation complète du clivage d’ErbB4. 

Compte tenu du processus de double clivage nécessaire à la libération du 

fragment cytosolique d’ErbB4, nous avons envisagé deux possibilités. Tout 

d’abord, une modulation par l’âge de facteurs régulant l’activité protéolytique 

d’ADAM17. Deuxièmement, le complexe γ-sécrétases responsable du clivage 

intracellulaire pourrait lui aussi être affecté par le vieillissement.

La protéine TIMP3 est un inhibiteur endogène des métalloprotéases de la 

famille ADAM, son extrémité N-terminale est capable de former un complexe 

avec le domaine catalytique d’ADAM17 (Wisniewska et al, 2008). De plus, la 

régulation de TACE par TIMP3 semble impliquée dans le développement de 
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l’insulino-résistance musculaire (Monroy et al, 2009) qui est un des facteurs 

d’atrophie musculaire avec l’âge.

Nous avons donc quantifié l’expression de TIMP3 dans les muscles des rats 

âgés et adultes (Figure 46). Nos résultats ont montré une augmentation de 

près de 60% de TIMP3 (Figure 46 ; B). Cette augmentation de TIMP3, 

associée à la diminution d’ADAM17 et pourrait expliquer l’absence de clivage 

d’ErbB4 chez les rats âgés. Ce type d’effet de l’âge a déjà été rapporté pour 

TIMP3. En effet, l’expression de TIMP3 après un trauma cérébral n’augmente 

que chez des souris âgées comparativement à des souris adultes (Sandhir et 

al, 2014). Toutefois, TIMP3 est un facteur anti-inflammatoire dont la hausse 

de l’expression est observée suite à une restriction calorique dont les effets 

positifs sont maintenant bien connus (Swindell et al, 2009).

L’activité d’ADAM 17 pourrait être un facteur limitant du clivage d’ErbB4.

Afin de compléter notre investigation de la modulation du mécanisme de 

clivage d’ErbB4, nous avons également étudié les γ-sécrétases responsables 

du clivage intracellulaire d’ErbB4 (Ni et al, 2001). Contrairement à ce que 

nous pouvions attendre, nous n’avons observé aucune diminution de 

l’expression des protéines du complexe γ-sécrétase (Figure 7). A contrario, 

nous avons même observé une augmentation de la présence des Presenilin 1 

et 2 ainsi que de la PEN-2 (Figure 7 ; B, C et E). L’expression des γ-

sécrétases n’avait jamais été investiguée dans le muscle âgé mais une telle 

surexpression a été observée dans le muscle de patients atteints de myosite 

sporadique à inclusions, une myopathie acquise d’apparition très tardive 

(Nogalska et al, 2012). Cette hausse de l’expression de certaines γ-

sécrétases pourrait donc avoir, soit un rôle délétère sur le muscle âgé 

indépendamment de toute interaction avec la voie NRG1/ErbB, soit un rôle 

compensatoire lié à la baisse de l’activité d’ADAM17.

Nos résultats suggèrent donc que, chez le rat âgé, le clivage d’ErbB4 induit 

par la contraction semble limité par l’activité musculaire d’ADAM17. Notre 

étude suggère également que l’activité des γ-sécrétases serait dépendante de 

l’action préalable d’ADAM17 sur ErbB4. Cependant cette hypothèse est 

remise en question par une étude récente montrant une indépendance des 
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deux phénomènes au cours de la différenciation de cellules pulmonaires 

(Fiaturi et al, 2014). D’autres études sont donc nécessaires pour statuer sur 

ce mécanisme et déterminer en particulier la variabilité inter-tissulaire.

Conclusion

Cette étude a montré qu’une contraction musculaire ���,�,� chez le rat n’induit pas de 

clivage de la NRG1 et cela contrairement aux études antérieures (Canto et al, 2006 ; 

Lebrasseur et al, 2003). Cependant, nous avons observé un clivage d’ErbB4 suite au 

protocole d’électrostimulation. De plus, le fragment détecté correspondait, par son 

poids moléculaire, au produit d’un mécanisme de solubilisation du domaine 

intracellulaire d’ErbB4 d’ores et déjà décrit dans la littérature.

Parallèlement à cette observation, nous avons également montré que le 

vieillissement bloque la libération de ce fragment. L’exploration du mécanisme nous 

a permis de révéler que la baisse de l’activité d’ADAM17, responsable du clivage 

extracellulaire, est possiblement responsable de ce phénomène.

Toutefois, aucune étude n’a été réalisée jusqu’alors sur ce mécanisme au niveau du 

muscle squelettique et nous ne pouvons donc qu’émettre des hypothèses sur le rôle 

joué par le fragment ICD d’ErbB4 dans ce tissu.

Les résultats de notre équipe tendent finalement à montrer une réponse différente 

des protéines de la voie NRG1/ErbB selon si l’exercice est aigu ou chronique. Tandis 

qu’un entrainement chronique augmente le clivage au repos de la NRG1 (Ennequin 

et al, 2015), l’exercice aigu pourrait agir sur l’activité transcriptionnelle directement 

via la solubilisation cytosolique de l’ICD d’ErbB4.

Les résultats obtenus dans cette étude posent de nombreuses questions et 

nécessiteront de futures expérimentations visant à définir précisément le rôle de ce 

fragment d’ErbB4 dans le muscle squelettique. Ces études permettront de 

comprendre également les conséquences de l’incapacité du muscle âgé à réaliser ce 

clivage suite à une série de contractions.
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ETUDE 3 : EFFET DU VIEILLISSEMENT SUR LA 
SIGNALETIQUE CELLULAIRE DE LA NRG1 AU 

NIVEAU CARDIAQUE.
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La prévalence des maladies cardiovasculaires présente une augmentation

spectaculaire avec l'âge chez les hommes comme chez les femmes (Roger et al, 

2011). On observe une hypertrophie des cardiomyocytes âgés (Olivetti et al, 1991) à 

l’origine d’une augmentation significative de l'épaisseur du myocarde (Gerstenblith et 

al, 1977). La diminution de la fonction cardiaque est un facteur majeur de la

diminution des capacités physiques et participe donc au déclin progressif du

VO2max chez la personne âgée (Fleg et al, 1988).

Or, il a été montré une corrélation positive entre le VO2max et les taux plasmatiques 

de NRG1 (Moondra et al, 2009). De plus, l’administration de NRG1 présente un 

intérêt clinique grandissant dans le champ des pathologies cardiovasculaires comme 

en témoigne les récentes parutions dans de prestigieuses revues internationales 

(Yutzey 2015 ; Parodi et Kuhn, 2014). Toutefois, malgré ces constats convergents, le 

rôle de la NRG1 dans le vieillissement cardiaque n’est évoqué que dans une seule 

publication (Rohrbach, Niemann et al, 2006) et n’a fait l’objet d’aucuns travaux 

expérimentaux publiés.

Pourtant, au niveau cellulaire, on observe une homologie robuste entre rôles 

cardiaques de la NRG1 et atteintes cardiaques liées au vieillissement. En effet, la 

recapture du Ca2+ainsi que son stockage dans le réticulum sarcoplasmique (RS) sont 

diminués au cours du vieillissement cardiaque (Dai et al, 2009 ; Loffredo et al, 

2014).Or, laNRG1 permet une levée d’inhibition de la pompe SERCA, du réticulum, 

et ainsi une amélioration de la recapture du Ca2+ pendant la diastole (Brero et al, 

2010). De même, il a été observé une hausse des processus apoptotiques dans le 

muscle cardiaque âgé (Bernecker et al, 2003) tandis que la NRG1 a montré sa 

capacité à inhiber l’apoptose induite par le stress oxydant ou les anthracyclines 

(Kuramochi et al, 2004 ; Fukazawa et al, 2003). 

Autre exemple, certains chercheurs affirment que le taux de renouvellement des 

cardiomyocytes diminue progressivement avec le vieillissement (Bergmann et al, 

2009). Cette altération constituerait donc une autre cible pour la NRG1 qui est 

capable d’induire une prolifération cellulaire et ainsi la régénération du tissu 

cardiaque (Bersell et al, 2009).
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Enfin, des facteurs de régulation de cette voie sont également impliqués dans les 

phénomènes physiopathologiques cardiaques couramment observés dans le 

vieillissement. En effet, l’expression de protéines comme ERRFI1 ou Erbin, régulant 

respectivement la fonction d’ErbB1 et ErbB2, est corrélée négativement à 

l’hypertrophie cardiaque (Rachmin et al,  2014 ; Cai et al, 2009).

Le potentiel thérapeutique ���,�,� de la NRG1 chez des animaux âgés semble donc 

prometteur compte tenu de ces données. Par ailleurs, des résultats positifs ont été 

obtenus sur des modèles animaux avec insuffisance cardiaque (Li et al, 2011) ou 

même chez l’homme (Jabbour et al, 2011).Toutefois, un autre angle de vue s’avère 

potentiellement intéressant. En effet, on observe une augmentation de la 

phosphorylation d’ErbB4 sur un modèle animal d’ischémie-reperfusion (Lemmens et 

al, 2011). A l’inverse de cet effet en aigu, on observe une déficience d’activation du 

récepteur ErbB4 dans le ventricule droit de souris diabétiques de type 2 (Doggen et 

al, 2009). Certains auteurs ont donc suggéré un modèle chronologique de réponse 

de la voie NRG1/ErbB lors d’une perturbation de l’homéostasie cardiaque. La voie 

NRG1/ErbB se révélerait protectrice lors d’un stress aigu mais, lorsque le stress 

serait chronique, l’inhibition de cette voie deviendrait l’un des facteurs d’aggravation 

de la pathologie cardiaque sous jacente (Lemmens et al, 2007).

Du fait des perturbations observées au niveau cardiaque, ce modèle nous a permis 

d’avancer l’hypothèse d’un potentiel effet de l’âge sur la voie NRG1/ErbB. En outre, 

le type de modulations induites par le vieillissement pourrait avoir des conséquences 

sur le potentiel thérapeutique de la NRG1 exogène ou endogène. Aussi, nous avons 

donc exploré dans un premier temps l’effet du vieillissement sur la voie NRG1/ErbB 

dans le cœur de rats adultes et âgés. Ensuite, dans une perspective plus 

pharmacologique, nous avons voulu savoir si le vieillissement altérait la capacité de 

la NRG1 à activer ses signaux intracellulaires dans le tissu cardiaque.
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Des rats âgés (n=10 ; 22 mois) et adultes (n= 6 ; 6 mois) ont été utilisés pour cette 

étude. Les deux groupes de rats (ADULTES, AGES) ont été subdivisé en 4 sous 

groupes (VEH AGES, VEH ADULTES, NRG1 AGES, NRG1ADULTES) en vue d’une 

injection de NRG1 ou de VEH (solution saline). 30 min après l’injection de NRG1, les 

animaux ont été euthanasiés et le cœur a été prélevé en vue des analyses 

biochimiques.

��9��	���������������;������0�	����	0	�>���
���9���
���������0J�����0����0�27�

�

�:�� ���������;������0�	�;��������������	�������

Les détails techniques et méthodologiques relatifs aux animaux (p93) et à leur 

euthanasie (p99), aux injections de NRG1 (p99) et enfin aux expérimentations 

biochimiques (p100) peuvent être trouvés dans la partie +JKD �D;�DK�+DKA<%D�

de ce manuscrit.
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Après avoir réalisé une injection de NRG1 ou de VEH chez des rats adultes et âgés, 

nous avons analysé la réponse cellulaire au niveau cardiaque en commençant par 

les récepteurs ErbBs (Figure 50). Un effet NRG1 a été observé pour les ratios de 

phosphorylation des récepteurs ErbB2 et ErbB4 (Figure 50 ; B et D). A l’inverse, les 

récepteurs ErbB1 et ErbB3 ne présentent pas de modification du ratio de 

phosphorylation suite à l’injection de NRG1 (Figure 50 ; A et C). Aucune interaction 

entre effet âge et effet NRG1 n’a été détectée pour l’activation des récepteurs ErbB2 

et ErbB4 (Figure 50 ; B et D). Toutefois, un effet âge a été observé sur la 

phosphorylation d’ErbB4 quelle que soit la condition (NRG1 vs VEH) (Figure 50 ; D). 
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Effet du vieillissement la voie NRG1/ErbB au niveau cardiaque.

Nous nous sommes posé la question de l’impact du vieillissement sur l’expression 

des ErbBs dans le cœur de rat. Pour cela, nous avons réalisé une analyse de 

l’expression d’ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4 dans le cœur de rats adultes et âgés 

(Figure 1). Nos résultats ne montrent aucune variation des quantités d’ErbBs avec 

l’âge (Figure 1 ; B-E). Or, dans le cadre d’une cardiomyopathie diabétique chez le 

rat, il a été montré une diminution de l’expression d’ErbB2 et ErbB4 (Gui et al, 2012). 

De même, au stade final de la dysfonction cardiaque induite par une sténose 

aortique, l’expression des ErbB2 et ErbB4 était diminuée (Rohrbach et al, 1999). La 

voie NRG1/ErbB n’est donc pas modulée chez nos rats âgés ou, inversement, la 

perturbation cardiaque est modérée chez ces animaux.

Nous avons ensuite procédé à une quantification de certaines protéines régulant les 

fonctions des ErbBs dans le cœur de rats adultes et âgés. Comme pour les taux 

d’ErbB, les niveaux d’expression d’ERRFI1, Erbin et EbB1 n’étaient pas affectés par 

l’âge (Figure 49 ; C, E et  F). Il est toutefois possible que des animaux d’un âge plus 

avancé présenteraient des variations d’expression de ces différentes x régulatrices et 

notamment d’ERRFI1. En effet, ERRFI1, protéine inhibitrice d’ErbB1, s’est vue 

attribuer récemment un rôle dans les processus de sénescence (Milewska et Kolch, 

2014 ; Xie  et al, 2013). 

D’autre part, une étude génomique récente a montré un rôle potentiel de TOB1, 

inhibiteur d’ErbB2, dans la régulation de la prolifération cardiaque post-natale (Gan 

et al,  2015). Pourtant, nous n’observons aucun effet de l’âge sur l’expression et le 

ratio de phosphorylation de TOB1 entre les deux groupes de rats (Figure 49 ; B et D). 

Trop peu d’éléments sont pour le moment à notre disposition pour conclure sur la 

signification de ces résultats. Toutefois, le récepteur ErbB2 étant une protéine d’un 

intérêt majeur dans la physiopathologie cardiaque (Odiete et al, 2012), il est probable 

que des rôles importants seront prochainement dévolus à TOB1.

L’ensemble de ces résultats sur les ErbBs et leurs protéines de régulation semblent 

confirmer l’absence d’altérations liées à l’âge sur la voie NRG1/ErbB au repos. 
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Effet du vieillissement sur la signalétique cardiaque de la NRG1.

Malgré cette absence des variations des ErbBs ou de leur protéine de régulation, il 

n’était pas certain que la NRG1 puisse agir avec la même efficacité chez l’animal 

âgé. Nous avons donc analysé par western blot la phosphorylation des ErbBs suite à 

une injection intraveineuse de NRG1 chez des rats âgés et adultes. Conformément à 

la plupart des données de la littérature, nous avons observé une activation des 

récepteurs ErbB2 et ErbB4 mais pas des ErbB1 et ErbB3 suite à l’injection de NRG1 

(Figure 50 ; Zhao et al, 1998 ; Baliga et al, 1999). De plus, l’effet de la NRG1 n’était 

pas significatif dans les deux groupes (Figure 50 ; B et D). Le processus de 

vieillissement ne semble donc pas impacter la liaison de la NRG1 sur ces récepteurs 

cardiaques, de même que la phosphorylation qui en découle. 

Toutefois, nous avons observé un niveau de phosphorylation du récepteur ErbB4 

supérieur chez les rats âgés par rapport aux rats adultes quelles que soient les 

conditions (NRG1 ou VEH) (Figure 50 ; D). Cette observation a déjà été réalisée 

dans la littérature sur un modèle animal d’ischémie-reperfusion (Lemmens et al, 

2011). Dans cette étude, ce phénomène est expliqué par une augmentation de 

l’expression de la NRG1 à même d’activer le récepteur ErbB4. 

Or, cette équipe avait proposé un modèle chronologique de la modulation de la voie 

NRG1/ErbB au fur et à mesure du développement d’une insuffisance cardiaque 

(Figure 17 ; Lemmens et al, 2007). Celui-ci décrit une première phase compensatoire 

durant laquelle la voie serait stimulée sans impacte sur l’expression des ErbBs. En 

effet, on observe une hausse de l’expression de la NRG1 durant la phase initiale 

hypertrophique de l’insuffisance cardiaque (Lemmens et al, 2006). C’est également 

le cas lors d’une hypertrophie physiologique liée à la gestation chez l’animal 

(Lemmens et al, 2011). Cette hausse de la NRG1 aboutit à une stimulation chronique 

des ErbBs (Figure 50 ; D). Nos résultats laissent supposer une activation basale de 

la voie chez les rats âgés et une potentielle augmentation de l’expression de la 

NRG1 expliquerait ce phénomène. Des investigations complémentaires devront être 

réalisées pour vérifier cette hypothèse. 
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Effet du vieillissement sur l’activation des voies de signalisation 
intracellulaires au niveau cardiaque.

La NRG1 en se fixant à ErbB4, qui se dimérise ensuite avec ErbB2, active différentes 

voies de signalisation parmi lesquelles les MAPK, PI3K/AKT et Src/FAK (Meyer et al, 

1995, Zhao et al, 1998 ; Baliga et al, 1999). La réponse du récepteur ErbB2 n’était 

pas différente entre nos deux groupes or l’activation de la voie Src/FAK semble 

principalement dépendre de ce dernier (Kuramochi et al, 2006). En conséquence, 

nous nous sommes uniquement intéressés aux voies des MAPK et de PI3K/Akt qui 

impliquent ErbB4 (Fukazawa et al, 2003 ; Baliga et al, 1999).

L’analyse du tissu cardiaque des rats adultes a révélé une activation à la fois d’Akt et 

d’Erk1/2 par l’injection de NRG1 (Figure 51) ce qui est en accord avec les nombreux 

résultats précédemment publiés (Fukazawa et al, 2003 ; Baliga et al, 1999 ; Meyer et 

al, 1995, Zhao et al, 1998 ; Baliga et al, 1999). Toutefois, cette activation n’était 

réellement significative que dans le groupe ADULTE (Figure 51, B).Cette observation 

laisse présager une préservation des propriétés de survie cellulaire de la NRG1, via 

Akt, mais pas de ses propriétés de préservation de l’intégrité du sarcomère (Sawyer 

et al, 2011).

De plus, il a été montré que l’activation aigue d’ERK1/2 était primordiale dans les 

processus de régénération post-ischémique induit par un protocole de reperfusion 

optimisé (Przyklenk et al, 2008). Dans cette étude, un groupe de souris âgées a été 

soumis au même protocole et il a été observé une absence d’activation d’ERK chez 

les souris âgées (20-24 mois) par rapport aux souris adultes (3-4 mois). En outre, la 

voie de la NRG1 est connue pour son rôle durant la régénération post événement

ischémique (Hedhli et al, 2011 ; Liang et al, 2015 ; Bersell et al, 2009). Nous 

avançons donc l’hypothèse que la moindre activation d’ERK1/2 par la NRG1 en aigu 

pourrait participer à la diminution des capacités régénératives du muscle cardiaque 

âgé (Bergmann et al, 2009).

A l’état basal (non injecté), nous avons également observé un niveau de 

phosphorylation d’ERK1/2 significativement supérieur dans le groupe âgé par rapport

au groupe adulte. Or, l’activation d’ERK1/2 est un facteur impliqué dans 

l’hypertrophie cardiaque (Bueno et Molkentin, 2002). De plus, il a déjà été montré 

une activation chronique d’ERK1/2 chez le rat âgé (Castello et al, 2011). Dans cette 
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étude, une restriction calorique intermittente (ADF) a amélioré certains marqueurs 

biologiques ou morphologiques de l’hypertrophie et diminué dans le même temps la 

phosphorylation d’ERK1/2. Par ailleurs, la restriction calorique avait déjà été évoquée 

pour ses propriétés thérapeutiques sur le cœur âgé et la normalisation de la voie 

NRG1/ErbB faisait partie des hypothèses avancées (Rohrbach et al, 2006). Cette 

publication ne faisait toutefois pas suite à un protocole expérimental et la conclusion 

des auteurs était purement spéculative.

Au regard de notre résultat sur l’activation d’ERK1/2, nous émettons l’hypothèse que 

l’absence d’effet de la NRG1 sur la phosphorylation d’ERK1/2 proviendrait de 

l’augmentation du niveau de phosphorylation de la protéine à l’état basal. Ce niveau 

élevé de phosphorylation serait à même d’empêcher une augmentation au delà du 

niveau déjà atteint.

En synthèse, à l’état basal le récepteur ErbB4 présente un niveau d‘activation 

supérieur et l’injection de NRG1 n’augmente pas le niveau de phosphorylation 

d’ERK1/2 dans le cœur de rats âgés. Toutefois, le lien de causalité entre ces deux 

phénomènes n’a pas été démontré dans notre étude et il parait difficile à établir dans 

la mesure où ERK1/2 peut être phosphorylé suite à de nombreux stimuli (Bueno et 

Molkentin, 2002).

Conclusion

Les résultats de cette étude montrent que la fonctionnalité de la voie NRG1/ErbB est 

modulée par le vieillissement au niveau cardiaque. En accord avec les éléments

connus sur les dysfonctions cardiaques liées à l’Age et le modèle de Lemmens et al. 

(2007), l’activation basale d’ErbB4 pourrait caractériser le stade précoce d’apparition 

d’une hypertrophie ventriculaire. Cette hypothèse est cohérente avec l’observation 

d’une activation, également basale, d’ERK1/2 dont le rôle inducteur de l’hypertrophie 

cardiaque est démontré (Bueno et Molkentin, 2002).Parallèlement à ces résultats, 

l’injection de NRG1 a montré sa capacité à stimuler la phosphorylation d’Akt mais 

pas d’ERK1/2 dans le cœur âgé. Cette observation concorde avec la moindre 

capacité de régénération du cœur âgé.
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DISCUSSION GENERALE

« Vieillir, c'est encore le�seul moyen qu'on a trouvé de vivre 

longtemps. »��

Charles-Augustin de Sainte-Beuve 



166

L’objectif de cette thèse était d’étudier les effets du vieillissement sur la fonctionnalité 

de la voie NRG1/ErbBs dans deux grands systèmes : la régulation de l’homéostasie 

glucidique et la fonction musculaire. Ainsi, trois études ont été réalisées afin de 

répondre aux objectifs suivants:

Pour l’homéostasie du glucose (Etude 1)

- De caractériser l’effet de la NRG1 sur l’homéostasie du glucose et plus 

particulièrement lors d’un challenge glucidique qui révèle les premiers signes de 

perturbations avec l’âge.

- De définir le ou les organes impliqués dans l’effet de la NRG1.

- De définir les voies de signalisation impliquées.

Pour la fonction musculaire (Etude 2 et 3)

- De déterminer l’effet de la contraction du muscle squelettique IN VIVO sur la 

voie de signalisation de la NRG1.

- De définir l’effet du vieillissement sur l’activation de la voie NRG1/ErbB par la 

contraction musculaire.

- De déterminer l’effet du vieillissement sur la réponse du muscle cardiaque à la 

NRG1.

D’une part, nous avions émis l’hypothèse que la NRG1 pourrait avoir un effet 

hypoglycémiant, probablement via la captation du glucose musculaire, et que le 

vieillissement impacterait négativement cet effet.

D’autre part, nous avions supposé que le vieillissement pourrait moduler la voie de la

NRG1 au niveau du muscle, squelettique et/ou cardiaque, et notamment limiter la 

libération par clivage de la NRG1 au niveau musculaire lors d’une contraction 

musculaire.
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Notre première étude s’est intéressée à l’effet de l’injection systémique de 

NRG1  sur la régulation de l’homéostasie glycémique durant un OGTT. Nous n’étions 

pas les premiers à réaliser un tel préconditionnement avec de la NRG1 avant 

d’induire une perturbation homéostatique. Ce type de procédure avait déjà été 

effectué préalablement à l’injection de Doxorubicine (Bian et al, 2009), à la 

réalisation d’une lésion carotidienne (Clement et al, 2007) et l’induction d’une 

ischémie cérébrale (Xu et al, 2004). Dans ces différentes conditions, la NRG1 avait 

accéléré la régénération et/ou protégé les cellules du trauma. Toutefois, nous avons 

été les premiers à étudier le rôle de la NRG1 durant une perturbation de la glycémie.

Or, nous avons observé que l'injection aigue de NRG1 améliore la tolérance au 

glucose durant un challenge glucidique chez des rats adultes (6 mois) et âgés (22 

mois). Contrairement à notre hypothèse de départ, cet effet hypoglycémiant de la 

NRG1 a ciblé le foie mais pas le muscle squelettique. En effet, nous n'avons détecté 

aucune modification des signaux cellulaires dans le muscle squelettique, tandis que 

la voie NRG1/ErbB était activée dans le foie. Enfin, nous n’avons observé aucun effet 

de l’âge sur les effets systémiques et cellulaires de la NRG1. Ces résultats confèrent 

à la NRG1 un rôle thérapeutique potentiel très intéressant dans un contexte de 

résistance à l’insuline chez l’adulte ou un sujet présentant les premières 

perturbations attribuables au vieillissement. En parallèle du travail présenté dans ce 

manuscrit, nous avons également observé une amélioration de la tolérance au 

glucose lors d’un OGTT sur un modèle de souris db/db. De surcroit, nous avons pu 

explorer plus en profondeur le mécanisme impliqué et il s’avère en tout point similaire 

à celui de l’insuline puisque la NRG1 active FOXO. L’effet hypoglycémiant de la 

NRG1 serait donc probablement lié à une baisse de la production hépatique de 

glucose par la néoglucogenèse (Ennequin et al, 2015).

Notre deuxième étude s’est intéressée à l’effet de la contraction musculaire 

sur la voie NRG1/ErbB dans un contexte de vieillissement. Nos résultats ont remis en 

question notre postulat de départ de l’effet de la contraction sur le clivage de la 

NRG1. En effet, nous avons montré que la contraction musculaire ���,�,� chez le rat 

n’induit pas de clivage de la NRG1. Nous avons conclu que la divergence, entre nos 

résultats et les études antérieures, pourrait être due à des différences d’ordre 

méthodologique (Canto et al, 2006), mais notre hypothèse s’avère plus en faveur 

d’une mauvaise interprétation de ses résultats par l’équipe à l’origine de cette 
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publication (Lebrasseur et al, 2003). Après échange sur le sujet avec l’équipe en 

question, nous semblons en accord sur le sujet. Toutefois, nous avons été les 

premiers à observer un clivage d’ErbB4 dans le muscle squelettique et ce, suite au 

protocole d’électrostimulation. Le signal biochimique détecté correspondait, par son 

poids moléculaire, au produit d’un mécanisme de solubilisation du domaine 

intracellulaire d’ErbB4 d’ores et déjà décrit dans la littérature (Sanderson et al, 2006). 

De plus, nous avons montré que le vieillissement abroge, semble-t-il, totalement la 

libération de ce fragment. Nous nous sommes intéressés aux mécanismes 

potentiellement à l’origine de cette différence liée à l’âge et nos résultats suggèrent 

un déficit de l’activité musculaire d’ADAM17, une métalloprotéase responsable du 

clivage extracellulaire de ce récepteur. Toutefois, aucune étude n’a été réalisée 

jusqu’alors sur ce mécanisme au niveau du muscle squelettique. Des effets du 

fragment intracellulaire d’ErbB4 ont été montrés sur la prolifération cellulaire mais à 

ce stade, le rôle joué par ce dernier au niveau musculaire reste purement spéculatif. 

Notre troisième étude s’est focalisée sur la fonctionnalité de la voie NRG1 au 

niveau cardiaque, et nos résultats montrent le vieillissement altère celle ci. A l’état 

basal, nous observons une phosphorylation accrue d’ErbB4 chez le rat âgé. De plus, 

nous avons fait le même constat pour ERK1/2 dont le ratio de phosphorylation est 

augmenté avec l’âge. Or, durant la gestation, l’activation chronique de la voie 

NRG1/ErbB et notamment d’ErbB4 permet une hypertrophie physiologique. ERK1/2 

participe également au processus pathologique de l’hypertrophie cardiaque (Bueno 

et Molkentin, 2002). Au regard de ces éléments, nous émettons l’hypothèse que nos 

rat âgés pourraient être au stade précoce d’une hypertrophie ventriculaire gauche.

Parallèlement à ces résultats, nous avons observé une incapacité de la NRG1 à 

activer ERK1/2 dans le cœur des rats âgés. Or, la voie des MAPK a été proposée 

comme médiatrice des effets positifs de la NRG1 sur les défenses anti-oxydantes 

(Giraud et al, 2005). Le stress oxydant étant particulièrement impliqué dans le 

vieillissement cardiaque (Phaneuf et Leeuwenburgh, 2002), la baisse d’efficience de 

la NRG1 pourrait participer à la hausse de l’apoptose des cardiomyocytes (Foo et al, 

2005). Enfin, reste une interrogation sur le lien de causalité possible entre les 

observations réalisées sur ErbB4 et ERK1/2 à l’état basal. L’exploration de ce lien 

potentiel devra être complétée par des investigations visant à déterminer l’origine du 

découplage entre activation d’ErbB4 et d’ERK1/2.
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En synthèse, la NRG1 possède un potentiel de régulation de l’homéostasie 

glucidique préservé avec l’âge. A l’inverse, sa fonctionnalité cardiaque semble 

amoindrie par le vieillissement ce qui pourrait diminuer son intérêt pour une utilisation 

chronique chez le patient insuffisant cardiaque âgé. Enfin, la contraction du muscle 

squelettique, à l’échelle du muscle entier, n’impacte pas le clivage de la NRG1 mais 

à promu le clivage intracellulaire d’ErbB4. Cette dernière observation constitue à elle 

seule un champ d’investigation potentielle extrêmement riche. Les translocations au 

niveau nucléaire, ou même mitochondrial, qui ont été observées ouvrent des 

perspectives dans de très nombreuses fonctions impliquées dans le vieillissement 

musculaire.

Loin d’être canoniques, les résultats obtenus durant ces travaux se sont révélés en 

désaccord avec la littérature, d’une grande variabilité entre les différents tissus et 

d’une complexité méthodologique parfois déroutante. Toutefois, la voie NRG1/ErbB 

étant une des voies cellulaires les plus étudiés de la transduction du signal, il n’est 

pas surprenant que nous ayons rencontré surprises et difficultés durant ce travail.

Nous avons beaucoup appris sur cette voie de signalisation et certains éléments

nous paraissent particulièrement intéressants à développer pour l’apport substantiel

de compréhension qu’ils représentent.

� �
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Tout d’abord, au niveau musculaire nos résultats sont en contradiction avec de 

nombreuses études parues depuis le début des années 2000 (Suarez et al, 2001 ; 

Canto et al, 2004-2006-2007 ; Lebrasseur et al, 2003 ; Hellyer et al, 2006). Toutefois, 

nous attribuons ces différences à des variations méthodologiques et notamment aux 

modèles biologiques utilisés. Les résultats obtenus sur la captation du glucose l’ont 

été essentiellement sur modèle ���,�
��, or les différences de phénotype d’expression 

de la voie NRG1/ErbB entre culture cellulaire et modèle ���,�,� sont notables. Nous 

avons procédé à des analyses au laboratoire visant à comprendre les divergences 

de résultats et nous nous sommes aperçus que l’expression des récepteurs ErbBs 

était largement supérieure dans les cellules C2C12 par rapport à nos échantillons de 

rats adultes. 

De plus, en analysant les résultats de nos prédécesseurs nous avons trouvé des 

éléments corroborant nos hypothèses. Par exemple, Canto et al. (2004) ont procédé 

à des incubations en NRG1 sur des cellules L6E9 de rats et des muscles ex vivo. Or, 

ils observent une activation d’AKT et de PKC dans les cellules L6E9 mais pas d’AKT 

sur les strips de muscles (soleus) ��� ,�,�. Les résultats obtenus par Hellyer et al. 

(2006) sont complémentaires de ceux-ci. En effet, cette équipe a également incubé 

des cellules C2C12 de souris et des strips de diaphragme de rats avec de la NRG1 

et les résultats montrent une activation de la protéosynthèse dans les deux modèles. 

Cependant, les rats sur lesquels les diaphragmes de rats ont été excisés n’avaient 

que trois jours ce qui implique que leur développement n’était pas terminé. Les

patterns d’expression durant la phase post natale des différentes protéines de la voie 

NRG1/ErbB sont mal connus. Toutefois, à titre d’exemple, le récepteur ErbB2 joue 

un rôle majeur durant la phase fœtale dans le foie puis disparait à partir de la 

deuxième semaine de développement postnatal (Carver et al, 2002).Au niveau du 

muscle squelettique, ces éléments sont à mettre en perspective avec le rôle 

primordial de la NRG1 dans la myogenèse. Par ailleurs, et pour conclure cette 

démonstration, Ford et al. (2003) ont montré que le niveau de différenciation des 

cellules musculaires influe considérablement sur le potentielle myogénique de la 

NRG1. En effet, sur des myotubes mulltinucléés la NRG1 n’a pas induit de synthèse 

d’ADN tandis que sur des myoblastes L6 de rats elle l’a multipliée par 2 à 5.
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L’âge et surtout le stade de différenciation du modèle semblent donc des variables 

essentielles à prendre en compte pour l’investigation des rôles de cette voie. Nous 

proposons donc un modèle évolutif de la fonctionnalité de la NRG1 dans le muscle 

squelettique. Les modèles de cellules en culture présentent, selon nous, un 

phénotype fœtal ou néonatal de la voie NRG1/ErbB et la NRG1 y induit donc de très 

nombreux effets physiologiques. Ensuite, chez l’animal très jeune, comme le modèle 

utilisé par Hellyer et al. (2006), la NRG1 semble encore faire effet sur l’ensemble du 

muscle squelettique. Toutefois chez des rats âgés d’un à deux mois, comme le 

modèle utilisé par Canto et al. (2004), certaines signalétiques cellulaires sont déjà 

absentes. Enfin chez des rats de 6 mois ou 22 mois comme c’était le cas dans notre 

étude, nous émettons l’hypothèse que le muscle squelettique n’est majoritairement 

plus sensible à la NRG1.En 2015, comme pour valider ce modèle, une étude portant 

sur l’utilisation de la NRG1 dans le cadre des insuffisances cardiaques pédiatriques a

conclue en faveur d’une probable fenêtre thérapeutique d’administration dépendante 

de l’âge des patients (Polizzotti et al, 2015). Il semble que la NRG1 soit 

particulièrement plus efficace pour induire la régénération cardiaque chez des 

enfants de moins de 6 mois. Ceci vient à nouveau renforcer le rationnel selon lequel

le modèle et l’âge sont des déterminants majeurs de l’effet de la NRG1.

�+�5��*��#��#.#"#�����5��������6�$$���"�P�5�����������$��!����!�$����"�!����PP����
!��$��0�27�!�"���"�������I�

Notre modèle est probablement prédictif des effets de la NRG1 dans une population 

mais il ne prend pas en compte certains stress physiologiques comme les épisodes 

régénératifs. En effet, la NRG1 est fortement impliquée dans les phénomènes de 

régénération musculaire (Hirata et al, 2007) et cardiaque (Yutzey 2015). Ce rôle 

régénératif conforte notre hypothèse précédente puisque les mécanismes 

physiologiques du développement et de la régénération sont souvent communs 

(Grefte et al, 2007). Or, le foie est le seul organe chez l’homme à pouvoir être 

régénérer pratiquement totalement après une chirurgie et le récepteur ErbB1 est 

particulièrement impliqué dans ce phénomène (Michalopoulos 2013). Compte tenu 

de cela, le phénotype particulier du foie pourrait en partie expliquer la réponse 

importante à la NRG1 dans cet organe et la persistance de son effet avec l’âge. 

Selon cette approche, l’activité de régénération basale dans un tissu pourrait donc 

prédire l’amplitude des effets de la NRG1. En soutien de cette hypothèse, un 



172

traitement avec de la NRG1 durant 3 mois chez la souris mdx (modèle de myopathie 

de Duchenne) a amélioré les propriétés biomécaniques musculaires et diminué les 

signes histologiques de dégradation (Krag et al, 2004). Les dystrophinopathies étant 

caractérisé par des cycles permanents de dégradation/régénération, la NRG1 

pourrait alors agir efficacement dans ce contexte. De même, nous avons obtenus 

des résultats préliminaires sur du tissu musculaire squelettique à différents temps 

durant la phase de récupération après le plâtrage d’une patte chez le rat. Nous 

avons alors observé une hausse de l’expression de la NRG1 avec un pic à 21 jours 

puis une normalisation du niveau d’expression à 40jours de récupération. Ces

résultats étaient concordants avec la cinétique de récupération de la masse 

musculaire. Cette hausse rappelle les phénomènes pathologiques rapportés sur 

certain modèles expérimentaux d’insuffisance cardiaque.

�+�������"5��!�����5��!����"���5�$$�$������&����"!����"�5������I�

La question du rôle de la NRG1 amène une troisième analyse de nos résultats. Nous 

avons réalisé des prélèvements de muscles entiers pour analyser la réponse à la 

NRG1. Cette méthode a l’avantage de donner un aperçu du rôle dans l’ensemble de 

l’organe qu’est le muscle cardiaque ou squelettique. Toutefois, elle fait l’impasse sur 

les phénomènes locaux comme l’activation des cellules satellites qui présentent par 

définition un phénotype moins différencié. Il est donc possible que des phénomènes 

d’activation dans des zones réduites se soient révélés invisibles avec nos moyens 

d’investigations. Analysées séparément, les cellules satellites ont montré une 

augmentation de l’expression de NRG1 durant la régénération (Hirata et al, 2007). 

De plus, la NRG1 était retrouvée, dans cette même étude, au niveau axonal sans 

augmentation de ses ARNm. Ceci suggère fortement une capacité des cellules 

satellites à promouvoir non seulement la régénération du tissu musculaire mais aussi 

des tissus nerveux. Ce mécanisme optimiserait la régénération de la jonction 

neuromusculaire ou est concentrée la NRG1 (Jo et al, 1995). Or, l’innervation est un 

élément majeur de la régulation de l’expression de la NRG1 au niveau musculaire 

(Nicolino et al, 2009). Certains auteurs suggèrent ainsi que la NRG1 pourrait médier 

les effets de l’exercice physique sur l’intégrité de la jonction neuromusculaire 

(Nishimune et al, 2014). Or, nous avons obtenu des effets de l’exercice chronique sur 

le clivage de la NRG1 (Ennequin et al, 2015), dont le rôle reste encore à déterminer.
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Le travail présenté dans ce manuscrit présente un certain nombre de limites.

Tout d’abord, nous avons utilisé un seul isoforme de NRG1 pour les injections, aussi 

nous ne pouvons exclure des effets différents en cas d’utilisation d’un autre isoforme. 

Aucune donnée de la littérature n’existe à l’heure actuelle sur ces éléments, mise à 

part pour la différence en forme alpha et beta du domaine EGF.

L’influence de la NRG1 sur la glycémie n’a été étudiée que lors d’un OGTT. 

L’exploration de conditions métaboliques différentes telles que la condition à jeun 

pourrait révéler des éléments complémentaires.

Également, suite à l’injection, nous n’avons exploré qu’un seul temps. Il est possible 

que certains signaux cellulaires plus précoces ou plus tardifs n’aient pas été détectés

avec une analyse à 30 min.

L’exploration des mécanismes cellulaires reste encore très incomplète et de 

nombreux régulateurs cytoplasmiques, ou facteurs de transcription, sont encore à

approfondir.

L’un des éléments manquant dans nos études est l’exploration de conséquences 

fonctionnelles, particulièrement au niveau cardiaque et musculaire.

Enfin, notre modèle de rats âgés est un modèle de vieillissement précoce, il n’est pas 

impossible qu’un âge plus avancé aurait impacté différemment la voie de la 

NRG1/ErbBs ou les effets physiologiques d’une injection de NRG1.
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PERSPECTIVES

Les futures investigations potentiellement basées sur nos travaux peuvent s’orienter 

dans deux voies : une intervention en activité physique ou une utilisation 

pharmacologique de la NRG1.

Tout d’abord, nos résultats montre chez le rat âgé une baisse d’ADAM17 

concomitante d’une hausse de TIMP3, or c’est exactement l’inverse des résultats 

obtenus par notre équipe avec un entrainement chronique chez le rat obèse 

(Ennequin et al, 2015). Ainsi, il parait très intéressant de réaliser un entrainement 

chronique chez le rat âgé afin de déterminer si l’exercice chronique est à même de 

normaliser les taux de ces protéines. Consécutivement, un protocole 

d’électrostimulation pourrait être réalisé pour observer si le clivage d’ErbB4 en aigu 

est normalisé par l’exercice chronique chez ces mêmes rats âgés.

De même, nous avons obtenu des résultats préliminaires montrant une hausse des 

taux plasmatiques de NRG1 grâce à un entrainement chez des patients en surpoids. 

De plus, une corrélation négative entre les taux circulants de NRG1 et l’âge a été 

observée. De ce point de vue, soumettre des patients âgés à un exercice chronique 

pourrait permettre d’augmenter les taux plasmatiques de NRG1 avec de possibles 

effets positifs dans les tissus répondeurs comme le cœur, le foie ou le muscle.

La question de la détection de la NRG1 au niveau plasmatique chez l’animal est un 

pas déterminant pour permettre une approche plus mécanistique de ces protocoles. 

Nous pourrions alors mettre en place des modèles animaux de KO conditionnels 

dans certains tissus afin de déterminer si une libération de NRG1 a lieu durant 

l’exercice et si oui quels organes sont impliqués.

Les résultats de notre équipe tendent à montrer une réponse chronologique 

différentielle à l’exercice physique des protéines de la voie NRG1/ErbB. Tandis qu’un 

entrainement augmente le clivage au repos de la NRG1 (Ennequin et al, 2015), 

l’exercice aigu pourrait agir sur l’activité transcriptionnelle directement via la 

solubilisation cytosolique de l’ICD d’ErbB4.Dans la perspective de poursuivre l’étude 

de ce mécanisme, nous pourrions faire réaliser des sessions d’exercice à des rats 
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KO conditionnels pour la forme JMa (clivable) d’ErbB4 au niveau musculaire. En 

réalisant une analyse du profil transcriptionnel post-exercice chez ces animaux, nous 

serions en mesure de progresser sur la compréhension des rôles joués par ce 

fragment. Une autre approche similaire serait d’induire une surexpression de la forme 

clivable qui est minoritaire dans le muscle squelettique

Enfin, même si dans notre étude le muscle ne semble pas libérer la NRG1 lors de la 

contraction, d’autres travaux se focalisant plus précisément sur l’interface nerf 

muscle ont montré un rôle important de la NRG1. L’investigation du rôle de la NRG1 

dans ce tissu pourrait donc nécessiter une approche locorégionale centrée sur la 

jonction neuromusculaire et l’activation des cellules satellites. Diverses modalités 

d’exercice pourraient être testées comme par exemple l’exercice excentrique. Ce 

type de contraction est en effet le plus à même d’induire un processus régénératif

comme en témoigne la déstabilisation de la jonction neuromusculaire ou l’activation 

des cellules satellites consécutives à ce type d’exercice. Dans une approche locale 

plus mécanistique, une injection intramusculaire aigue ou un traitement chronique 

avec de la NRG1 serait intéressant à réaliser immédiatement après un exercice 

lésionnel de type excentrique afin d’observer une éventuelle accélération du 

processus régénératif. L’utilisation d’un inhibiteur des récepteurs ErbBs, ou 

d’animaux KO conditionnels, dans ce même contexte serait complémentaire

Dans une approche plus pharmacologique, nous pourrions nous intéresser de 

manière plus approfondie au potentiel thérapeutique de la NRG1 dans un contexte 

d’intolérance au glucose. En effet, outre les résultats présentés dans ce manuscrit,

notre équipe a montré qu’un traitement avec de la NRG1 améliorait la tolérance au 

glucose durant un OGTT également chez des souris db/db (Ennequin et al, 2015). Le 

point commun entre nos deux modèles est le développement plus ou moins 

important d’une insulino-résistance ce qui n’altère en rien l’effet hypoglycémiant de la 

NRG1. Afin de mieux appréhender les interrelations entre ces deux molécules, 

l’évaluation de l’effet, systémique et cellulaire, de l’insuline après une injection de 

NRG1 pourrait nous donner un premier élément de réponse. En outre, nous nous 

sommes jusqu’alors focalisés sur le foie et le muscle mais la question du tissu 

adipeux reste entière. Compte tenu de l’importance de ce dernier dans les 

phénomènes d’insulino-résistance hépatique, des investigations systémiques avec 

mesure de taux d’acides gras plasmatiques suite à un injection de NRG1 pourraient 
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être intéressantes. Des prélèvements tissulaires viendraient compléter ce type de 

protocole pour une approche plus complète. 

De plus, d'autres expérimentations en aigue sont nécessaires pour déterminer 

précisément les rôles respectifs des nombreuses isoformes de NRG1 dans la 

régulation de l'homéostasie du glucose. Nous pourrions notamment tester des 

injections à jeun, durant un OGTT ou lors de l’absorption de pyruvate pour 

déterminer les voies métaboliques ciblées par les isoformes de NRG1. Enfin, pour 

terminer sur ces perspectives dans le champ de l’intolérance au glucose, nous 

devons évoquer le rôle primordial du pancréas dans le développement du diabète de 

type 2. Or, une forte tendance à la diminution de l’insuline a été observée dans le 

groupe traité avec de la NRG1. Ainsi, l’analyse de la réponse cellulaire pancréatique, 

suite à l’injection de NRG1, permettrait de répondre aux questions soulevées par 

cette potentielle baisse de l’insuline (p=0.054).

L’ensemble des résultats de notre équipe, qu’il concerne mon travail doctoral ou celui 

de Gael ENNEQUIN, semble promettre un rôle thérapeutique majeur pour la NRG1 

sur l’intolérance au glucose. La cible de cet effet étant le foie, d’autres pathologies 

connexes comme la stéatose hépatique non-alcoolique (NASH) seront également 

intéressantes à étudier dans le futur.
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