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1. Métabolisme énergétique et insuffisance cardiaque 

1.1 Métabolisme énergétique cardiaque normal 

Le cœur est l’organe de notre corps qui consomme la plus grande quantité d’énergie 

après le cerveau. C’est un organe très flexible en termes d’utilisation des substrats 

énergétiques, et il est souvent présenté comme un omnivore métabolique. Il est capable 

d’utiliser les acides gras, qui représentent sa source d’énergie majeure, mais utilise 

également les glucides, le lactate, les corps cétoniques et même les acides aminés et 

fonctions des conditions et de la demande énergétique.  

La production d’énergie dans le cœur dépend jusqu’à 90% de la phosphorylation 

oxydative catalysée par la chaine respiratoire mitochondriale (Ventura-clapier et al., 2011). 

Il est responsable de 11% de la consommation totale d’oxygène, ce qui fait de lui le tissu le 

plus oxydatif de l’organisme, sachant qu’il ne représente que 0.4% de la masse corporelle 

(Wilding et al., 2006). Pour fonctionner, le cœur utilise l’énergie stockée sous forme 

d’adénosine triphosphate (ATP), qu’il synthétise à partir de trois voies métaboliques 

principales : la lipolyse des acides gras par la bêta-oxydation, la décarboxylation oxydative 

du pyruvate dans la mitochondrie, et la glycolyse.   

L’énergie contenue dans la liaison phosphate du phosphate γ de l’ATP peut être 

transférée à la créatine par l’enzyme créatine kinase (CK) pour générer une molécule de 

phosphocréatine (PCr), qui permet à la fois de stocker l’énergie et d’améliorer les transferts 

énergétiques au sein de la cellule (mécanisme détaillé dans la section 1.1.2). Néanmoins, 

les réserves du cœur en ATP, 8 mM, et PCr, 15 mM, sont restreintes et ne lui permettent de 

fonctionner que quelques secondes sans oxygène, comme dans le cas d’un infarctus par 

exemple. Le cœur humain consomme ainsi plus de 30 kg d’ATP par jour avec une réserve 

inférieure au gramme, ce qui fait prendre conscience à quel point le cœur est un organe 

qui fonctionne en quasi flux tendu et doit jongler en permanence entre les différents 

substrats pour assurer ses besoins énergétiques. De manière générale et dans un cœur 

correctement perfusé, 60 à 90% de l’acétyl-CoA utilisé provient de la bêta-oxydation des 
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acides gras, et 10 à 40% proviennent de l’oxydation du pyruvate, issu en proportions 

approximativement égales de la glycolyse et de l’oxydation du lactate (Stanley et al., 2005). 

Ces proportions peuvent varier en fonction de la prise alimentaire, avec une glycolyse plus 

importante en période postprandiale ou une augmentation de l’oxydation des corps 

cétoniques en cas de jeûne prolongé. De manière générale, le cœur est un organe 

extrêmement flexible sur le plan énergétique.  

 

1.1.1 Substrats et systèmes de production d’énergie 

° Beta-oxydation des acides gras 

Les acides gras utilisés par le cœur circulent dans le sang sous forme d’acides gras 

(AG) libres non estérifiés transportés par l’albumine, ou en tant que triglycérides contenus 

dans les lipoproprotéines. Les plus petits AG peuvent passer les membranes plasmiques 

cellulaires, mais les molécules d’AG à de longueur supérieure à 12 carbones doivent entrer 

par l’intermédiaire de transporteurs transmembranaires, comme la fatty acid translocase 

(FAT), la plasma membrane fatty acid binding protein (FABPpm) et les fatty acid transport 

protein (FATP) (Glatz et al., 2006).   

Une fois dans le cytoplasme, les AG sont soit stockés sous forme de triglycérides, 

soit activés par l’acétyl-CoA synthase. Cette réaction, nécessaire à l’entrée des AG dans la 

mitochondrie, y associe une molécule de coenzyme A afin de former un acyl-CoA, 

nécessitant l’utilisation d’une molécule d’ATP : 

AG + CoA + ATP → Acyl-CoA + AMP + PPi 

Les acyl-CoA à chaine longue ainsi formés ne pouvant pas passer directement la 

membrane interne mitochondriale, ils doivent être pris en charge par une système de 

transport reposant sur les carnitines acyltransférases. Composé de deux enzymes 

majoritaires, les carnitines plamitoyl transférases I et II (CPT-I et II), ce système permet la 

mitochondriale  via  une  transférase  (Figure 1).  L’utilisation  des  acides  gras  est  d’ailleurs 
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 principalement régulée au niveau de la transférase CPT-I, qui peut être régulée de façon 

transcriptionnelle mais aussi de façon plus dynamique par son inhibition par le malonyl-CoA 

synthétisé à partir de l’acétyl-CoA par l’acétyl-CoA carboxylase (ACC). Dans le contexte de 

forte demande énergétique induit par l’exercice par exemple, l’accélération de la 

consommation des intermédiaires du cycle de Krebs par la chaine respiratoire induit une 

réduction de la concentration en l’acétyl-CoA, ce qui réduit en conséquence sa 

biodisponibilité pour l’ACC et donc la production de malonyl-CoA, favorisant ainsi l’import 

de davantage d’acides gras par CPT1. Ce n’est que dans des conditions particulières de 

stress cardiaque aigu comme l’ischémie que la réduction en malonyl-CoA peut être une 

cause plus directe de l’augmentation de l’utilisation des acides gras, lorsqu’elle est liée à 

une inhibition de l’ACC par l’AMPK, la kinase senseur du stress énergétique activée par 

l’augmentation des taux d’AMP et d’ADP dans cette condition (Saks et al., 2006). 

Une fois dans la mitochondrie, les acyl-CoA subissent les réactions de β-oxydation 

qui vont permettre la synthèse de molécules d’acétyl-CoA à partir de leurs longues chaines 

carbonées. Chaque « tour » de β-oxydation libère deux carbones des acides gras activés 

pour produire une molécule d’acétyl-CoA et deux équivalents réduits (un NADH et un 

FADH2). Pour les acides gras ayant un nombre pair de carbones, l’oxydation d’une molécule 

entière produira un nombre de molécules d’acétyl-CoA équivalent à la moitié du nombre 

de carbones. Pour les acides gras à nombre impair de carbones, la dernière réaction génère 

un acétyl-CoA et un propionyl-CoA qui sera converti en succinyl-CoA également utilisable 

par le cycle de Krebs. Parmi les différents substrats, l’utilisation des acides gras présente 

ainsi le meilleur rendement en ATP par carbone utilisé, mais nécessite cependant plus 

d’oxygène pour produire cette énergie, le quotient respiratoire (CO2 éliminé / O2 

consommé) des acides gras est en effet de 0,7 en moyenne contre 1 pour le glucose. Par 

exemple, pour la dégradation complète d’une molécule de palmitate (16 carbones), le bilan 

est de 129 molécules d’ATP produites. 
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° Glycolyse 

Le glucose est importé dans les cardiomyocytes par deux types de transporteurs 

transmembranaires, les sodium glucose-linked transporters (SGLT) et les glucose 

transporters 1 (GLUT1) et 4 (GLUT4). GLUT1 est un transporteur exprimé principalement 

dans le cerveau et les érythrocytes, mais également de façon plus minoritaire à la 

membrane des cellules des muscles cardiaque et squelettique, du foie et du tissu adipeux. 

GLUT4 est le transporteur du glucose majoritaire dans les cellules musculaires, et présente 

à la différence de GLUT1 la particularité de répondre à la stimulation de l’insuline. En effet 

lorsque la glycémie est élevée, l’insuline stimule la translocation à la membrane plasmique 

de vésicules intracellulaires contenant GLUT4, permettant ainsi une augmentation très 

rapide des capacités de transport du glucose (Wood & Trayhurn, 2003).  

Une fois le glucose importé dans la cellule, il est phosphorylé par l’hexokinase pour 

former du glucose-6-phosphate (G6P). Le G6P peut alors être utilisé dans différentes voies 

métaboliques en fonction de la demande et des différents besoins énergétiques, comme la 

glycolyse pour générer du pyruvate, le stockage sous forme de glycogène, ou être dirigé 

vers la voie de biosynthèse des hexosamines ou des pentoses phosphates. 

À la différence de la β-oxydation des acides gras qui se déroule dans la 

mitochondrie, la dégradation du glucose en pyruvate par la glycolyse est un mécanisme 

purement cytosolique. La glycolyse divise une molécule de glucose en deux molécules de 

pyruvate, pour une production nette de 2 ATP et une consommation de deux molécules de 

NAD+ :  

Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+ → 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH 

Ce bilan est relativement faible comparé à l’oxydation des acides gras, et c’est 

pourquoi l’ATP produit par le myocarde provenant directement de la glycolyse ne 

représente que 4% de l’ATP total (Kobayashi & Neely, 1979). Cependant sa contribution ne 

doit pas être négligée car elle semble particulièrement utile pour l’homéostasie du calcium 

dans les cardiomyocytes. En effet, les différentes enzymes de la glycolyse s’associent entre 

elles pour former des complexes glycolytiques à proximité du réticulum sarcoplasmique de 
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manière à y fournir préférentiellement l’ATP qu’elles produisent, et semblent ainsi favoriser 

la recapture du Ca2+ dans le réticulum sarcoplasmique et la relaxation diastolique (Entman 

et al., 1977; Kusuoka & Marban, 1994). 

Le pyruvate produit peut être réduit en lactate en condition d’anaérobie par la 

lactate déshydrogénase (LDH), réoxydant ainsi le NADH utilisé par la glycolyse : 

Pyruvate + NADH + H+ → Lactate + NAD+ 

En présence d’oxygène, le pyruvate formé par la glycolyse n’est pas réduit en lactate 

mais est dirigé vers la mitochondrie pour donner de l’acétyl-CoA par une réaction de 

décarboxylation oxydative catalysée par la pyruvate déshydrogénase (PDH). L’activité de la 

PDH est régulée par une PDH kinase (PDK) et une PDH phosphatase (PDP), qui inhibent et 

activent respectivement la PDH. Quatre isoformes de PDK sont connues, la PDK4 étant la 

forme prédominante dans le cœur. 

Lorsque le glucose est utilisé pour entrer sous forme d’acétyl-CoA dans le cycle de 

Krebs en condition d’aérobie, son rendement énergétique est élevé à 38 molécules d’ATP 

produites par molécule de glucose. La glycolyse aérobie est régulée dans les cellules 

musculaires par les enzymes hexokinase (HK), phosphofructokinase (PFK), 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et pyruvate kinase (PK).  

 

° Cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs, ou cycle des acides tricarboxyliques, est un cycle commun pour 

l’oxydation des glucides, des lipides et acides aminés. Une fois transformés en acétyl-CoA, 

ces substrats subissent une série de réactions de décarboxylation oxydative dans la matrice 

mitochondriale. Pour chaque molécule d’acétyl-CoA oxydée, quatre équivalents réduits (3 

NADH et 1 FADH2) sont produits et vont pouvoir être oxydés à leur tour par la chaine 

respiratoire pour produire de l’ATP. 
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Les équivalents réduits produits en dehors de la mitochondrie, comme le NADH 

produit par la glycolyse dans le cytosol, ne peuvent pas passer la membrane interne de la 

mitochondrie pour atteindre la chaine respiratoire et nécessitent d’être transportés par un 

système de « navettes ». Il existe ainsi deux mécanismes pour transporter le NADH 

cytosolique dans la mitochondrie pour qu’il soit oxydé : la navette malate/aspartate, dont le 

bilan est la consommation d’une molécule de NADH dans le cytosol au profit de la 

production d’une autre molécule de NADH dans la matrice, et la navette à glycérol-3-

phosphate (G3P), qui consomme également une molécule de NADH cytosolique mais 

produit en contrepartie une molécule de FADH2 dans la matrice mitochondriale. Le muscle 

cardiaque oxydatif utilise en majorité la navette malate/aspartate mais les muscles 

squelettiques glycolytiques, avec un profil métabolique anaérobie dominant, utilisent 

davantage la navette à G3P (Picard et al., 2012). 

 

° La chaine respiratoire mitochondriale 

La chaine respiratoire est composée de cinq complexes enzymatiques, localisés à la 

membrane interne mitochondriale (Figure 2) : le complexe I ou NADH déshydrogénase, le 

complexe II ou succinate déshydrogénase, le complexe III ou coenzyme Q déshydrogénase, 

le complexe IV ou cytochrome c oxydase et le complexe V ou ATP synthase.  

L’oxydation du NADH a lieu au niveau du complexe I et celle du FADH2 se déroule 

au niveau du complexe II. L’oxydation des deux équivalents réduits libère des électrons qui 

sont transportés le long de la chaine respiratoire mitochondriale, que l’on appelle aussi 

pour cette raison chaine de transport d’électrons, jusqu’aux complexes III et IV par le biais 

de l’ubiquinone puis du cytochrome c. Les électrons produits suivent ainsi un gradient 

décroissant du potentiel d’oxydoréduction, pour être accepté au niveau du complexe IV par 

l’oxygène, qui est alors réduit en deux molécules d’eau. On a longtemps pensé que les 

différents complexes de la chaine respiratoire n’étaient pas physiquement positionnés dans 

l’ordre précis du gradient décroissant de leur potentiel redox et qu’ils diffusaient librement 

dans la membrane,  l’ubiquinone et le cytochrome c  circulant librement entre les différents  
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Figure 2 : La chaine respiratoire mitochondriale. L’énergie créée par le transfert des électrons 

le long de la chaine respiratoire est utilisée par les complexes I (NADH coenzyme Q réductase), le 

complexe III (cytochrome bc1) et le complexe IV (cytochrome c oxidase) pour pomper des protons 

de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire. L’ATP synthase utilise le flux de 

protons réentrant dans la matrice pour générer de l’ATP à partir d’ADP et d’un phosphate 

inorganique (Pi). Figure modifiée d’après Bhalerao & Clandinin, 2012. 
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complexes. Cependant, depuis une dizaine d’années et le développement des techniques 

d’électrophorèse non dénaturante, émerge l’évidence que les complexes peuvent 

s’organiser en supercomplexes composés du complexe I et de un ou plusieurs exemplaires 

des complexes III et IV, mais leurs avantages structurels et fonctionnels restent cependant 

sujets à débat (Milenkovic et al., 2017).  

L’énergie libérée par les réactions d’oxydoréduction le long de la chaine respiratoire 

est utilisée au niveau des complexes I, III et IV pour faire sortir des protons de la matrice 

mitochondriale dans l’espace intermembranaire. Le gradient de protons qui en résulte 

permet de générer la force protomotrice qui fait fonctionner l’ATP synthase (complexe V). 

Il existe donc un couplage entre l’oxydation des équivalents réduits et la phosphorylation 

de l’ADP, et c’est pour cette raison que la réoxydation du NADH en NAD+ (qui utilise trois 

complexes : I, III et IV) permet de former d’avantage d’ATP que celle du FADH2 et FAD (qui 

n’utilise que les complexes III et IV). 

 

1.1.2 Systèmes de transfert d’énergie 

L’ATP produit par la chaine respiratoire doit ressortir de la mitochondrie pour être 

utilisé notamment au niveau des myofibrilles et permettre la contraction musculaire. Pour 

cela, une ADP/ATP translocase ou adénine nucléotide transférase (ANT) située à la 

membrane interne permet la sortie de l’ATP en échange de l’entrée d’une molécule d’ADP. 

Mais le cytoplasme est constitué de multiples compartiments, plus ou moins séparés par 

des barrières physiques ou fonctionnelles. La production d’énergie est souvent associée 

localement aux domaines consommateurs, comme par exemple à la membrane plasmique 

où il existe des complexes glycolytiques regroupant les enzymes de la glycolyse sous forme 

de multicomplexes enzymatiques, permettant d’approvisionner localement les canaux 

ioniques nécessitant de l’ATP à la membrane plasmique. Il en est de même au niveau du 

réticulum sarcoplasmique où des complexes fournissent localement l’ATP nécessaire au 

transport du Ca2+ (Xu et al., 1995). En parallèle de cette compartimentalisation, des 

systèmes de transfert d’énergie existent entre les lieux de production et de consommation 
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d’énergie de manière à limiter au maximum les contraintes de diffusion, comme par 

exemple entre les mitochondries et les myofilaments. 

 

° Le système créatine kinase 

Le système créatine kinase (CK) joue un rôle majeur dans la distribution de l’énergie 

dans la cellule musculaire. Il permet de faire le lien entre sites de production et de 

consommation de l’ATP, comme observé entre mitochondries et appareil contractile, 

mitochondrie et réticulum sarcoplasmique ou encore noyau et mitochondrie (Kaasik et al., 

2001).  

La CK a été identifiée dès les années 1970 comme système de transport principal 

dans les cellules à haute consommation énergétique comme les cardiomyocytes et les 

cellules du muscle strié. Elle permet le transfert réversible d’un groupement phosphate d’un 

ATP vers une molécule de créatine. Quatre isoformes différentes ont été décrites et 

s’expriment de façon tissue spécifique. Les cellules musculaires expriment trois isoformes 

de cette enzyme : M pour muscle et B pour brain qui sont cytosoliques, et une isoforme 

mitochondriale, la mi-CK. Les isoformes M et B forment des isoenzymes dimériques MM, BB 

et MB ; l’isoforme mi-CK peut former des structures dimériques ou octamériques (Wyss et 

al., 1992) et représente à elle seule 20 à 40% de l’activité CK dans les cellules cardiaques.  

Alors que la mi-CK est responsable de la formation de phosphocréatine à partir 

d’ATP et de créatine à proximité du complexe V de chaine respiratoire, les isoformes 

cytosoliques permettent à l’inverse de régénérer de l’ATP à partir de PCr et d’ADP et 

agissent comme des régulatrices locales des pools d’ATP (Figure 3). Ces couplages 

fonctionnels et localisés entre la génération d’ATP ou les sites de consommation et les CK 

contrôlent ainsi localement les ratios ATP/ADP, qui favorisent la production d’énergie à la 

mitochondrie (ratio ATP/ADP faible) et la consommation dans les différents compartiments 

cytosoliques (ratio ATP/ADP élevé).  En fonctionnant globalement près de son équilibre, les 

CK cytosoliques agissent comme un système tampon temporel et spatial de l’ATP cellulaire  
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et la PCr comme une forme de réservoir énergétique rapidement mobilisable (Saks et al., 

1996; Ventura-Clapier, 1998). 

 

° Le système adénylate kinase 

L’adénylate kinase (AK) est une enzyme qui catalyse de façon réversible le transfert 

d’un phosphate et de sa liaison riche en énergie entre deux nucléosides diphosphates, 

produisant ainsi une molécule d’ATP à partir de deux molécules d’ADP. Elle est également 

impliquée dans l’homéostasie énergétique du myocarde et du muscle squelettique (Savabi, 

1994) via son couplage avec les sites producteurs et consommateurs d’ATP. Elle assure 

également un rôle déterminant dans la transduction du signal énergétique mitochondriale 

vers le sarcolemme via le canal KATP et potentiellement d’autres transporteurs sensibles à 

l’ATP pour moduler le potentiel membranaire.  

 

1.1.3 La mitochondrie 

° Structure et fonctions 

La mitochondrie est un organite cellulaire hautement spécialisé, et agissant comme 

centre énergétique cellulaire, puisque comme nous venons de le voir, elle est responsable 

de la production aérobie d’ATP. Elle a cependant d’autres fonctions essentielles comme la 

régulation du pH cellulaire, la synthèse des hormones stéroïdes à partir du cholestérol, la 

synthèse des hèmes, la thermogénèse ou encore le déclenchement des voies de mort 

cellulaires programmées via le cytochrome c. 

Elle serait la lointaine descendante d’une bactérie phagocytée par les premiers 

eucaryotes et aurait perdurée et se serait spécialisée au cours de l’évolution pour devenir 

l’organite que l’on connait aujourd’hui. Cette hypothèse, qu’on appelle de l’endosymbiose, 

fut développée par Lynn Margulis dès 1966, puis fut appuyée par la découverte de l’ADN 

mitochondrial (ADNmt) en 1980. À l’exception des érythrocytes, toutes les cellules de 
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mammifères possèdent des mitochondries. Devenues essentielles pour pratiquement 

toutes les cellules eucaryotes, leur distribution et leur nombre diffère selon le tissu 

considéré. Dans le muscle strié oxydatif, on trouve ainsi deux populations distinctes de 

mitochondries, insérées entre les myofibrilles qu’on appelle mitochondries interfibrillaires, 

et situées sous la membrane plasmique qu’on appelle mitochondries subsarcolemmales. 

La proportion relative de ces deux populations n’est pas aléatoire et reflète l’état 

physiologique ou pathologique du tissu musculaire, comme dans certaines 

cardiomyopathies ou la dystrophie musculaire (Novotová et al., 2006).  

D’une dimension de 1 à 2 μM de long et 0,5 à 1 μM de large, elles se présentent 

comme des structures très dynamiques, en forme de bâtonnets et organisées en réseau, 

animées de mouvementes de fission et de fusion rapides. Elles se composent de deux 

bicouches phospholipidiques, une interne et une externe, qui délimitent ainsi trois milieux : 

le cytosol, l’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale.  

La membrane externe contient de nombreuses porines, protéines formant des 

canaux aqueux au travers de la membrane, la rendant perméable aux molécules inférieures 

à 10 kDa comme l’ATP, l’ADP et la plupart des ions et des substrats. La membrane interne 

en revanche est beaucoup moins perméable que la membrane interne, du fait de la plus 

forte densité en protéines membranaires, et la plupart des molécules doivent passer par 

des transporteurs transmembranaires pour pouvoir entrer dans la matrice et inversement.  

Un dogme existe sur le fait que les structures formant des crêtes à l’intérieur de la 

matrice mitochondriale et où se déroule entre autres la phosphorylation oxydative de la 

chaine respiratoire, sont de simples replis et invaginations de la membrane interne. Mais il 

est aujourd’hui démontré que ces crêtes sont en réalité structurellement indépendantes et 

de forme majoritairement tubulaire, et rattachées à la membrane interne par d’étroites 

structures jonctionnelles (Freya & Mannellab, 2000). Ces crêtes permettent d’augmenter de 

façon considérable la surface membranaire et ainsi les capacités de respiration 

mitochondriale, et leur densité reflète les besoins énergétiques cellulaires.  
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La matrice contient les enzymes responsables du cycle de Krebs, les enzymes de la 

biosynthèse, les enzymes anti-oxydantes, la machinerie de synthèse protéique (ADN, ARNt, 

ribosomes). Plusieurs protéines de la régulation de la mort cellulaires sont aussi présentes 

dans la matrice, comme la cyclophiline D qui interagit avec le pore de transition de 

perméabilité mitochondriale (MPTP) et des protéines de la voie de l’apoptose comme la 

famille des Bax/Bcl-2. 

 

° Biogenèse et dynamique mitochondriale 

La biogenèse mitochondriale est l’ensemble des mécanismes impliqués dans les 

processus de développement de la masse mitochondriale et du nombre de mitochondries 

en réponse à différents signaux de stress énergétique. Elle inclut l’expression de protéines 

mitochondriales et sa modulation, la synthèse des phospholipides membranaires, l’import 

de protéines mitochondriales. Elle permet de répondre et de s’adapter à différents stimuli 

environnementaux comme l’exercice physique, la restriction calorique ou le stress oxydant 

pour n’en citer que quelques-uns. Les mitochondries sont ainsi capables d’une grande 

plasticité qui se caractérise par des changements de taille, de nombre et d’aspect, et 

forment ce que certains appellent un « réticulum » mitochondrial, en particulier dans le cas 

de tissus hautement oxydatifs comme le muscle strié (Nisoli et al., 2003). Ainsi dans le 

muscle squelettique par exemple, la biogénèse mitochondriale est fortement stimulée par 

l’exercice musculaire de manière à augmenter les capacités oxydatives (Hood et al., 2011). 

La modulation des concentrations calciques par l’exercice pourrait être impliquée dans 

cette adaptation, une augmentation de la concentration calcique intracellulaire ayant été 

démontrée comme liée à une augmentation de l’expression de plusieurs gènes codant 

pour des protéines mitochondriales (Hood, 2006). 

La dynamique du réseau mitochondrial est également modulée par des mécanismes 

de fusion et de fission finement contrôlés. Chez les mammifères, la fission des 

mitochondries est régulée par la dynamin-related protein 1 (DRP1) et son récepteur 

fission-mediator protein 1 (FIS1) (Liesa et al., 2009). Les mécanismes de fusion sont eux 
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médiés par deux mitofusines (MFN1 et MFN2) impliquées dans la fusion de la membrane 

interne (Legros et al., 2002), et l’optic atrophic type 1 protein (OPA1) à la membrane externe 

(Olichon et al., 2002).  

Du fait de son origine bactérienne, la mitochondrie possède son propre génome qui 

encode 37 protéines représentant 2% des protéines mitochondriales, les 98% restant étant 

encodés par l’ADN nucléaire. Ainsi, une coordination spatiale et temporelle de la synthèse 

des protéines, de l’import des protéines d’origine nucléaire et de l’assemblage avec les 

protéines d’origine mitochondriales est essentielle pour assurer une biogénèse 

mitochondriale correcte. La réplication de l’ADN mitochondrial, et les mécanismes de 

fusion et de fission doivent aussi être coordonnés. 

La réplication du génome mitochondrial est effectuée sous le contrôle d’un facteur 

de transcription mitochondrial A (TFAM), encodé par le génome nucléaire. Il s’associe au 

sein des complexes nucléoïdes qui contiennent l’ADN mitochondrial et s’associent à l’ARN 

polymérase mitochondriale pour réguler la transcription du génome mitochondrial. Des 

études de gain et perte de fonction du gène ont montré que TFAM est un déterminant du 

nombre de copies de l’ADNmt, et que ce contrôle est indépendant de ses fonctions de 

facteur de transcription, soulignant son rôle dans la réplication (Scarpulla, 2008). De plus, il 

a été démontré que la phosphorylation oxydative mitochondriale est finement contrôlée 

par la quantité d’ADNmt cellulaire (Rocher et al., 2008). Cependant TFAM n’est pas le seul 

facteur impliqué dans la régulation du génome mitochondriale, et il existe d’autres acteurs 

comme les mitochondrial transcription factors B1 et B2 (TFB1M et TFB2M) et le 

mitochondrial transcription termination factor (mTERF). À l’heure actuelle les fonctions 

spécifiques de TFB1M et TFB2M ne sont pas très bien connues, bien que TFB2M semble 

essentiel pour réguler le nombre de copies d’ADNmt (Correia et al., 2011).  

Les nuclear respiratory factors (NRF1 et NRF2) sont d’autres facteurs de transcription 

nucléaires impliqués dans la biogénèse mitochondriale. NRF1 est connu pour réguler à la 

fois l’expression de gènes nucléaires impliqués dans la phosphorylation oxydative (sous-

unité VIc de la cytochrome oxydase, protéine liée à l’ubiquinone et sous-unité γ de l’ATP 

synthase) mais aussi dans la réplication et la transcription de l’ADNmt (endonucléase 
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ribonulcléoprotéique) via notamment l’activation de TFAM dont nous venons de parler. Ce 

facteur participe ainsi à la coordination nécessaire entre les génomes nucléaires et 

mitochondriaux. L’activité de NRF2 est moins connue, mais il semble que son activité 

dépende de l’état redox cellulaire, et qu’il soit plus important chez les rongeurs que chez 

l’homme (Garnier et al., 2003).  

Le peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactovator-1α (PGC-1α) est le régulateur 

central de la biogénèse mitochondriale (Puigserver et al., 1998). À travers son interaction 

avec de multiples facteurs de transcriptions de la famille des récepteurs nucléaires comme 

les peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), les récepteurs apparentés aux 

oestrogènes (ERRs) et les nuclear respiratory factors (NRFs), PGC-1α augmente les capacités 

d’oxydation des acides gras et de phosphorylation oxydative par les mitochondries et induit 

l’expression coordonnée de gènes nucléaires et mitochondriaux impliqués dans la 

stimulation de la biogenèse mitochondriale (Lin et al., 2005; Puigserver & Spiegelman, 

2003; Ventura-Clapier et al., 2008). PGC-1α active en effet la transcription et la réplication 

de l’ADN mitochondrial en activant la transcription puis coactivant les NRFs, qui activent 

ensuite TFAM, encodé par le génome nucléaire. PGC-1α active d’autres récepteurs et 

facteurs de transcription nucléaires impliqués dans la biogenèse mitochondriale (Figure 4). 

Les principaux régulateurs de la β-oxydation des acides gras sont PPARα et PPARδ, 

etl’activation de PPARα induit une réponse transcriptionnelle augmentant l’expression des 

enzymes de la β-oxydation (Barger & Kelly, 2000). PPARδ est un facteur de transcription 

essentiel pour la protection mitochondriale et la biogénèse (P. Wang et al., 2010). ERRα 

active un partie des cibles de PPARα impliquées dans de multiples voies de production de 

l’énergie, comme le transport des acides gras, l’oxydation des acides gras dans la 

mitochondrie et le péroxisome ou la respiration mitochondriale (Huss et al., 2004). 
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1.2 Insuffisance cardiaque et métabolisme énergétique 

Afin d’assurer les besoins énergétiques de sa contractilité permanente, le cœur 

dépend de l’apport en oxygène et en substrats oxydables qui lui permettent de générer en 

quantité suffisante l’ATP dont il a besoin pour subvenir à ce travail continu. L’insuffisance 

cardiaque est un syndrome complexe et multifactoriel, définie par l’OMS comme 

l’incapacité du cœur à assurer un débit cardiaque suffisant pour répondre aux besoins 

énergétiques de l’organisme. Elle est l’étape terminale de la majorité des pathologies 

cardiovasculaires, et reste la principale cause de mortalité dans le monde en dépit 

d’avancées majeures dans le développement de nouveaux traitements, en particulier au 

sein de la population âgée.  

Elle peut résulter d’une trouble du remplissage ventriculaire dans lequel le cœur 

n’arrive plus à capter suffisamment de sang pour le renvoyer dans l’organisme (on parle 

alors de dysfonction diastolique) ou d’un trouble de l’éjection dans lequel le cœur n’est plus 

capable de fournir l’énergie nécessaire à l’expulsion du sang vers la circulation pulmonaire 

et/ou systémique (on parle de dysfonction systolique). Ces dysfonctions peuvent coexister. 

Une des conséquences de ces dysfonctions cardiaques précoces est très souvent un 

déséquilibre entre la demande et la production d’énergie, entre le travail développé et les 

capacités de production (Figure 5). Ce déséquilibre peut être initié par la diminution du 

transport de l’oxygène induite par l’hypoxie chronique, l’athérosclérose, l’inflammation du 

myocarde, des atteintes coronariennes ou encore des atteintes mitochondriales induites 

par des facteurs génétiques ou environnementaux. Il peut également résulter d’une 

surcharge de travail induite par une hypertension systémique, une insuffisance valvulaire ou 

par une atteinte précoce de la structure cardiaque suite à un infarctus par exemple. 

Certaines dysfonctions n’ont d’ailleurs pas de cause identifiée, on parle alors de 

cardiomyopathie idiopathique. Une conséquence majeure de l’insuffisance cardiaque est 

que l’oxygène et les substrats ne sont plus délivrés correctement aux organes périphériques 

et les déchets métaboliques ne sont plus éliminés efficacement, induisant un état de 

déséquilibre énergétique à l’échelle de l’organisme tout entier. Les organes périphériques 

développent   alors   des   atteintes   irréversibles   qui   dans   un   second   temps   deviennent  
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intrinsèques et indépendantes de la réduction de la perfusion sanguine per se. Ces atteintes 

généralisées, incluant des phénomènes d’atrophie du muscle squelettique, contribuent à 

la diminution de la capacité à l’effort et la réduction de la qualité de vie des patients 

(Mettauer et al., 2006). A l’heure actuelle, très peu de molécules pharmacologiques ont 

atteint le stade de l’utilisation en clinique pour traiter la dysfonction énergétique dans 

l’insuffisance cardiaque. 

Au stade précoce, la dysfonction cardiaque lorsqu’elle est due à une augmentation 

de la post-charge comme dans les cas d’hypertension ou de sténose aortique initie une 

réponse adaptative qui consiste classiquement en l’hypertrophie concentrique du 

ventricule gauche, c’est-à-dire un épaississement de la paroi pour compenser le stress 

pariétal. Cette hypertrophie est associée à un remodelage métabolique qui sera détaillé 

dans les paragraphes suivants. Cependant, lorsque ce stress cardiaque dépasse les 

capacités d’adaptation ou perdure trop longtemps, il peut être suivi d’une hypertrophie 

excessive et maladaptative, induisant une dysfonction contractile non compensée, une 

dilatation progressive des ventricules et in fine sur l’insuffisance cardiaque. Le déséquilibre 

énergétique décrit précédemment, renforcé par ces mécanismes maladaptatifs, induit alors 

un état de forte privation énergétique du myocarde, qui est de plus en plus considéré 

comme un facteur central de la progression vers l’insuffisance cardiaque (Bottomley et al., 

2013; Dzeja et al., 2000; Ingwall & Weiss, 2004; Neubauer, 2007; Ventura-Clapier et al., 

2004).  

 

1.2.1 Utilisation des substrats dans l’insuffisance cardiaque 

Il est communément admis que de façon précoce lors de la phase adaptative de 

l’hypertrophie cardiaque, on observe une transition de la source d’énergie majoritaire du 

myocarde qui passe des acides gras vers une oxydation préférentielle du glucose (Ventura-

Clapier et al., 2004). Cette adaptation métabolique n’est pas retrouvée dans l’hypertrophie 

adaptative du sportif ou de la femme enceinte par exemple, chez qui on observe plutôt une 

augmentation des capacités mitochondriales d’oxydation des acides gras. Il n’y a donc ainsi 
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pas de signature métabolique unique de l’hypertrophie, et les adaptations métaboliques 

qui en découlent sont davantage liées à la nature du stimulus hypertrophique qu’à 

l’hypertrophie en elle-même (Rimbaud et al., 2009). 

Dans le cas de l’hypertrophie induite par les dysfonctions cardiaques 

précédemment décrites, la transition métabolique de l’utilisation des acides gras vers celle 

du glucose constitue un retour au métabolisme cardiaque de type fœtal. Elle est également 

associée à un déficit des systèmes de stockage et de transfert d’énergie, ainsi que des 

fonctions mitochondriales. 

 

° Utilisation des acides gras dans l’insuffisance cardiaque 

Chez l’homme, plusieurs études ont clairement démontré cette transition 

métabolique et une diminution de l’expression des enzymes impliquées dans l’utilisation 

des acides gras (Razeghi et al., 2001; Sack et al., 1996). On observe notamment une 

réduction significative de l’expression des Acyl-CoA déshydrogénases (LCAD et MCAD) 

ainsi que de la CPT1. Il en est de même chez le rat, où l’expression de MCAD notamment 

est significativement réduite dans un modèle d’infarctus (Rosenblatt-Velin et al., 2001). Ceci  

est corrélé à une réduction de l’ordre de 40% de l’oxydation des acides gras (Lei et al., 

2004). L’expression de CPT1 et MCAD en particulier et régulée en temps normal par PPARα, 

or son niveau d’expression protéique est réduit de l’ordre 54% dans le cœur humain dès la 

phase d’insuffisance cardiaque compensée (Karbowska et al., 2003). Ainsi, il a été proposé 

que la diminution de l’oxydation des acides gras passerait pas une réduction de la voie 

PPARα/RXRα (Osorio et al., 2002; Van Bilsen, 2004). 

 

° Utilisation du glucose dans l’insuffisance cardiaque 

Dans une tentative de compensation de la chute des capacités oxydatives et de la 

production d’ATP dans le cœur insuffisant, la glycolyse est transitoirement augmentée. 

Ainsi, l’entrée du glucose, l’expression du transporteur GLUT1 et l’activité de la PFK1 sont 
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partiellement augmentés dans les phases précoces de l’insuffisance cardiaque compensée 

(Diakos et al., 2016). Cependant, cette augmentation de la glycolyse ne permet de 

compenser la réduction de l’utilisation des acides gras que transitoirement, en particulier 

car le glucose ne permet pas de synthétiser autant d’ATP que le permet l’oxydation des 

acides gras. Ainsi on observe dans les phases plus tardives de l’insuffisance cardiaque une 

réduction de l’expression des transporteurs GLUT1 et GLUT4 ainsi que des enzymes 

régulatrices de la glycolyse PDK2 et PDK4 (Lei et al., 2004). La chute de la glycolyse est ainsi 

souvent associée à la transition de la phase compensée de l’insuffisance cardiaque vers la 

phase terminale. 

 

1.2.2 Altération des systèmes de transfert d’énergie 

In fine, ces altérations métaboliques induisent une forte carence énergétique du 

myocarde, qui se reflète par une altération de l’homéostasie des métabolites de haute 

énergie (Ventura-clapier et al., 2011). Le système créatine kinase, composé majeur de la 

réserve énergétique est ainsi diminué dans le remodelage hypertrophique et l’insuffisance 

cardiaque. En effet, le contenu en CK a été décrit comme réduit de 50% dans l’insuffisance 

cardiaque chez un modèle d’hypertension chez le rat, et de façon corrélée au déclin de la 

fraction d’éjection cardiaque (Ingwall et al., 1990). De manière générale, une réduction des 

CK cytosoliques et mitochondriales (MM-CK et mi-CK) est observée dans l’insuffisance 

cardiaque chez l’homme et dans des modèles animaux (Ingwall, 2009). L’activité de la CK 

totale et mitochondriale est également réduite chez le rat dans un modèle d’hypertension 

(Vatner & Ingwall, 1984). En parallèle, le système des myokinases mitochondriales qui 

contribue en temps normal assez peu à la distribution de l’ATP est significativement 

augmenté dans une tentative de compensation (Dzeja et al., 1999). L’activité des CK est 

également fortement réduite lors de l’évolution de la maladie, suggérant que cette chute 

est un bon marqueur de la transition de l’hypertrophie sévère vers l’insuffisance cardiaque. 

Le découplage fonctionnel de la mi-CK avec la phosphorylation oxydative 

mitochondriale serait aussi responsable de l’altération des flux d’énergie et de la baisse du 
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rapport PCr/ATP, qui constitue un bon indicateur de l’état énergétique cardiaque. Selon les 

espèces, le rapport PCr/ATP oscille entre 1,7 et 2,1 et reflète à la fois la production d’ATP 

mitochondriale et l’efficacité du transfert d’énergie par les CK (Ventura-clapier et al., 2011). 

Cette diminution du ratio PCr/ATP est prédictive d’une mortalité augmentée chez les 

patients insuffisants cardiaques. Il est en effet systématiquement réduit dans l’insuffisance 

cardiaque humaine (Conway et al., 1991; Hardy et al., 1991) et dans les modèles animaux 

(Neubauer et al., 1995; Ye et al., 2001). Cette diminution est due vraisemblablement à une 

chute de la PCr, les taux d’ATP restant relativement constants dans la phase compensée de 

l’insuffisance cardiaque (Smith et al., 2006; Weiss et al., 2005). Une étude plus récente chez 

l’homme met l’accent plus sur la réduction du flux CK calculé par RMN au 31Phosphore que 

sur la valeur absolue du ratio PCr/ATP comme marqueur prédictif d’une surmortalité chez 

les patients en insuffisance cardiaque (Bottomley et al., 2013). 

 

1.2.3 Altération de la fonction mitochondriale 

La fonction mitochondriale, et en particulier les mécanismes de biogénèse 

mitochondriale sont fortement altérés avec l’insuffisance cardiaque. En effet, une étude du 

laboratoire sur un modèle de surcharge de pression chez le rat a montré que le déclin de 

la fonction mitochondriale dans le muscle cardiaque et le muscle squelettique est liée à 

l’altération de l’expression de protéines mitochondriales associées au déclin de PGC-1α et 

ses cofacteurs NRFs et TFAM (Garnier et al., 2003). Un déclin de PGC-1α est également 

décrit dans de nombreux autre modèles d’insuffisance cardiaque (Faerber et al., 2011; O. 

Kemi et al., 2007; C.-K. Sun et al., 2007), ce qui suggère que cette chute de la cascade de 

régulation de PGC-1α est une bonne signature métabolique de l’insuffisance cardiaque, 

induisant une réduction des protéines mitochondriales encodées par le génome nucléaire 

et mitochondriale et ainsi des altérations de la capacité oxydative (Ventura-Clapier et al., 

2008). Chez l’homme, les études qui se sont intéressées à la cascade de régulation de 

PGC-1α dans l’insuffisance cardiaque montrent des résultats parfois assez contradictoires 

(Garnier et al., 2009; Karamanlidis et al., 2010; Sebastiani et al., 2007). Ces différences entre 

les modèles animaux et les pathologies humaines peuvent être liées à la nature et/ou la 
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sévérité de la pathologie, le manque de groupes contrôles chez l’homme, les différences 

de sexes ou encore les traitements pris par les patients. Cependant, il semble que 

l’expression d’ERRα, le partenaire clé de PGC-1α (Figure 4) et certaines de leurs cibles 

soient clairement réduits chez l’homme et participent au déclin de la capacité 

mitochondriale (Sihag et al., 2009). 

L’insuffisance cardiaque est également associée à des anomalies morphologiques 

des mitochondries, avec notamment une augmentation de leur nombre, une réduction de 

leur taille et une désorganisation de leur intégrité structurale, ce qui suggère une altération 

du réseau général des mitochondries (Ide et al., 2001; Sabbah et al., 1992; Schaper et al., 

1991). Des altérations de la structure des mitochondries, comme une absence de matrice 

ou des ruptures membranaires peuvent être positivement corrélées à la sévérité de 

l’insuffisance cardiaque reflétée par la pression diastolique du ventricule gauche ou la 

fraction d’éjection (Ide et al., 2001). Ainsi, une hypothèse émergente serait que les 

mécanismes de contrôle de la dynamique et de la forme des mitochondries puisse jouer un 

rôle dans les pathologies cardiaques. Par exemple, une diminution de la mitochondrial 

dynamin like GTPase (OPA1), une protéine impliquée dans la fusion de la membrane interne 

mitochondriale, a été décrite comme impliquée dans la régulation des flux d’énergie, de la 

taille et de la forme des mitochondrie, facteurs qui sont tous essentiels pour un transfert 

d’énergie optimal (Chen et al., 2009). Un étude récente a démontré que le blocage du 

mécanisme de fusion des mitochondries par inhibition d’OPA1 dans le cœur chez la souris 

induisait une fragmentation du réseau mitochondrial et était associé au développement 

d’une cardiomyopathie et de troubles métaboliques (Wai et al., 2015). 

 

1.2.4 La cardiomyopathie dilatée : une forme sévère d’insuffisance cardiaque 

affectant le métabolisme énergétique 

La cardiomyopathie dilatée (CMD) est une des causes majeures d’insuffisance 

cardiaque, caractérisée par une dilatation progressive du ventricule gauche et un 

amincissement des parois, menant à une dysfonction systolique sévère. En dépit des 
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stratégies thérapeutiques actuelles, la CMD reste associée à une morbidité élevée, et à une 

mortalité d’environ 20% (Felker et al., 2000). En France, elle concerne environ une personne 

sur 3000, et touche en majorité les hommes. Ses causes sont multiples et peuvent être 

d’origine environnementale (consommation excessive d’alcool, diabète, myocardite liée à 

une infections virale ou bactérienne) ou génétique. Environ 20% des cas sont ainsi associés 

à une mutation monogénique dont une trentaine est aujourd’hui identifiée, la plupart dans 

des gènes codant pour des protéines du cytosquelette ou du sarcomère, mais aussi pour 

certaines protéines chaperonnes (Villard et al., 2011).  Plus de la moitié des cas restent 

cependant sans origine déterminée, on parle alors de CMD idiopathique (Hazebroek et al., 

2012). Cette pathologie est très hétérogène et implique la perturbation de l’homéostasie 

d’un grand nombre de protéines, comme des protéines de la membrane nucléaire, du 

sarcomère, du cytosquelette ou encore impliquées dans la modulation des flux calciques. 

Au niveau du cytosquelette, l’actine et la myosine sont particulièrement affectées (Fatkin & 

Graham, 2002). Même si cette pathologie concerne des sujets de tout âge, les facteurs de 

risque que sont l’hypertension, l’athérosclérose ou les atteintes des valves cardiaques en 

font une pathologie particulièrement susceptible de toucher le sujet âgé (Backes & Gersh, 

1992). 

Les patients atteints de CMD présentent également une altération du métabolisme 

énergétique, avec une réduction de l’utilisation des acides gras qui n’est que partiellement 

compensée par une augmentation de l’utilisation du glucose (Dávila-Román et al., 2002; 

Neglia et al., 2007). Cette pathologie est également marquée par une altération des 

mécanismes de transfert de l’énergie, qui s’illustre notamment par une réduction du flux CK 

et du ratio PCr/ATP (Bottomley et al., 2013; Neubauer, 2007). Des mutations sur l’ADN 

mitochondrial ainsi que des anomalies morphologiques des mitochondries sont également 

bien décrites et participent au phénotype sévère de la CMD (Arbustini et al., 1998). 
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1.2.5. Le Serum Response Factor, un facteur de transcription impliqué dans 

la cardiomyopathie dilatée 

Toutes les cellules vivantes sont dotées d’un cytosquelette dynamique, qui en plus 

de leur conférer une forme et un support structural, sert à réguler un certain nombre de 

processus comme l’adhésion cellulaire, la migration, la division, la polarité cellulaire, la 

ségrégation des chromosomes, le trafic intracellulaire, la contraction musculaire, l’apoptose 

ou la signalisation. Chez les vertébrés, le cytosquelette est d’autant plus complexe que s’y 

sont développés une grande variété de tissus aux propriétés et fonctions très différentes, 

jusqu’aux tissus contractiles spécialisés en muscle strié squelettique, cardiaque et muscle 

lisse. De manière générale, plus d’un millier de gènes participent à la constitution du 

cytosquelette et de l’appareil contractile des mammifères, qui impliquent une coordination 

maitrisée sur le plan fonctionnel mais aussi transcriptionnel. 

Le Serum Response Factor (SRF) est un facteur de transcription de la famille des 

facteurs à domaine MADS, qui régule l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués 

dans la prolifération et la migration cellulaire, la dynamique du cytosquelette et la 

myogenèse. Cette famille de facteurs de transcription présente la particularité de se lier à 

l’ADN sur des séquences cibles spécifiques [CC(A/T)6GG] appelées boites CArG (Shore & 

Sharrocks, 1995). SRF a été identifié pour la première fois pour son implication dans 

l’activation du proto-oncogène c-fos en réponse au sérum dans la lignée de cellules 

cancéreuses HeLa (Treisman, 1987). Très conservé à l’échelle du vivant, SRF est encodé par 

un seul gène conservé de la drosophile à l’homme, et est exprimé de façon ubiquitaire 

(Affolter et al., 1994). Son profil d’expression au cours du développement a été 

particulièrement bien décrit chez la souris. Aux stades précoces du développement, 

l’expression de SRF se localise dès 6,5 jours dans les feuillets mésodermiques et 

ectodermiques, puis dans le mésoderme à 7,5 jours. Son expression devient ensuite plus 

spécifique du tissu musculaire puisqu’on le retrouve à 8,5 jours majoritairement dans le 

cœur et les myotomes (Arsenian et al., 1998). On retrouve ensuite à 11,5 jours une 

expression modérée dans le tube neural et le muscle lisse vasculaire (Belaguli et al., 1997). 

À l’âge adulte, SRF présente un profil d’expression prédominant dans tous les types 
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musculaires, c’est-à-dire aussi bien dans le muscle lisse que dans le muscle strié 

squelettique et cardiaque (S. Li et al., 2005; Mericskay et al., 2007; Parlakian et al., 2004).  

Plus d’une centaine de gènes incluant une boite CArG dans leur promoteur ont pu 

être identifiées comme cibles potentielles de SRF chez les mammifères, dont la majorité est 

constituée par des gènes impliqués dans le cytosquelette et l’appareil contractile (Figure 

6). SRF contrôle ainsi l’expression dans les tissus musculaires de gènes impliqués dans la 

différenciation musculaire (actine, alpha et bêta-MHC, troponine, tropomyosine, MyoD…) 

et dans la dynamique du cytosquelette (alpha-actinine, la vinculine, profiline…) pour n’en 

citer que quelques-uns (J. Chai & Tarnawski, 2002; Q. Sun et al., 2006). SRF régule 

également l’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans l’adhésion 

cellulaire, comme certaines sous-unités des intégrines ou les syndecans (Miano et al., 2007). 

La capacité à activer la transcription de ces différents gènes cibles est modulée par un 

certain nombre de cofacteurs transcriptionnels avec lesquels il forme des complexes 

ternaires pour activer la transcription. La famille de coactivateurs de SRF la plus connue et 

la plus étudiée est celle des Myocardin related transcriptional co-factors (MRTFs), constituée 

de la myocardine, de MRTF-A et MRTF-B (Olson & Nordheim, 2010). D’autres cofacteurs 

s’associent à SRF pour activer la différenciation musculaire, comme MyoD dans le muscle 

squelettique et GATA4 dans le muscle cardiaque (Figure 6). 

L’actine est un des gènes cibles majeurs de SRF dans le tissu musculaire. Elle est 

régulée par la voie de signalisation RhoA qui induit sa polymérisation mais est également 

impliquée dans l’activité transcriptionnelle de SRF (Hill et al., 1995; Sotiropoulos et al., 

1999). La voie MRTF-A semble également particulièrement importante dans la régulation 

de l’activité de SRF (Posern & Treisman, 2006). MRTF-A, constamment exporté à l’extérieur 

du noyau, se lie à l’actine globulaire dans le cytoplasme. Lors de l’activation de RhoA, 

l’actine se polymérise et MRTF-A ne pouvant plus s’y lier s’accumule dans le noyau où il 

s’associe à SRF pour activer la transcription de gènes comme l’actine elle-même ou la 

vinculine (Miralles et al., 2003; Vartiainen et al., 2007).  
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SRF dans le muscle squelettique 

SRF est impliqué au cours du développement musculaire et est notamment requis 

in vivo pour l’expression de MyoD, facteur déterminant pour la différenciation et la 

détermination myogénique (Gauthier-Rouviere et al., 1996; S. Li et al., 2005) Plusieurs 

études suggèrent que SRF est impliqué dans la modulation de la plasticité du muscle 

squelettique. À la différence du muscle cardiaque, l’expression de SRF est réduite avec le 

vieillissement chez l’homme et la souris dans le muscle squelettique, ce qui suggère que 

cette réduction naturelle pourrait contribuer au phénotype musculaire associé au 

vieillissement et à la sarcopénie. L’invalidation spécifique de SRF dans le muscle 

squelettique par le système Cre/LoxP chez la souris n’induit pas de phénotype musculaire 

particulièrement sévère durant les premiers mois après invalidation, suggérant que dans 

les conditions normales SRF n’est pas requis pour l’homéostasie musculaire (Lahoute et al., 

2008). Cependant, après plusieurs mois les animaux invalidés développent des atteintes 

musculaires caractérisée notamment par une atrophie des fibres et une accumulation de 

fibrose,qui dans l’ensemble sont caractéristiques du phénotype musculaire associé au 

vieillissement. De plus, une autre étude démontre que l’absence de SRF dans les fibres 

musculaires se traduit par un défaut de recrutement des cellules satellites en réponse à 

l’hypertrophie induite par surcharge, et identifie SRF comme un acteur central de la 

signalisation IL6 et Cox2/IL4 (Guerci et al., 2012). 

 

SRF dans le muscle cardiaque 

Le développement cardiaque est un processus complexe composé de plusieurs 

étapes nécessitant une coordination finement régulée de l’expression de différents facteurs 

de transcription tels que GATA4, Nkx2.5, SRF et MEF2 (Sepulveda et al., 2002). L’équipe du 

Dr Zhenlin Li a été la première à démontrer l’importance de SRF durant le développement 

cardiaque en générant un knockout spécifique par expression d’une Cre recombinase sous 

le promoteur de la beta-MHC chez la souris. L’étude de ces animaux montre que la perte 

de SRF chez l’embryon induit un développement cardiaque anormal caractérisé par une 
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mauvaise trabéculation et une dilatation induisant une létalité embryonnaire précoce 

(Parlakian et al., 2004). 

Dans le cœur adulte chez la souris, l’activité de SRF peut être augmentée par des 

agonistes adrénergiques comme la phényléphrine (PE) ou par des cytokines comme 

l’angiotensine II, qui sont impliquées dans plusieurs pathologies cardiovasculaires 

(Jianyuan Chai et al., 2004). La voie calcium/CamKII et la voie RhoA sont également connues 

pour activer SRF, suggérant que SRF pourrait être activé dans les pathologies cardiaques 

impliquant une réponse hypertrophique. Il existe très peu d’études décrivant le rôle de SRF 

chez l’homme dans un contexte pathologique dans le cœur. On sait cependant que 

l’insuffisance cardiaque est associée à l’expression d’une isoforme tronquée de SRF 

résultant d’un épissage alternatif excluant les exons 4 et 5 et induisant ainsi une perte de 

fonction de SRF (Davis et al., 2002). Une autre étude décrit des phénomènes similaires de 

perte de fonction de SRF induite par l’activation de la caspase-3 générant une forme 

tronquée de SRF (Chang et al., 2003). Chez la souris, on observe également dans un modèle 

de laminopathie induisant une CMD une réduction de l’activité de SRF liée à une 

perturbation de la dynamique de l’actine (Ho et al., 2013).  

Le modèle d’inactivation conditionnelle et cardio-spécifique de SRF développée par 

l’équipe de Zhenlin Li a permis de s’affranchir de la létalité embryonnaire pour étudier les 

effets de l’inactivation de SRF à l’âge adulte. Cette inactivation, déclenchée par l’injection 

de tamoxifène, induit le développement d’une cardiomyopathie dilatée et d’une 

insuffisance cardiaque sévère (Parlakian et al., 2005). Comme chez l’homme, cette CMD est 

caractérisée par une altération des mécanismes de transfert d’énergie notamment la 

créatine kinase musculaire, une perte de contractilité progressive et une dilatation du 

ventricule gauche. L’architecture du cytosquelette est également altérée, comme en 

témoigne l’épaississement des disques intercalaires, l’altération de la structure polymérisée 

de l’actine et la désorganisation de la desmine qui sont également intimement liées à la 

perte d’activité de la créatine kinase musculaire codée par un gène cible de SRF (Diguet et 

al., 2011).   
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1.2.6 Besoin de nouvelles thérapies contre les cardiomyopathies dilatées et 

l’insuffisance cardiaque : comment agir sur le métabolisme cardiaque ? 

Les traitements classiques actuels pour lutter contre la cardiomyopathie dilatée sont 

aujourd’hui les mêmes que ceux utilisés contre l’insuffisance cardiaque, à savoir la 

prescription de bêtabloquants, d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 

l’angiotensinogène ou des récepteurs de l’angiotensine II, ou encore de vasodilatateurs 

(McNally & Mestroni, 2017). Ces traitements permettent de ralentir le rythme cardiaque et 

de réduire la surcharge hémodynamique qui est induite par l’activation neuro-hormonale 

accompagnant l’insuffisance cardiaque et qui se caractérise par une augmentation des 

catécholamines circulantes et une activation sur système rénine-angiotensine-aldostérone 

suite à l’hypoperfusion des reins. Ces traitements ont permis ces dernières décennies 

d’améliorer la prise en charge des patients et de réduire la mortalité, mais cette dernière 

reste malgré tout très élevée à plus de 40% cinq ans après le début de l’insuffisance 

cardiaque congestive. Le fait est que ces traitements contribuent indirectement à réduire la 

consommation énergétique du cœur, mais ils ne ciblent pas les défauts de production et 

de transfert de l’énergie du cœur insuffisant. La seule intervention efficace à long terme 

pour lutter contre l’insuffisance cardiaque reste à l’heure actuelle la transplantation 

cardiaque. Devant la pénurie de greffons et les problèmes d’immuno-compatibilité 

inhérents à la greffe, la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant les 

capacités énergétiques du cœur est une priorité. 

L’exercice physique est une stratégie bien connue de prévention des maladies 

cardiovasculaires, et de nombreuses études ont démontré ses effets bénéfiques pour la 

prévention secondaire de l’insuffisance cardiaque (Downing & Balady, 2011; Gasiorowski & 

Dutkiewicz, 2013; Gayda et al., 2016). L’entrainement en endurance est décrit pour avoir 

des effets bénéfiques sur les capacités oxydatives du muscle squelettique chez les patients 

atteints d’insuffisance cardiaque chronique (Adamopoulos et al., 1993), mais ses effets sur 

le muscle cardiaque sont moins bien décrits chez l’homme, même s’il semble également 

améliorer les capacités oxydatives et de transfert d’énergie dans les modèles animaux (Kemi 

et al., 2007).  
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D’autres stratégies récentes ciblent plus spécifiquement les troubles métaboliques 

associés à l’insuffisance cardiaque. On peut citer par exemple le traitement à la 

Trimetazidine, une drogue dont le mécanisme d’action repose sur l’inhibition de la 

beta-oxydation des acides gras pour favoriser l’oxydation du glucose, moins 

consommatrice d’oxygène, ce qui pourrait être favorable compte tenu de la réduction des 

capacités oxydatives du myocarde malade (Chrusciel et al., 2014). Une autre approche en 

développement repose sur l’Elamipretide, un peptide de type Szeto-Schiller également 

connu sous le nom de SS-31 qui pénètre dans les mitochondries et pourrait protéger du 

stress oxydant les cardiolipides, des lipides spécifiques de la membrane interne 

mitochondriale, et ainsi diminuer l’atteinte les altérations de la chaine respiratoire (Szeto, 

2014). On notera que ces dernières approches sont surtout de types palliatives, visant à 

préserver ou économiser le pool restant de mitochondries plus ou moins fonctionnelles 

dans le cœur malade. 
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2. Exercice musculaire  

2.1 Entrainement en endurance et métabolisme musculaire 

Un mode de vie sédentaire est un facteur de risque connu pour contribuer chez 

l’homme à l’installation de troubles métaboliques chroniques, comme l’hypertension, les 

maladies coronariennes, l’obésité, le diabète de type II ou encore le processus de 

sarcopénie lié au vieillissement musculaire. Les autorités de santé publique recommandent 

ainsi la pratique d’une activité physique régulière, qui permet d’améliorer la qualité de vie 

et de réduire la mortalité et les risques d’hospitalisation liés à ces maladies chroniques. 

L’exercice est notamment reconnu comme une pratique bénéfique pour la prévention de 

l’insuffisance cardiaque. Si les mécanismes sous-jacents à ces bénéfices ne sont pas encore 

parfaitement connus, l’entrainement en endurance est connu pour induire un remodelage 

tissulaire et vasculaire et pour améliorer le métabolisme énergétique ainsi que la fonction 

du muscle cardiaque et du muscle squelettique. 

 

2.1.1 Entrainement et métabolisme cardiaque 

Le cœur développe des réponses adaptatives à l’entrainement en endurance, 

comme une réduction du rythme cardiaque au repos et une augmentation des dimensions 

cardiaques en diastole. Ces adaptations induisent une hypertrophie cardiaque non 

pathologique, associée à une augmentation de la fonction ventriculaire et une résistance à 

l’ischémie (Moore, 1998). Le muscle cardiaque s’adapte également en modifiant ses 

capacités de production et de transfert d’énergie, même si on ne sait pas encore si ces 

changements adviennent pour préserver ou pour améliorer la fonction cardiaque à l’effort. 

Dans les modèles animaux, certaines études montrent que l’entrainement en 

endurance augmente la glycolyse et le métabolisme oxydatif (Coleman et al., 1988; S. R. 

Stuewe et al., 2000), quand d’autres suggèrent que l’adaptation à l’exercice se fait 

davantage par le biais d’une augmentation de la masse musculaire que par une stimulation 

de l’expression des gènes mitochondriaux (Kayar et al., 1986; Murakami et al., 1995). Chez 
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le rat, l’exercice protège également contre les dommages causés par le stress oxydant lié à 

l’âge (Rosa et al., 2005). Les effets de l’exercice sur l’expression et la fonction du système 

CK est moins bien décrite dans le cœur. Il a cependant été décrit chez le chien que l’exercice 

en endurance augmentait l’activité de la CK cytosolique totale et le contenu en MB-CK, 

même si la pertinence physiologique de ces modifications n’est pas encore démontrée (S. 

Stuewe et al., 2001). En effet, il n’est pas encore clair si le cœur s’adapte à l’exercice en 

endurance par le biais d’une simple augmentation des capacités d’utilisation des substrats 

ou si les flux de transfert d’énergie sont également modifiés chez les modèles animaux. Il 

reste également à déterminer si ces mécanismes seraient également en place chez 

l’homme. 

  

2.1.2 Entrainement et métabolisme du muscle squelettique 

Le muscle squelettique répond également à l’exercice en endurance en mettant en 

place des adaptations du métabolisme mitochondrial et un processus de vascularisation. 

L’entrainement induit en effet une augmentation du volume des mitochondries et des 

protéines mitochondriales par une augmentation du processus de biogenèse 

mitochondriale (Howald et al., 1985). Après 6 semaines d’entrainement, la masse 

mitochondriale du muscle est ainsi élevée de 50 à 100% (Hood, 2001). Une diminution de 

la perméabilité des mitochondries à l’ADP et une augmentation de la mi-CK sont également 

observés dans les fibres oxydatives et glycolytiques, favorisant le couplage entre la 

production et l’utilisation de l’énergie (Zoll, Koulmann, et al., 2003; Zoll et al., 2002). 

L’amélioration de la performance à l’exercice dépasse l’augmentation modeste de 5 à 20% 

de la consommation maximale d’oxygène (VO2max), reflétant ainsi l’augmentation 

intrinsèque des capacités oxydatives du muscle, et de l’efficacité du transport de l’énergie 

(Phillips et al., 1996; Vollaard et al., 2009). Plus spécifiquement, ces adaptations 

métaboliques reflètent une augmentation des protéines impliquées dans le système de 

production de l’ATP (Holloszy, 1967), du cycle de Krebs (Egan et al., 2011), et de la 

mobilisation, du transport et de l’utilisation des acides gras (Talanian et al., 2010). Le 
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transport du glucose (Tremblay et al., 1994), le métabolisme glycolytique (Tremblay et al., 

1994) et la synthèse du glycogène (Perseghin et al., 1996) sont également augmentés. 

Si les phénomènes d’adaptation physiologiques à l’entrainement en endurance du 

muscle squelettique sont plutôt bien décrits, on en sait moins sur les voies de signalisation 

faisant le lien entre l’augmentation de la demande et la modulation de l’expression de 

certains gènes pour y répondre. Encore une fois, PGC-1α semble jouer un rôle majeur dans 

la régulation de la biogenèse mitochondriale en réponse à l’exercice, et peut être corrélé 

au niveau d’entrainement chez les individus sains (Garnier et al., 2005). De plus, les 

protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale sont corrélées avec l’expression 

de PGC-1α, étendant son rôle de simple co-activateur à celui de chef d’orchestre de 

l’assemblage des protéines mitochondriales d’origine nucléaires et mitochondriales. Une 

forte corrélation est également observée entre l’activation de la calcineurine, une 

phosphatase régulée par le calcium, et l’expression de PGC-1α, suggérant qu’il pourrait 

être modulé par les taux de calcium intracellulaires. Cependant, l’inhibition de la 

calcineurine ne bloque pas l’induction de PGC-1α par l’exercice et l’activation de la 

biogenèse mitochondriale chez le rat (Garcia-Roves et al., 2006), ou des patients 

transplantés traités à la ciclosporine, inhibiteur pharmacologique de la calcineurine (Zoll, 

N’Guessan, et al., 2003). Ainsi, d’autres voies métaboliques induites avec l’exercice comme 

la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK) et des Ca2+/calmodulin-dependent 

protein kinases (CaMK), sont probablement également impliquées dans le contrôle des 

capacités oxydatives du muscle (Akimoto et al., 2005; Wu et al., 2002). L’augmentation de 

la demande énergétique liée à l’augmentation des contractions musculaires et l’activation 

en conséquence des voies sensibles à l’état énergétique semble aussi être importantes 

pour l’activation de la transcription de PGC-1α. En effet, l’AMP-activated protein kinase 

(AMPK), un senseur de l’état énergétique cellulaire, est activé de façon chronique pendant 

des périodes d’exercice répété (Frøsig et al., 2003), et est impliqué dans la transcription de 

PGC-1α et la biogenèse mitochondriale dans des modèles animaux (Terada et al., 2002; 

Winder et al., 2000). 
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2.2 Modèles animaux d’entrainement en endurance 

Afin de modéliser l’impact de l’exercice sur le développement de l’insuffisance 

cardiaque, il est nécessaire d’utiliser des protocoles d’entrainement dans les modèles 

animaux. Plusieurs types de protocoles sont décrits dans la littérature avec des avantages 

et des inconvénients distincts. 

 

Entrainement sur tapis roulant 

Il existe une très grande variété de protocoles d’entrainement en endurance sur tapis 

roulant. On trouve dans la littérature des protocoles allant de quelques semaines à plusieurs 

mois, avec des sessions de course de quelques minutes à plusieurs heures, combinant des 

vitesses de courses et des degrés d’inclinaisons variables. La plupart des études sur les 

rongeurs impliquent ainsi un entrainement continu, caractérisé par une vitesse de course, 

une inclinaison ou une durée d’exercice par session fixée ou progressivement augmentés, 

rendant parfois difficile la comparaison entre elles. Chez le rat, cela semble induire une 

augmentation du rapport poids du cœur sur poids du corps jusqu’à 30% (Diffee & Nagle, 

2003; Fenning et al., 2003), mais d’autres études ne montrent pas d’hypertrophie majeure 

liée à l’entrainement (Morán et al., 2003). Chez la souris, l’entrainement sur tapis induit une 

hypertrophie cardiaque relative, reflétée par une augmentation modeste de la masse 

ventriculaire et de la taille des cardiomyocytes (Bellafiore et al., 2007; Rosa et al., 2005), 

mais d’autres études ne montrent pas d’hypertrophie (Fewell et al., 1997). Les causes de 

ces différences ne sont pas connues. Cependant, il serait logique de penser que les effets 

de l’exercice se réduisent progressivement au cours de l’entrainement si la charge absolue 

est gardée constante car la capacité à l’exercice et notamment la VO2max augmente, ce qui 

réduirait les effets de l’exercice en fin de protocole. Ainsi l’intensité de l’effort à fournir 

devrait être régulièrement augmentée pour suivre l’augmentation de l’aptitude à l’effort des 

animaux.  

Il existe également des protocoles d’entrainement par intervalles, qui consistent en 

de course période de course à haute intensité entrecoupées de périodes de repos à faible 
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intensité. L’intérêt de ce mode d’entrainement serait que ces périodes d’exercice à forte 

intensité seraient plus efficaces pour induire des adaptations structurales et physiologiques 

du muscle cardiaque et squelettique (Haram et al., 2009; O. J. Kemi et al., 2005). 

L’avantage de ce modèle d’entrainement sur tapis roulant est qu’il permet de réguler 

et de contrôler finement la quantité et l’intensité de l’exercice, à la différence de 

l’entrainement à la nage ou de l’exercice volontaire sur roue. Tous les animaux subissent 

ainsi strictement le même stimulus mécanique, et le contrôle des différents paramètres 

facilite la comparaison entres les études si les conditions environnementales sont 

identiques, ce qui limite les bais. En revanche, à la différence de la course volontaire sur 

roue, ce mode d’entrainement nécessite une période d’acclimatation allant de 3 à 10 jours, 

pour familiariser les animaux au dispositif. La course forcée peut également induire un 

certain niveau de stress chez l’animal, et la supervision constante de l’exercice par un ou 

plusieurs expérimentateurs est très chronophage.  

 

Entrainement à la nage en piscine 

L’entrainement à la nage consiste à placer les animaux dans des piscines remplies 

d’eau et à les laisser nager pendant une période de temps donné. Le travail musculaire peut 

être régulé en attachant des poids ou des flotteurs aux animaux. Comme pour 

l’entrainement sur tapis roulant, la durée des protocoles de nage varie considérablement 

entre les études, qui vont de 1 à 6 heures par jour et pendant des périodes de 1 à 24 mois. 

Ce modèle semble induire une hypertrophie cardiaque de l’ordre de 15%, observable dès 

une heure d’entrainement par jour et pendant une semaine (Kaplan et al., 1994; Medeiros 

et al., 2004). Cependant, ce mode d’entrainement ne semble pas induire un remodelage 

suffisamment important dans le muscle squelettique pour prévenir des dommages 

oxydatifs induits par un test d’effort aigu chez le rongeur (Barreto et al., 2012). La 

température de l’eau semble également faire fortement varier les effets de la nage en 

particulier chez le rat (Prathima & Devi, 1999). L’entrainement à la nage reste une méthode 

d’exercice moins répandue, en partie du fait des fortes contraintes liées à sa mise en place 

et du temps qu’il nécessite.  
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Entrainement volontaire sur roue 

L’exercice volontaire sur roue est comme son nom l’indique un mode 

d’entrainement volontaire, qui contraste avec les autres modèles d’entrainement en 

endurance chez le rongeur, qui reposent sur un exercice forcé et imposé par un stimulus 

aversif (stimulation par un choc électrique dans l’entrainement à la course sur tapis, par le 

risque de noyade dans l’entrainement à la nage en piscine). Plusieurs études montrent qu’il 

permet d’obtenir des effets robustes aussi bien dans le muscle cardiaque que dans le 

muscle squelettique (Allen et al., 2001; Hydock et al., 2007; Kariya et al., 2004), démontrant 

que les animaux sont capables de courir volontairement de manière suffisante à induire une 

adaptation physiologique.  

Ce modèle présente le grand avantage de ne pas reposer sur une stimulation forcée, 

ce qui permet de l’appliquer à des modèles pathologiques pour lesquels l’entrainement sur 

tapis pourrait entrainer davantage d’effets délétères que bénéfiques. Il permet également 

de faire courir les animaux selon leurs capacités individuelles à l’effort, à la différence de 

l’entrainement sur tapis qui impose un rythme de course à tous les animaux 

indépendamment de leurs capacités propres. C’est un modèle qui ne nécessite pas 

d’acclimatation particulière, ni d’intervention majeure de l’expérimentateur, les animaux 

étant hébergés dans des cages individuelles contenant les roues de course associées à un 

compteur relevant automatiquement la distance parcourue. Ce modèle présente aussi 

l’avantage de permettre un entrainement pendant la nuit, qui est la période d’activité des 

modèles murins utilisés, alors que l’entrainement sur tapis est habituellement réalisé de 

jour, lorsque pendant la période de repos des animaux. En revanche, ce mode 

d’entrainement induit une plus grande variabilité de la distance de course nécessitant 

parfois un plus grand nombre d’animaux. Il existe également des différences liées au sexe, 

les femelles courant davantage que les mâles. Enfin, les animaux sont dans ce modèles 

hébergés de façon individuelle, ce qui peut modifier leur comportement. 
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3. Le NAD+, à l’interface entre métabolisme et signalisation 

Au cours de cette dernière décennie, le Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) 

a émergé comme une nouvelle cible dans les troubles du métabolisme qui apparaissent au 

cours du vieillissement et les pathologies qui y sont associées (Braidy et al., 2011; Frederick 

et al., 2016; Mericskay, 2016). 

 

3.1 Rôle de coenzyme dans le métabolisme énergétique 

Le NAD est un coenzyme d’oxydo-réduction majeur dans le métabolisme 

énergétique cellulaire (voir Figure 1). Il joue le rôle d’accepteur d’électrons dans plusieurs 

étapes clés du métabolisme des glucides et des acides gras ainsi que dans le cycle de 

Krebs. Dans ces réactions, il est réduit en NADH pour permettre l’oxydation des métabolites 

(Figure 7). Dans le cytosol, le NADH cytosolique produit par la glycolyse est ensuite 

reconvertie en NAD+ par la lactate déshydrogénase ou par la malate déshydrogénase, qui 

initie le transfert des équivalent réduits dans la mitochondrie par le biais de la navette 

malate/aspartate. Dans la mitochondrie, la β-oxydation des acides gras produit une 

molécule de FADH2, une molécule de NADH et une molécule d’acétyl-CoA par cycle. Le 

cycle de Krebs produit 3 molécules de NADH et une molécule de FADH2 par cycle, ce qui 

fait du NADH le donneur majoritaire d’électrons pour la chaine respiratoire mitochondriale. 

Pour une description plus détaillée, voir la partie I où sont décrites les implications du NAD 

dans le métabolisme énergétique et l’utilisation des différents substrats. 

En plus de sa fonction majeure dans le métabolisme énergétique, le NAD est 

également un précurseur du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP). Sous 

sa forme réduite, le NADPH est un coenzyme essentiel des voies de signalisation impliquées 

dans la détoxification des espèces réactives de l’oxygène, comme la glutathione et le 

système des thioredoxine réductases. Il est également utilisé dans les voies de biosynthèse 

et notamment dans la voie des pentose phosphates. Le NADP est synthétisé par le biais 

d’une phosphorylation du NAD+ par la NAD kinase dans le cytosol (Kawai & Murata, 2008)  
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ou par la NAD(P) transhydrogénase (NNT) localisée à la membrane interne mitochondriale. 

La NNT interconverti le NADP+ et le NADH en NADPH et NAD+ ou réciproquement. Elle 

peut ainsi contribuer à la lutte contre les dommages oxydatifs en générant du NADPH à 

partir du NADH produit par la bêta-oxydation des acides gras et le cycle de Krebs. À 

l’inverse, lorsque le ratio NAD+/NADH est augmenté en cas de diminution des capacités 

oxydatives comme dans l’insuffisance cardiaque, la NNT transforme du NADPH en NADP+ 

pour augmenter le NADH au détriment des capacités de défenses contre le stress oxydant 

(Nickel et al., 2015). 

Dans toutes ces fonctions de coenzymes, le NAD alterne entre sa forme oxydée 

(NAD+) et sa forme réduite (NADH), sans consommation nette du pool de NAD (Figure 7). 

Il existe cependant des voies de signalisation cellulaires qui consomment en grande 

quantité le NAD+.  

 

3.2 Rôle de signalisation 

En plus de son rôle direct de coenzyme dans le métabolisme énergétique, le NAD a 

également une place très importante dans la signalisation énergétique et la lutte contre le 

stress oxydant, en particulier via son utilisation comme substrat consommé par les sirtuines 

(SIRT), les poly-ADPribose polymérases (PARP) et l’ectoenzyme CD38.  

 

Les sirtuines  

Les sirtuines sont une classe de protéines dépendantes du NAD+ à activité 

majoritairement déacétylase et mono-ADP-ribosyl transférase (Figure 8). Elles ont été 

découvertes il y une vingtaine d’années par le groupe de Leonard Guarente (Imai et al., 

2000; Kennedy et al., 1995) et sont connues pour réguler une grande variété de 

mécanismes cellulaires tels que le vieillissement, la résistance au stress ou le métabolisme 
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Figure 8 : Représentation schématique des réactions de déacétylation et

mono-ADP-ribosylation catalysées par les sirtuines. Pour les réactions de

déacétylation qu’elles catalysent, les sirtuines utilisent une molécule de NAD+ sur

laquelle elles transférent le groupement acétyl pour former une molécule de NAM.

Pour les réactions de mono-ADP-ribosylation, le NAD+ est utilisé pour son ADP-

ribose qui est transféré sur les protéines ciblées, ce qui libère également une

molécule de NAM. Figure modifiée d’après Sinclair et al, 2007. 
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énergétique via la régulation de gènes de la biogenèse mitochondriale ou de la 

phosphorylation oxydative pour n’en citer que quelques-uns (Giblin et al., 2014).  

Chez les mammifères, on compte sept membres de la famille des sirtuines, 

catégorisées comme histones déacétylases de classe III. Elles tirent leur nom de la forte 

homologie de séquence qu’elles partagent avec le gène « Silent mating-type Information 

Regulator Two », premier gène de cette famille à avoir été identifié chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae comme facteur de silencing transcriptionnel et régulateur 

épigénétique de la transcription (Imai et al., 2000). 

Lors des réactions qu’elles catalysent, les sirtuines clivent le NAD+ en deux 

fragments : une molécule de nicotinamide (NAM) et une molécule d’ADP-ribose. La 

majorité des sirtuines ont une activité déacétylase (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT6, SIRT7) et 

transfèrent alors les groupements acétyle de leur protéines cibles sur l’ADP-ribose libéré. 

Contrairement à ce que laisse penser leur classement dans la catégorie des histones 

déacétylases de classe III, d’autres modifications post-traductionnelles sont également 

réalisés par les sirtuines, comme le transfert de groupements succinyle (SIRT5) ou lipidique 

(SIRT6, SIRT7) qui utilisent également l’ADP-ribose comme accepteur. Les sirtuines sont 

également capables de catalyser des réactions de mono-ADP-ribosylation (SIRT4, SIRT6, 

SIRT7), et dans ce cas c’est l’ADP-ribose libéré à partir du NAD qui est transféré sur les 

résidus arginine des protéines cibles. 

SIRT1, SIRT6 et SIRT7 sont essentiellement nucléaires, et exercent un rôle direct sur 

des facteurs de transcription impliqués dans la régulation du métabolisme, de la survie 

cellulaire ou de l’autophagie. SIRT3 et SIRT5 sont en revanche localisées à la matrice 

mitochondriale, et régulent le métabolisme énergétique en stimulant l’activité d’enzymes 

impliquées dans le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative mitochondriale (Cencioni 

et al., 2015).  

La sirtuine la plus connue et la plus étudiée dans le cœur est SIRT1. Elle joue un rôle 

important dans le remodelage de la chromatine et la modulation de l’expression de gènes 

en déacétylant les histones et certains facteurs de transcriptions que sont PGC-1α, impliqué 
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dans la stimulation de la biogenèse mitochondriale et de la bêta-oxydation des acides gras, 

ou encore les facteurs forkhead box O (FoxO) 1 et 3 impliqués dans la résistance au stress 

oxydant et la stimulation de l’autophagie (Hariharan et al., 2010). La désacétylation de 

PGC-1α par exemple stimule son activité et induit la biogenèse mitochondriale (Lagouge 

et al., 2006). On sait également que le resvératrol, un activateur de SIRT1 présent dans le 

raisin et les fruits rouges, améliore la fonction mitochondriale dans le cœur et le muscle 

squelettique comme l’ont montré notamment certains travaux du laboratoire (Gu et al., 

2014; Lagouge et al., 2006; Rimbaud et al., 2011). La surexpression de SIRT1 à un niveau 

modéré protège le cœur contre le stress oxydant, cependant une trop forte surexpression 

peut induire au contraire une cardiomyopathie et un excès de stress oxydant (Alcendor et 

al., 2007).  

La sirtuine mitochondriale SIRT3 utilise également le NAD+ pour activer l’isocitrate 

déshydrogénase 2 (IDH2) et d’autres enzymes mitochondriales stimulant ainsi la chaine 

respiratoire mitochondriale (Yu et al., 2012). Elle permet de contrer l’acétylation inhibitrice 

de protéines mitochondriales due à un excès d’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA), observée 

dans le contexte d’un régime riche en graisse (Hirschey et al., 2010). Sa surexpression dans 

le cœur chez la souris protège contre l’hypertrophie (Sundaresan et al., 2009), et 

l’administration de NAD+ semble réprimer les effets hypertrophiques de l’angiotensine II 

(Ang-II) et la phényléphrine (PE) de façon dépendante de la SIRT3 (V. B. Pillai et al., 2010). 

Le rôle des autres sirtuines est moins connu dans le cœur à l’heure actuelle, mais on 

peut cependant citer SIRT6 qui a récemment été décrite comme impliquée dans la 

régulation du métabolisme du glucose (D. Khan et al., 2018), et SIRT7 impliquée dans la 

biogenèse ribosomale dont l’inactivation induction une hypertrophie cardiaque et de 

l’inflammation chez la souris (Vakhrusheva et al., 2008). Un aperçu non exhaustif de la 

localisation, du rôle et des cibles connus à l’heure actuelle des différentes sirtuines est 

résumé dans le Tableau 1. 
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Les PARPs  

Le NAD+ est également utilisé comme donneur d’ADP-ribose par des enzymes 

appelées poly-ADP-ribose polymérases (PARPs), ou ADP-ribose transférases (ARTDs et 

ARTCs) dans la nouvelle nomenclature (Hottiger et al., 2010). Ces enzymes sont activées 

lorsqu’elles reconnaissent des lésions à l’ADN induites par un excès de stress oxydant, et 

comme leur nom l’indique, forment de longs polymères d’ADP-ribose sur elles-mêmes et 

leurs protéines partenaires pour permettre le recrutement de la machinerie nucléaire de 

réparation des lésions à l’ADN.  

Une activation modérée de PARP1 (ARTD1 dans la nouvelle nomenclature) dans le 

cœur est protectrice, mais une suractivation peut réduire drastiquement les taux de NAD 

cellulaire et ainsi altérer la signalisation d’autres enzymes utilisant le NAD comme SIRT1, 

conduisant au déclenchement des processus de mort cellulaire dans un modèle 

d’hypertrophie cardiaque par surcharge de pression (J. B. Pillai et al., 2005; Xiao et al., 

2005). De manière intéressante, il a été montré que SIRT1 peut déacétyler et ainsi réprimer 

PARP1 (J. B. Pillai et al., 2005). Les deux enzymes utilisant le NAD+ pour leur activité 

catalytique, elles semblent ainsi comme impliquées dans des voies de signalisation en 

compétition pour orienter le sort de la cellule cardiaque en conditions de stress. 

Il a été démontré plus récemment que PARP1 était également impliquée dans la 

régulation des voies métaboliques. Elle favorise en effet l’expression de certains gènes 

activés par le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes gamma (PPAR-γ) en 

améliorant la liaison des ligands et en facilitant l’échange des cofacteurs nécessaires à la 

transcription dans les adipocytes (Lehmann et al., 2015). 

La fonction des autres ARTs est moins bien caractérisée, mais on peut citer 

l’ectoenzyme ART1 (ARTC1 dans la nouvelle nomenclature), qui est connue pour ADP-

ribosyler un grand nombre de protéines membranaires et notamment l’intégrine-α7 dans 

le muscle squelettique (Zolkiewska & Moss, 1997). Cette modification post-traductionnelle 

améliore l’adhésion de l’intégrine-α7 à la laminine de la matrice extracellulaire, ce qui 



 

 53 

pourrait avoir une importance dans la physiologie du muscle cardiaque compte tenu de 

son activité contractile intense.  

 

L’ectoenzyme CD38  

Une autre enzyme majeure consommant du NAD est l’ectoenzyme CD38, générant 

du NAM et de l’ADP-ribose cyclique (cADPr). Le cADPr est un second messager de la 

signalisation calcique influant notamment sur l’ouverture des récepteurs à la ryanodine du 

réticulum sarcoplasmique (Lukyanenko et al., 2001; Ogunbayo et al., 2011). L’ADP-ribose 

cyclique est également requis pour le maintien de l’élévation calcique induite par 

l’angiotensine-II après l’élévation rapide du Ca2+ liée aux récepteurs à l’inositol triphosphate 

(Gul et al., 2008). L’hydrolyse du NAD+ par CD38 génère également de l’ADP-ribose, qui 

avec le cADPr est connu pour activer le canal TRPM2, un membre de la famille M des 

récepteurs cationiques à ouverture potentiel dépendante perméable au Ca2+ (Lange et al., 

2008; Perraud et al., 2001). 

Des souris déficientes en CD38 présentent une augmentation des taux de NAD+ 

tissulaires même si de fortes différences peuvent être observées entre les études (Aksoy et 

al., 2006; Young et al., 2006). La contractilité du myocarde est significativement augmentée 

chez des souris mâles déficientes en CD38 (Gan et al., 2011). Ensemble, ces études 

suggèrent que CD38 est un régulateur important de la balance entre le NAD+ intra- et 

extracellulaire, même si de nouvelles investigations seront nécessaires pour complètement 

comprendre ses mécanismes. Une étude récente a démontré que les niveaux de CD38 

étaient particulièrement corrélés au taux de NAD+ au cours du vieillissement dans un grand 

nombre de tissus dont le muscle squelettique, même si malheureusement le muscle 

cardiaque n’a pas été étudié (Camacho-Pereira et al., 2016). 
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3.3 Voies de biosynthèse du NAD+ 

La consommation du NAD+ par toutes ces voies métaboliques et de signalisation 

implique l’existence de mécanismes de biosynthèse afin de conserver les niveaux tissulaires 

de NAD+. L’intérêt de maintenir constant les taux de NAD+ fut mis en évidence dès le XVIIIème 

siècle par l’observation d’une maladie appelée pellagre, signifiant « peau aigre », apparue 

en Italie et en Espagne et induite par la malnutrition. Cette maladie se manifestait par une 

triade de symptômes particulièrement sévères : une dermatite, des diarrhées aigües, et 

dans les cas les plus grave, une démence. Un traitement précoce de la maladie fut la 

consommation en grande quantité de lait de vache (Goldberger, 1914), avant que soit 

finalement découvert que la maladie était liée à une carence en vitamines B3, précurseurs 

du NAD+. Une supplémentation en vitamines B3 est nécessaire et efficace pour traiter la 

pellagre (Naveen et al., 2013; P.T., 2005), et c’est pourquoi on retrouve parfois également 

ces vitamines sous le nom de vitamines PP, pour “Pellagra Preventive”. Depuis, plusieurs 

voies de biosynthèse du NAD+ ont pu être mises en évidence chez les mammifères : une 

voie dite des précurseurs non amidés, par la synthèse de novo à partir de l’acide aminé 

Tryptophane (TRP) ou de la vitamine B3 acide nicotinique (NA), et des voies dites « de 

sauvetage » à partir de précurseurs amidés que sont le nicotinamide (NAM) et le 

nicotinamide riboside (NR). 

 

Voie de synthèse de novo 

Il existe une synthèse du NAD+ dite de novo, réalisée à partir de l’acide aminé 

tryptophane par une voie qu’on appelle voie des précurseurs non amidés. Comme résumé 

dans la Figure 9, cette synthèse nécessite de nombreuses étapes. En résumé, elle démarre 

avec la conversion du tryptophane en N-formylkynurénine par les enzymes indoleamine 

2,3-dioxygénase (IDO) ou tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO), qui sont les enzymes 

limitantes de cette voie. Ensuite, quatre réactions enzymatiques transforment le 

N-formylkynurénine en α-amino-β-carboxymuconate-ε-semialdehyde (ACMS) (Nikiforov et 

al., 2011).  L’ACMS peut ensuite être totalement oxydé ou se cycliser spontanément pour  
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former de l’acide quinolinique. La Quinolinate phosphorybosyl transférase (QPRT) catalyse 

ensuite la conversion de l’acide quinolinique en acide nicotinique mononucléotide 

(NAMN). Ce dernier est fusionné à un groupe adénine monophosphate issu du clivage d’un 

ATP par les enzymes ubiquitaires nicotinamide mononucléotide adenylyl transférases 

(NMNATs) pour former l’acide nicotinique adénine dinuclétide (NAAD) (Nikiforov et al., 

2011). Enfin, le NAAD subit une étape finale d’amidation via la NAD+ synthase (NADS) qui 

utilise la glutamine comme donneur d’amine pour aboutir à la molécule de NAD+ (Hara et 

al., 2003). 

Chez la souris, la voie des précurseurs non amidés à partir du tryptophane semble 

toutefois avoir une contribution très restreinte dans la majorité des organes. À l’exception 

du foie et des reins, l’activité de la NADS y est en effet très réduite et la voie des précurseurs 

non amidés contribue pour seulement 0.7% du NAD+ produit dans le cœur (Mori et al., 

2014).  

 

Voies de « sauvetage » à partir des vitamines B3 

La grande majorité de la biosynthèse du NAD+ dans le cœur et le muscle 

squelettique repose sur les vitamines B3. Comme illustré dans la Figure 9, ces voies de 

« sauvetage » resynthétisent le NAD+ à partir de 2 précurseurs amidés majeurs que sont le 

nicotinamide (NAM) et le nicotinamide riboside (NR) ou d’un précurseur non amidé l’acide 

nicotinique (NA). Ces métabolites ont une structure plus proche du NAD+ (voir Figure 10) 

et peuvent être puisés dans l’alimentation ou recyclés à partir des produits de l’activité des 

enzymes utilisant le NAD+ comme les sirtuines et les PARPs qui produisent du NAM. 

 

Voie de l’acide nicotinique 

Cette voie, que l’on appelle aussi voie de Preiss-Handler, est la première voie de 

sauvetage à avoir été caractérisée (Preiss & Handler, 1958). Elle permet d’aboutir à une 

molécule   de   NAMN   par   le   transfert   d’un   ribose-phosphate   sur   le   NA   par   la  NA 
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phosphoribosyl transférase (NAPT). Les étapes suivantes pour aboutir à la molécule de 

NAD+ sont communes avec la voie de novo. 

 

Voie de sauvetage par la NAMPT 

La voie de sauvetage la plus connue pour resynthétiser le pool de NAD+ cellulaire 

est celle de la Nicotinamide phosphoribosyl transférase (NAMPT), qui est l’enzyme limitante 

de cette voie (Tan et al., 2013). Elle catalyse la conversion du NAM et du 5’-phosphoribosyl-

1-pyrophosphate (PRPP) en nicotinamide mononucléotide (NMN) en utilisant une molécule 

d’ATP. Le NMN est ensuite converti en NAD+ par les NMNAT comme précédemment décrit 

pour le NAMN et le NAAD. Le NAM étant un produit de l’activité des sirtuines et des PARPs 

utilisant du NAD+, la NAMPT recycle ainsi le NAD+ utilisé par les voies de signalisation. Cette 

voie constitue donc une voie absolument essentielle pour maintenir les taux de NAD+. 

L’expression de la NAMPT est elle-même régulée par les taux de NAD+ et l’activité des 

sirtuines régulé de façon négative par les taux de NAM (T. Wang et al., 2006). 

La NAMPT est une protéine dimérique à activité phoshoribosyl-transférase de type 

II. Elle a été décrite initialement comme une cytokine appelée pre-B cell colony enhancing 

factor (PBEF), avant d’être caractérisée comme une adipokine retrouvée dans le circulation 

et connue sous le nom de visfatine, puis de NAMPT. C’est une protéine très conservée et 

on la retrouve aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes, dans la majorité des 

tissus et types cellulaires, soulignant sa fonction primordiale pour la fonction cellulaire 

(Garten et al., 2015). Elle existe sous une forme cytosolique, majoritairement dans le cytosol 

et le noyau, ainsi qu’une forme extracellulaire sécrétée appelée eNAMPT, ou visfatine. 

L’inhibition pharmacologique de l’activité de la NAMPT par la FK866 entrainement une 

chute drastique du taux de NAD cellulaire, qui conduit à la mort cellulaire (Hasmann & 

Schemainda, 2003; Tan et al., 2013). Le rôle de la eNAMPT n’a pas encore été clairement 

identifié, mais son activité est associée à l’induction de la NO synthase dans des contextes 

pro-inflammatoires comme le diabètes par exemple (Romacho et al., 2009). L’eNAMPT a 

également été identifiée comme un régulateur positif de l’hypertrophie cardiaque (V. B. 
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Pillai et al., 2013), et on sait que la sécrétion de NAMPT dans le sérum est activée dans les 

neutrophiles en contexte d’insuffisance cardiaque induite par infarctus du myocarde 

(Montecucco et al., 2013). 

 

Nouvelle voie de sauvetage par les kinases NMRK 

En parallèle de cette voie bien décrite de la NAMPT, il existe une autre voie qui 

permet de synthétiser du NAD+ à partir d’un précurseur plus récemment découvert, le 

nicotinamide riboside (NR). Cette voie implique deux nouvelles kinases que sont les 

nicotinamide riboside kinases 1 et 2 (NMRK1 et NMRK2). Leur fonction est en effet de 

phosphoryler le NR en NMN, qui est par la suite converti en NAD+ par les NMNAT. 

Les kinases NMRK ont tout d’abord été identifiées chez la levure par l’équipe de 

Charles Brenner qui a été la première à identifier le NR comme nouveau précurseur du 

NAD+ (Bieganowski & Brenner, 2004), capable de stimuler l’espérance de vie chez la levure 

per l’intermédiaire de Sir2, homologue de Sirt1 chez les mammifères (Belenky et al., 2007). 

Si ces deux kinases NMRK1 et NMRK2 sont relativement proches, elles présentent des 

particularités distinctes comme une affinité différente au NR, NMRK1 ayant un Km de 0.088 

mM pour le NR, quand NMRK2 présente un Km de 0.19 mM (Tempel et al., 2007). De plus, 

la kinase NMRK1 peut utiliser l’ATP et le guanosine triphosphate (GTP) comme substrat pour 

phosphoryler le NR en NMN, alors que la NMRK2 est spécifique de l’ATP pour cette réaction 

(Dölle & Ziegler, 2009; Tempel et al., 2007).  

Encore trop peu de données sont disponible quant au rôle et la part que prennent 

les kinases NMRK1 et 2 dans la synthèse du NAD+, même si une étude récente montre 

qu’une perte de fonction de NMRK1 n’est pas critique pour le maintien des taux de  NAD+ 

(Ratajczak et al., 2016). Cependant, cette même étude montre que NRMK1 prends tout de 

même une part essentielle dans la biosynthèse du NAD+ dans les hépatocytes en réponse 

à une supplémentation en NR et en NMN. Le rôle de la kinase NMRK2 est encore moins 

décrit à l’heure actuelle, même si elle fait preuve d’un intérêt croissant. Si la voie de 

sauvetage via la NAMPT a été précédemment décrite comme primordiale pour le maintien 
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du taux de NAD+ dans de nombreux tissus comme le système nerveux, le foie, le tissu 

adipeux ou le muscle squelettique (Frederick et al., 2016; Liana R. Stein & Imai, 2014; 

Yoshino et al., 2011; Zhou et al., 2016), tout ou presque reste à étudier au sujet des kinases 

NMRK. Hautement conservées chez les eucaryotes, il semblerait cependant que NMRK1 soit 

exprimée de façon ubiquitaire (Liana R. Stein & Imai, 2014), quand NMRK2 serait exprimée 

spécifiquement dans le muscle strié, mais cela reste à caractériser. 

Chez l’homme, 5 transcrits sont annotée sur le gène NMRK2 présent sur le 

chromosome 19 dans la banque de donnée ENSEMBL contre 7 dans la banque de donnée 

Genbank (Figure 11). Ces transcrit sont prédits à partir des banques de données EST 

(Expressed Sequence Tag) comme issus d’épissages alternatifs du gène. Ils codent pour 

des protéines de différentes taille. L’isoforme le plus long comprend 235 résidus acides 

aminés (aa), le plus court faisant 145 aa. Il existe également une isoforme court de 112 aa, 

prédit comme instable dans Genbank mais pas dans ENSEMBL. Le gène chez souris est 

décrit comme produisant un unique transcrit dans ENSEMBL et deux dans Genbank. 

L’alignement des séquences protéiques des différentes isoformes montre que chez 

l’homme seules les isoformes 1 et 2 les plus longues contiennent l’ensemble des résidus 

décrits comme impliqués dans l’activité enzymatique des NR kinases sur la base d’une étude 

crystallographique de la kinase NMRK1 (Figure 12, (Tempel et al., 2007)). 

 Une protéine connue sous le nom de muscle integrin binding protein (MIBP), a été 

identifiée par l’équipe de Chuanyue Wu (J. Li et al., 1999) avant le clonage du gène complet 

chez l’homme par l’équipe de Charles Brenner (Bieganowski & Brenner, 2004). MIBP 

comprend une séquence à 100% identique à la partie N-terminale et C-terminale de 

l’isoforme 2 de la protéine NMRK2, suggérant qu’il s’agit du produit d’un épissage alternatif 

du gène. A l’heure actuelle, cette protéine MIBP n’est plus répertoriée dans les banques ou 

seulement comme un produit d’épissage aberrant.  Néanmoins, elle pourrait ressembler en 

partie à l’isoforme X2 par exemple avec une délétion des résidus 40 à 44 en N-terminal (par 

rapport à la version longue, isoforme 1) et une délétion centrale des résidus 115 à 158 pour 

MIBP contre 113 à 136 pour X2. 
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MIBP a été décrit comme une protéine ayant la particularité de se lier à la partie 

cytosolique des intégrines β1 et α7 et dont la surexpression dans des myoblastes murins 

C2C12 perturbe la différenciation myogénique (J. Li et al., 1999). La même équipe a ensuite 

démontré que la surexpression de MIBP inhibait l’adhésion cellulaire en perturbant le dépôt 

de la laminine dans la matrice extracellulaire via la phosphorylation de la paxilline par un 

mécanisme encore inconnu, et modulait ainsi la différenciation myogénique (J. Li et al., 

2003). Les travaux de Charles Brenner ont toutefois montré que la forme MIBP est 

dépourvue d’activité enzymatique (donnée non montrée mais citée dans Bieganowski & 

Charles Brenner, 2004). 

Une étude chez le poisson zèbre a également démontré que Nrk2b, orthologue de 

Nmrk2, était requis pour la formation normale des dépôts de laminine aux jonctions 

myotendineuses des muscles en développement et que ce phénotype observé chez les 

mutants déficients pour le gène Nrk2b pouvait être corrigé par l’ajout de NAD+ dans le 

bassin des poissons (Goody et al., 2010). Cette étude montre donc que NMRK2 pourrait 

être important pour une morphogenèse musculaire et matricielle normale, et semble lier la 

fonction dans la voie de synthèse du NAD+ avec une fonction liée au dépôt de la laminine. 

Il semble donc que NMRK2 a potentiellement un lien avec la signalisation des intégrines 

mais aucun mécanisme n’a été décrit à ce jour. 

.  
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Figure 13 : Schéma récapitulatif des voies d’utilisation et de production du NAD+. 

Les voies de synthèses du NAD+ sont présentées en vert, les voies de consommation 

en rouge. De Merickay, 2016. 
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4. Métabolisme du NAD+ dans l’insuffisance cardiaque 

4.1 Chute du NAD+ dans le cœur insuffisant 

Les taux tissulaires de NAD+ peuvent être perturbés dans un certain nombre de 

pathologies, et une réduction de la concentration en NAD+ a pu être associée à de 

nombreux états physiopathologiques comme le diabète de type I (Charron & Bonner-Weir, 

1999), la dégénérescence neuronale (Zhou et al., 2016), les maladies hépatiques (Trammell, 

Weidemann, et al., 2016) et la surdité causée par le bruit associée à une perte de neurones 

auditifs (Brown et al., 2014). Dans ces exemples, l’hypothèse principale est que la chute du 

taux de NAD+ serait une conséquence de la suractivation des PARPs en réponse au stress 

oxydant, induisant ainsi une consommation excessive de NAD+.  

Il a été démontré que le taux de NAD+ décline également au cours du vieillissement 

dans différents tissus chez le rat, notamment dans le cœur, le rein, le foie et les poumons 

(Braidy et al., 2011). Dans le cœur en particulier, le ratio NAD+/NADH chute de 0,7 à 0,1 

entre 3 et 24 mois, avec une diminution du taux de NAD+ de près de 70%  (Camacho-Pereira 

et al., 2016). Différentes autres études sur des modèles murins d’insuffisance cardiaque, 

incluant des modèles d’hypertrophie par surcharge de pression induite par constriction 

aortique ou d’ischémie-reperfusion, montrent également un taux réduit de NAD+ dans le 

cœur (Mericskay, 2016). 

 

4.2 Stratégies de stimulation du métabolisme du NAD+ par les vitamines B3 

La perturbation de la signalisation du NAD+ dans les différentes pathologies décrites 

précédemment démontre l’importance du NAD+ dans la régulation du métabolisme 

énergétique. Ce constat a commencé à orienter les recherches vers le développement de 

stratégies de stimulation de la signalisation métabolique en restaurant les taux de NAD+. 

L’utilisation d’inhibiteurs des PARPs par exemple, pour prévenir l’utilisation massive et 

excessive de NAD+, permet non seulement d’augmenter la biodisponibilité du NAD+ et le 

métabolisme mitochondrial induit par SIRT1, mais agit également comme agent anti-
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cancéreux (Bai et al., 2011; To et al., 2014). D’autre part, des activateurs des sirtuines, 

comme le resvératrol, peuvent protéger de l’obésité induite par la résistance à l’insuline via 

une augmentation de l’oxydation des acides gras, une amélioration de la fonction 

endothéliale et une augmentation de la masse et de la fonction mitochondriale (Feige et 

al., 2008; Fujitaka et al., 2011; Milne et al., 2007). Ces stratégies semblent avoir des effets 

prometteurs pour un potentiel traitement thérapeutique des pathologies métaboliques. 

Plus récemment, de nouvelles stratégies par supplémentation en vitamines B3 ont vu le 

jour. Elles présentent l’avantage de reposer sur des précurseurs déjà habituellement 

présents dans l’alimentation et utilisés par l’organisme, ce qui en fait une approche non 

toxique avec des effets secondaires très limités. 

Chronologiquement parlant, le premier précurseur du NAD+ à avoir été testé est 

l’acide nicotinique. Il a été le premier précurseur de la famille des vitamines B3 à être décrit 

pour le soigner la pellagre, puis caractérisé comme pouvant réduire l’hyperlipidémie, en 

réduisant les taux de triglycérides plasmatiques et de low density lipoproteins (LDL) 

(Altschul et al., 1955; Taskinen & Nikkilä, 1988). Cependant, l’activation le traitement au NA 

induit des effets indésirables comme une vasodilatation cutanée sévère via l’activation des 

cellules de Langerhans de l’épiderme (Benyo et al., 2006), ou plus grave encore une 

augmentation des acides gras non estérifiés circulants et une réduction de la sensitivité à 

l’insuline (van de Weijer et al., 2015), réduisant l’intérêt et le potentiel de ce précurseur pour 

stimuler le métabolisme du NAD+. 

La supplémentation en NAM est une stratégie intéressante mais potentiellement 

limitée en raison de l’effet inhibiteur du NAM sur l’activité des sirtuines comme démontré 

dans le foie (Lee et al., 2013). L’utilisation du NAM a cependant été démontrée comme 

bénéfique dans un certain nombre de cas. Par exemple, dans un modèle d’ischémie 

cérébrale, l’administration de NAM à court terme permet de compenser la chute observée 

du NAD+ et d’inhiber l’activité des PARPs et des sirtuines, protégeant ainsi les neurones (D. 

Liu et al., 2009). Une supplémentation en NAM protège du stress oxydant et améliore la 

réponse immunitaire chez des rats diabétiques (John et al., 2012), cependant une autre 

étude rapporte qu’une trop forte dose de NAM peut être délétère pour le métabolisme 
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énergétique en favorisant notamment la résistance à l’insuline et en augmentant les 

dommages oxydatifs (D. Li et al., 2013). 

Le NMN, à la différence des autres précurseurs de la famille des vitamines B3, n’est 

pas un précurseur naturellement retrouvé dans l’alimentation (Bieganowski & Brenner, 

2004). Son administration a été décrite comme pouvant améliorer l’intolérance au glucose 

et l’utilisation des lipides dans un contexte de régime riche en graisse via notamment une 

activation de SIRT1 (Yoshino et al., 2011). Elle améliore la dysfonction vasculaire et le stress 

oxydant lié à l’âge (de Picciotto et al., 2016). 

Depuis la découverte des kinases NMRKs, un intérêt croissant s’est récemment porté 

sur l’utilisation du NR comme précurseur du NAD+. Il a en effet été récemment identifié 

comme étant le plus efficace chez l’homme et chez la souris pour augmenter la synthèse du 

NAD+ par administration orale, en comparaison à d’autres précurseurs comme le NMN ou 

le NAM (Trammell, Schmidt, et al., 2016). Le NR améliore la fonction mitochondriale en 

stimulant la biogenèse mitochondriale dans le muscle squelettique de modèles murins de 

maladies mitochondriales (Cerutti et al., 2014; N. A. Khan et al., 2014). Dans un modèle 

d’obésité induite par un régime riche en graisses, le NR permet de protéger de la chute du 

NAD+ dans les tissus musculaires et le foie, et ainsi de préserver l’activité des sirtuines 1 et 

3, et permet une meilleure sensitivité à l’insuline et une réduction du cholestérol (Cantó et 

al., 2012). Une autre étude montre qu’il diminue aussi l’intolérance au glucose tout en 

réduisant le développement de la stéatose hépatique chez des souris pré-diabétiques 

(Trammell, Weidemann, et al., 2016). De manière intéressante, une réduction de 

l’expression de la NAMPT, l’enzyme habituellement centrale pour le recyclage du NAD+ à 

partir du NAM, est retrouvée dans des modèles de pathologie cardiaque comme les 

modèles d’ischémie-reperfusion ou d’administration d’angiotensine II (Hsu et al., 2014).  

Ces résultats suggèrent que le NR pourrait être un bon candidat comme précurseur 

utilisé par les voies de biosynthèse alternatives à la NAMPT en vue de stimuler le 

métabolisme du NAD+.



 

 

 

 

 

 

II. Objectifs de thèse
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L’insuffisance cardiaque est un syndrome complexe et multifactoriel, caractérisé par 

une atteinte globale et progressive des capacités métaboliques cardiaques, illustrée par 

une altération de l’utilisation des substrats, des mécanismes de transfert d’énergie et de la 

fonction mitochondriale. Les traitements actuels de l’insuffisance cardiaque permettent 

d’épargner au cœur une consommation énergétique trop importante, mais ne ciblent pas 

les défauts de production et d’utilisation de l’énergie du cœur insuffisant. L’exercice 

physique est une stratégie bien connue de prévention des maladies cardiovasculaires et les 

effets bénéfiques de l’entrainement en endurance sur le métabolisme musculaire sont assez 

bien établis, mais les effets de l’exercice sur la fonction cardiaque en condition 

pathologique sont encore très peu décrits et soulèvent la question du ratio bénéfice-risque 

de la pratique de l’exercice chez le patient insuffisant. Ainsi, le premier objectif de cette 

thèse a été de : 

#1 Caractériser les effets de l’exercice physique dans un modèle de  

      cardiomyopathie dilatée 

 

La difficulté de faire faire de l’exercice aux patients insuffisants cardiaques a 

néanmoins suscité la recherche d’autres stratégies visant à cibler pharmacologiquement les 

troubles métaboliques associés à l’insuffisance cardiaque. Au regard de la perte en NAD 

observée dans le myocarde malade, l’utilisation de précurseurs de la famille des vitamines 

B3 pour compenser la chute du NAD+ cardiaque est apparue comme une stratégie 

innovante. La NAMPT, l’enzyme majoritaire en conditions non pathologiques pour 

maintenir les taux de NAD+, est réprimée dans différents modèles d’insuffisance cardiaque 

et des résultats préliminaires de l’équipe laissent à penser que la kinase NMRK2 qui est 

exprimée spécifiquement dans les muscles striés et qui utilise le NR comme précurseur du 

NAD+ serait augmentée dans le contexte de l’insuffisance cardiaque. Partant de ce constat, 

le second objectif de cette thèse a été de : 
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#2  Comprendre le rôle de la voie de biosynthèse du NAD+ médiée par la kinase  

            NMRK2 dans les tissus musculaire et cardiaque, et notamment : 

 

2.1 Dans un modèle d’invalidation du gène Nmrk2 chez la souris, rechercher le 

phénotype cardiaque et musculaire à l’état basal et dans des situations de 

stimulation du métabolisme énergétique, soit de type physiologique par 

l’exercice, soit pathologique par l’application d’un stress cardiaque. 

 

2.2 Dans le contexte spécifique de la cardiomyopathie dilatée, étudier les effets 

de la supplémentation en NR sur le modèle SRFHKO et rechercher le rôle de 

l’activation de NMRK2 dans ce modèle en générant des souris doublement 

invalidées pour les gènes Srf et Nmrk2.
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et l’implication de NMRK2 aux effets de l’entrainement en endurance sur les muscles 

squelettique et cardiaque a été évaluée dans ce modèle sur des animaux âgés de 16 mois. 

 

3.1.3 Modèle SRFHKO-Nmrk2KO 

Nous avons également croisé des animaux de la lignée SRFHKO avec des animaux de 

la lignée Nmrk2KO pour obtenir des animaux double-transgéniques invalidés pour SRF et 

pour NMRK2, afin d’étudier le rôle de cette kinase dans le contexte de l’insuffisance 

cardiaque et dans les effets liés à une supplémentation en NR. Après injection de 

tamoxifène, des animaux âgés de 8 à 10 semaines ont été supplémentés ou non en NR et 

un suivi de la fonction cardiaque au cours du temps a été réalisé ainsi que différentes 

expériences visant à déterminer le phénotype métabolique cardiaque à 40 jours chez ces 

animaux. 

 

3.1.4 Modèle Nmrk2TG 

Pour étudier les effets de la suractivation de la protéine NMRK2 sur la fonction et le 

métabolisme cardiaque dans un contexte physiologique sain, nous avons généré une 

lignée d’animaux transgéniques surexprimant NMRK2 de façon inductible dans le coeur. 

Cette lignée a pu être obtenue en collaboration avec l’équipe de G. Lavery à l’université de 

Birmingham (Royaume-Uni) qui nous a fourni des animaux possédant une construction 

permettant la surexpression conditionnelle de NMRK2 aux locus ROSA26, que nous avons 

croisés avec notre lignée exprimant la recombinase CRE sous le promoteur de l’α-MHC 

pour que cette surexpression soit cardiospécifique. La surexpression de NMRK2 a été 

induite par injection intrapéritonéale de tamoxifène pendant 3 jours consécutifs à une dose 

de 20 mg/kg/jour comme précédemment et les animaux de 8 à 10 semaines supplémentés 

en NR pour évaluer le phénotype cardiaque. 
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3.2 Supplémentation en NR 

Les animaux ont été supplémentés au NR via l’alimentation. Pour cela, des 

croquettes ont été préparées manuellement deux fois par semaine en mélangeant 660 mg 

de NR avec 200 g de nourriture en poudre SAFE A03 et 94 mL d’eau. Cette dose a été mis 

au point pour assurer un apport minimum de 450 mg de NR/kg/jour, pour une 

consommation moyenne de 3 grammes de nourriture par animal par jour. Les croquettes 

préparées ont été stockées à 4°C et une petite quantité distribuée chaque jour aux animaux 

pour éviter l’altération de la vitamine. La supplémentation a été effectuée 5 jours après 

injection de tamoxifène chez les différents modèles d’animaux transgéniques, la nourriture 

était disponible ad libitum et aucune différence en terme de consommation n’a été 

observée entre les animaux contrôles et les animaux transgéniques. 

 

3.3 Exercice musculaire 

3.3.1 Exercice volontaire  

L’exercice volontaire a été utilisé comme mode d’entrainement chez les souris 

SRFHKO développant une cardiomyopathie dilatée. Sept jours après injection de tamoxifène, 

les animaux ont été répartis de façon aléatoire dans les groupes sédentaires et entrainés 

par randomisation. Les animaux destinés à être entrainés ont été transférés dans des cages 

individuelles équipées d’une roue métallique pour une durée de 4 semaines. Dans un souci 

de reproduire au maximum les conditions environnementales et expérimentales entre les 

groupes, les animaux sédentaires ont également été transférés dans des cages individuelles 

pour toute la durée du protocole d’entrainement. Pendant ces 4 semaines, la distance 

parcourue par les animaux a pu être mesurée de façon précise et quotidienne grâce à deux 

aimants fixés sur la roue et son support, et un compteur de tours électronique. 
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3.3.2 Entrainement en endurance 

Après répartition des animaux dans les groupes sédentaires et entrainés par 

randomisation, les animaux destinés à être entrainés ont été acclimatés au dispositif de 

course pendant 3 jours consécutifs afin de réduire le stress induit ce nouvel environnement. 

Les animaux ont ensuite subi un entrainement en endurance sur tapis roulant pendant une 

durée de 9 semaines, 5 jours par semaine. Chaque séance d’entrainement était constituée 

d’une phase d’échauffement de 15 minutes (5 minutes à une vitesse de 5 cm/s, 5 minutes à 

10 cm/s et 5 minutes à 15 cm/s), suivie d’une période de 45 minutes d’entrainement à 15 

cm/s, dont la vitesse a été progressivement augmentée au fil de l’avancée du protocole 

pour finir à 30 cm/s. Le même protocole d’entrainement (durée et vitesse de course) a été 

strictement suivi par tous les animaux. 

 

3.4 Analyses fonctionnelles 

3.4.1 Échocardiographie 

Les mesures de la morphologie et des paramètres fonctionnels cardiaques ont été 

réalisées en échocardiographie. Les animaux ont été anesthésiés par induction à 2% 

d’isoflurane pendant 5 minutes puis maintenus à 0,5% pendant toute la durée des mesures. 

Les mesures des dimensions du ventricule gauche (VG) ont été réalisées à l’aide d’un 

appareil à ultrasons (Vivid 7 Dimension, GE Healthcare) et d’une sonde de 12 MHz de 

fréquence. L’analyse des images obtenues en mode temps-mouvement (TM) en vue 

parasternale selon le petit axe cardiaque ont permis d’obtenir la mesure des paramètres 

suivants en diastole et en systole : diamètre du VG (LVd et LVs), épaisseur du septum 

interventriculaire (IVSd et IVSs) et de la paroi postérieure du ventricule gauche (LVPWd et 

LVPWs). Les volumes de la cavité du ventricule gauche en fin de diastole et de systole (EDV 

et ESV) ont été calculés selon la formule de Teichholz :  

ESV	=	
7× LVs3

2,4	+	LVs
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Le volume d’éjection et la fréquence cardiaque ont également été mesurés. La 

fraction d’éjection du ventricule gauche a été calculé à partir de la mesure des volumes 

cardiaques selon la formule de Simpson : 

FE	=	
EDV-ESV

EDV
×100 

Le ratio épaisseur/rayon du ventricule gauche en diastole (h/r) a également été 

calculé d’après ces mesure selon la formule suivante :  

h/r =
LVPWd	+	IVSd

LVd
 

 

3.4.2 Test d’effort 

Pour évaluer la capacité musculaire des animaux à l’effort, nous avons réalisé un test 

d’épuisement sur tapis roulant. Après une période d’acclimatation au dispositif de 3 jours, 

les animaux ont été soumis à une période d’échauffement de 15 minutes (5 minutes à une 

vitesse de 5 cm/s, 5 minutes à 10 cm/s et 5 minutes à 15 cm/s) puis la vitesse de course a 

été progressivement augmentée de 1 cm/s chaque minute, jusqu’à épuisement des 

animaux. Les signes d’épuisement ont été définis comme 5 stimuli aversifs (chocs 

électriques) subits en moins de 60 secondes, ou plus de 5 secondes passées par l’animal 

sur la grille électrique sans intention de reprendre la course. Les résultats de ce test sont 

exprimés en temps de course et en vitesse maximale atteints avant épuisement. 

 

3.5 Analyses histologiques 

3.5.1 Fibrose cardiaque par coloration Rouge Sirius 

La fibrose cardiaque a été quantifiée à l’aide d’une coloration histologique au Rouge 

Sirius. Pour cela, les cœurs ont été prélevés au moment du sacrifice et découpés en deux 
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parties égales selon une ligne perpendiculaire au grand axe cardiaque dans la partie la plus 

large. La partie apicale a ensuite été directement incluse dans du Tissue-Tek (Sakura, USA) 

et congelée à -150°C dans de l’isopentane refroidi à l’azote liquide, puis stocké à -80°C. Les 

blocs de cœur ainsi congelés ont ensuite été découpés en coupes fines de 8 µm à l’aide 

d’un microtome (CM1860 Cryostat, Leica) et déposées sur des lames de verre. La coloration 

des fibres de collagène cardiaque a ensuite été réalisée par marquage histologique au 

rouge picroSirius. Les coupes de cœur ont été fixées pendant 10 minutes dans du para-

formaldéhyde dilué à 3,7%, lavées rapidement à l’eau distillée puis à l’éthanol absolu 

pendant 5 minutes. Après fixation, les coupes ont été marquées pendant 60 minutes dans 

une solution de rouge picroSirius dilué à 0,3% dans de l’acide picrique, puis rincées et fixées 

à l’acide acétique 0,5% pendant 10 minutes. Après ces étapes, les coupes ont été 

déshydratées dans différents bains d’alcool en pourcentages croissants puis dans du 

xylène, pour être finalement montées sous lamelles. À l’issue de ce marquage, les fibres de 

collagènes sont colorées en rouge et le tissu cardiaque en jaune. Le pourcentage de fibrose 

cardiaque totale a été calculé à partir d’images prises sur ces lames en microscopie 

photonique et quantifié à l’aide du logiciel ImageJ.  

 

3.5.2 Taille et type de fibre musculaire par marquage en immunohistochimie 

La taille et le type de fibres musculaires ont été mesurées sur des coupes de muscle 

squelettique congelées de 8 µm obtenues de la même façon que les coupes de cœur (voir 

paragraphe précédent) à partir des muscles soleus et plantaris. Pour déterminer la taille des 

fibres musculaire, un marquage de la laminine, une protéine de la matrice extracellulaire, a 

été réalisé par immunohistochimie sur ces coupes de muscle. Un marquage par 

immunohistochimie des isoformes MHC-I, MHC-IIA et MHC-IIB des chaines lourdes de 

myosine a été réalisé en parallèle pour déterminer la présence le type des fibres 

musculaires dans le soleus et le plantaris. Les différentes isoformes ont été marquées par 

les anticorps monoclonaux de souris BAD5 (spécifique de MHC-I, IgG2b, dilution 1 :100), 

SC–71 (spécifique de MHC-IIA, IgG1, dilution 1:100) et BF-F3 (spécifique de MHC-IIB, IgM, 

dilution 1:100) obtenus de la Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB, University of 
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Iowa). La laminine a été marqué par un anticorps polyclonal de lapin (L9393, Sigma). Les 

coupes transversales de tissu musculaire ont été fixées pendant 5 minutes dans du para-

formaldéhyde dilué à 3,7%, lavées deux fois 5 minutes dans du PBS, perméabilisées 

pendant 10 minutes dans une solution de Triton 0,1%, lavées deux fois, saturées dans de la 

BSA IgG-free 5% pendant 45 minutes, lavées une fois, incubées avec un anticorps anti-F(ab) 

de souris produit chez la chèvre pendant 20 minutes pour réduire les interactions non 

spécifiques avec les anticorps primaires, lavées une fois, puis finalement incubées avec les 

anticorps primaires dirigés contre les isoformes de MHC et la laminine à 4°C pendant une 

nuit. Le lendemain, après trois lavages de 5 minutes dans du Tween20 dilué à 0,1% dans du 

PBS, les coupes ont été incubées avec des anticorps secondaires dirigés contre les 

différentes formes d’anticorps primaires utilisés pendant une heure : anti IgG2b de souris 

produit chez la chèvre et couplé au fluorophore Alexa Fluor® 350,  anti IgG1 de souris 

produit chez la chèvre et couplé au fluorophore Alexa Fluor® 555,  anti IgM de souris 

produit chez la chèvre et couplé au fluorophore Alexa Fluor® 488,  et anti lapin produit chez 

la chèvre et couplé au fluorophore Alexa Fluor® 633, chacun dilué au 1:400 dans de la BSA 

IgG-free 5%. Après trois lavages de 5 minutes dans du Tween20 dilué à 0,1% dans du PBS, 

les coupes de muscle ont été montées sous lamelle avec du glycérol 70%. Des images de 

ces coupes en microscopie à fluorescence (DMi8, Leica) ont été prises à un grossissement 

de 400x. La taille des fibres musculaires a été déterminée à l’aide d’une macro codée avec 

le logiciel imageJ permettant de délimiter le contour des fibres grâce au marquage 

laminine, puis ajusté à la main. Le type de fibres pures ou mixes pour MHC-I, MHC-IIA et 

MHC-IIB a été obtenu par comptage manuel des fibres à partir des marquages en 

immunohistochimie. Les fibres pures pour l’isoforme MHC-IIX ne sont pas marquées par les 

anticorps utilisés et apparaissaient noires sur les images.  
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3.6 Modèles cellulaires 

3.6.1 Culture primaire de cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveau-nés 

Des rats nouveau-nés de un à deux jours ont été tués par décapitation puis le cœur 

prélevé et rincé dans une solution d’ADS (1,7 g NaCl, 1,19 g HEPES, 30 mg NaH2PO4, 

250 mg Glucose, 100 mg KCl et 25 mg MgSO4 dans 250 mL d’eau, pH7,35) sur glace. Après 

élimination des oreillettes, les ventricules cardiaques ainsi isolés ont été découpés en 

morceaux d’environ 1 mm de diamètre, et mis à digérer dans une solution de 0,5 mg/mL 

de collagénase A (Roche, #10103586001) et 0,5 mg/mL de pancréatine (Sigma, P1750) 

pendant 7 fois 20 minutes sous agitation à 37°C. À chaque cycle de digestion, le surnageant 

contenant les cellules isolées a été récupéré dans 2 mL de sérum de veau fœtal (NCS) et 

stocké à 37°C. À la fin de la digestion, l’ensemble des cellules issues des différents cycles 

de digestion ont été récupérés et resuspendues dans 8 mL de NCS. Les cellules ont ensuite 

été déposées sur des gradients de Percoll (GE Healthcare) de densité différente (une phase 

inférieure à 0,66 g/mL et une phase supérieure de 0,47 g/mL) et centrifugées à 3000 g 

pendant 30 minutes à température ambiante pour séparer les cardiomyocytes des 

fibroblastes cardiaques. Après récupération du disque de cardiomyocytes à l’interface 

entre les deux phases de Percoll, les cellules ont été resuspendues et mises en culture dans 

un milieu composé de : 67 mL de DMEM (Gibco, #21885025), 17 mL de milieu 199 (Gibco, 

#22350029), 10 mL de sérum de cheval (Gibco, #16050122), 5 mL de sérum de veau fœtal 

(Gibco, #10270106) et 1 mL d’antibiotiques penicilline et streptomycine (PS) (Gibco, 

#15140122) pour 100 mL de milieu final. Les cardiomyocytes ont enfin été déposés dans 

des boites de culture cellulaire préalablement coatées avec de la laminine à 10 µg/mL 

(Gibco, #2317015). 48h après isolement, le milieu de culture a été renouvelé et les cellules 

traitées au NR en concentrations de 100 µM à 1 mM et/ou à la FK866 à 10 µM, inhibiteur 

pharmacologique de la NAMPT. Les cellules ont ensuite été gardées en culture jusqu’au 

7ème jour après isolement où elles ont été utilisées pour différentes expériences.  
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3.6.2 Culture primaire de cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes 

Pour isoler les cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes, des rats de 250 g ont 

été euthanasiés par injection intrapéritonéale de pentobarbital à 100 mg/kg et leur cœur 

prélevé et rincé dans une solution stock refroidie à 4°C et composée de : 117 mM NaCl, 5,7 

mM KCl, 4,4 mM NaHCO3, 1,5 mM KH2PO4, 1,7 mM MgCl2, 21 mM HEPES, 11,7 mM 

Glucose, 10 mM Créatine, 20 mM Taurine, pH7,1. Le cœur a ensuite été canulé par l’aorte 

et rincé par perfusion rétrograde avec cette même solution stock pendant 4 minutes à un 

flux de 6 mL/min à 37°C. Après digestion par perfusion de solution stock supplémentée en 

collagénase A (Roche, #10103586001) à 1 mg/mL pendant 45 minutes à un flux de 4 

mL/min, le cœur a été récupéré dans la solution stock contenant 25 µM de Ca2+ et 

débarrassé des oreillettes et des vaisseaux. Les ventricules digérés ont été passés à travers 

un filtre pour éliminer les débris tissulaires et les cardiomyocytes ont été récupérés dans un 

tube à hémolyse. Enfin, les cellules ont subi plusieurs cycles de décantation successive 

d’environ 10 minutes dans la solution stock contenant 5 mg/mL de BSA et des 

concentrations croissantes de Ca2+ de 25 à 300 µM puis resuspendues dans un milieu de 

culture contenant du MEM (Sigma, M4780), supplémenté à 2,5% de NCS (Gibco, 

#10270106), 20 mM HEPES et 1% de PS (Gibco, #15140122) et déposées dans des boites 

de culture cellulaire préalablement coatées avec de la laminine à 10 µg/mL (Gibco, 

#2317015). Le milieu de culture a été renouvelé et les cellules traitées au NR en 

concentrations de 100 µM à 1 mM et/ou à la FK866 à 10 µM, inhibiteur pharmacologique 

de la NAMPT. 

 

3.7 Analyses en biologie moléculaire 

3.7.1 Extraction et quantification du NAD 

Le NAD a été extrait à partir de biopsies de tissu congelé, broyées dans une solution 

tampon d’éthanol 75%, HEPES 2,5 mM à pH7,1 à l’aide d’un homogénéisateur à billes de 

céramique (Precellys, Bertin Instruments). Les échantillons ont ensuite été chauffés à 80°C 
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spécifiquement les séquences d’ADNc et ainsi quantifier le niveau d’expression des gènes 

étudiés.  

Extraction des ARN messagers 

Les ARNs totaux ont été extraits à partir de biopsies cardiaques par broyage dans 

1 mL de tampon de lyse TRIzol® (Invitrogen, #15596018) à l’aide d’un homogénéisateur 

tissulaire à billes de céramiques (Precellys, Bertin Instruments). Les ARNs ont ensuite été 

isolés par ajout de 200 µL de chloroforme et centrifugation à 10000 g pendant 15 minutes 

à 4°C. La phase aqueuse supérieure a été prélevée et les ARNs précipités par ajout de 500 

µL d’isopropanol pendant la nuit à 4°C. Après centrifugation à 10000 g pendant 15 minutes 

à 4°C, le culot d’ARNs a été lavé 3 fois à l’éthanol 70% pour éliminer les traces éventuelles 

de TRIzol® et d’isopropanol avant d’être séché et repris dans 20 µL d’eau sans ARNases et 

ADNases et conservés à -80°C. Les ARNs ainsi purifiés ont été quantifiés en mesurant 

l’absorbance à 260 nm avec un spectrophotomètre (Nanodrop 2000). 

 

Transcription inverse 

Les ARNs purifiés ont ensuite été transformés en ADN double brin complémentaire 

(ADNc) par transcription inverse grâce au kit iScript Reverse Transcriptase (BioRad, 

#1708840), utilisant une version modifiée de la transcription inverse de Moloney Murine 

Leukemia Virus et des amorces oligo-DT complémentaire de la queue poly-A des ARNm 

pour amorcer la transcription. 1 µg d’ARNm ont ainsi été transcrits en ADNc dans 20 µL de 

mix, pendant 20 minutes à 42°C. 

 

PCR quantitative en temps réel 

Les ADNc ont ensuite été quantifiés par la technique de PCR en temps réel qui 

consiste à suivre la réplication d’une séquence d’ADN cible au cours du temps sur une série 

de cycles d’amplifications. Elle repose sur le fonctionnement d’une PCR classique, 
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constituée d’une phase de dénaturation de l’ADN double brin, d’une phase d’hybridation 

avec des amorces spécifiques synthétisés pour encadrée spécifiquement la séquence du 

gène d’intérêt, et une phase d’élongation au cours de laquelle se déroule la synthèse du 

brin d’ADN complémentaire à partir des amorces. L’amplification de la séquence d’ADN 

d’intérêt est suivie au fil des cycles de polymérisation grâce au SYBR® Green, un intercalant 

de l’ADN qui émet une fluorescence verte lorsqu’il s’incorpore entre les bases de l’ADN 

double-brin. Les réactions de PCR ont été réalisées en triplicats sur plaques 384 puits dans 

un volume réactionnel de 7,5 µL contenant 0,8 ng/µL d’ADNc, 0,5 µM de chaque amorce et 

3,5 µL de SsoAdvanced™ Supermix (Biorad, #1725274) contenant le SYBR® Green, la Taq 

polymérase et les oligonucléotides nécessaires à la polymérisation. Les réactions de PCR 

ont été menées grâce à un thermocycleur couplé à un système de détection de la 

fluorescence (CFX384, Biorad). La quantification du niveau d’expression des gènes d’intérêt 

est basée sur le principe du cycle threshold, c’est-à-dire du cycle de PCR auquel le signal de 

fluorescence dépasse un certain seuil déterminé. Les valeurs d’expressions des gènes 

d’intérêts sont toujours exprimées de manière relative à l’expression de gènes de référence 

connus pour leur stabilité dans les conditions expérimentales données.  

 

3.7.3 Mesure de l’expression de protéines par Western-blot 

Les niveaux d’expressions des protéines et l’acétylation globale des protéines ont 

été mesurés par la technique du Western-blot. Pour cela, les protéines totales ont été 

extraites à partir de biopsies cardiaques par homogénéisation dans un tampon de lyse RIPA 

composé de 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 

µM PJ-34, 70 µM acide tannique, ainsi que des antiprotéases, antiphosphatases et 

antidéacétylases. Après homogénéisation, les extraits ont été centrifugés à 10000 g 

pendant 15 minutes à 4°C et le surnageant contenant les protéines prélevé et stocké 

à -80°C. La concentration protéique a ensuite été déterminée par dosage colorimétrique 

BCA, basé sur la propriété de l’acide bicinchoninique à former un complexe pourpre avec 

l’ion cuivre I, réduit à partir du cuivre II par les protéines en milieu alcalin. La mesure de 

l’absorbance à 560 nm a ainsi été réalisée à l’aide d’un lecteur de plaque (Infinite 500, 
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TECAN), et comparé à l’absorbance d’une gamme de BSA de concentrations connues pour 

déterminer la concentration des extraits protéiques. 20 µg de protéines par échantillon ont 

ensuite été dénaturées et séparées sur gel par électrophorèse SDS-PAGE et transférées sur 

membrane de nitrocellulose. Les protéines d’intérêt ont ensuite été détectées par 

incubation avec des anticorps primaires pendant une nuit à 4°C. Les protéines liées aux 

anticorps primaires ont ensuite été révélées par des anticorps secondaires conjugués à une 

péroxydase HRP (Jackson ImmunoResearch) et un système de détection de la 

chémiluminescence (iBright, Thermo Fisher Scientific). Les bandes détectées ont ensuite 

été quantifiées à l’aide du logiciel imageJ. 

 

3.8 Étude du métabolisme énergétique 

3.8.1 Analyse de l’activité enzymatique 

L’activité de différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et 

enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique ont été mesurée en 

spectrophotométrie après extraction dans un tampon d’homogénéisation composé de 

5 mM HEPES, 1 mM EGTA, 0,1% Triton, 1 mM DTT, 10 µM PJ-34, 70 µM acide tannique, ainsi 

que des antiprotéases, antiphosphatases et antidéacétylases. 

 

Complexe I 

L’activité du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale a été mesurée par 

sa capacité de réduire le NADH en NAD+ en transférant les électrons à la décyl-Ubiquinone 

selon la réaction suivante, suivie par mesure de l’absorbance à 340 nm résultant de la 

réduction du NADH : 

Decyl-CoQ + NADH + H+ → Decyl-CoQH2 + NAD+ 
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Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate composé de 41 mM 

KH2PO4, 9 mM K2HPO4, 3,75 mg/mL BSA, 100 µM décyl-ubiquinone. Une première mesure 

basale avec ou sans roténone à 20 µM, inhibiteur pharmacologique du complexe I, a été 

réalisée, puis une deuxième mesure après ajout de NADH à 100 µM a permis de déterminer 

l’activité spécifique du complexe I.   

 

Complexe IV (cytochrome c oxydase) 

Le complexe IV, ou cytochrome-c oxydase (COX), est un des complexes de la chaine 

respiratoire mitochondriale et participe à la phosphorylation oxydative de l’ATP en oxydant 

le cytochrome-c : 

Cytochrome-c réduit + O2 → Cytochrome-c oxydé + H2O 

Le cytochrome-c réduit et sa forme oxydée n’ont pas le même spectre d’absorption, ce qui 

permet de suivre la disparition du cytochrome-c réduit par mesure de l’absorbance à 550 

nm. Une première mesure basale avec du cytochrome-c réduit à 90% dans un tampon 

50 mM K2HPO4 à pH7,4 a été réalisée, puis une seconde mesure après ajout de l’échantillon 

a permis de déterminer l’activité spécifique de la COX.  

 

Citrate synthase 

La Citrate synthase est une enzyme du cycle de Krebs utilisée comme parqueur de 

l’activité mitochondriale. Elle catalyse la réaction : 

acétyl-CoA + oxaloacétate + H2O D citrate + CoASH 

Cette réaction enzymatique est réversible, et ne permet pas de mesurer tel quel 

l’appartition des produits. Pour ce dosage, on utilise le 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB) qui réagit avec le CoASH pour former l’ion C6O4S2- dont on peut mesurer 

l’apparation en mesurant l’absorbance ) 412 nm : 
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CoASH + DTNB → CoAS + H+ + C6O4S2
- 

L’activité de la citrate synthase a ainsi pu être déterminée après une première 

mesure basale effectuée dans un tampon Tris 100 mM pH8 contenant 100 µM de DTNB et 

300 µM d’acétyl-CoA. La différence induite par l’ajout de 500 µM d’oxaloacétate a permis 

par déduction de calculer l’activité spécifique de l’enzyme. 

 

3.8.2 Analyses des capacités oxydatives et glycolytiques des cardiomyocytes 

en culture avec l’appareil Seahorse 

Les capacités de la chaine respiratoire mitochondriale et de l’utilisation du glucose 

par les cardiomyocytes ont été mesurées sur des cardiomyocytes de rats nouveau-nés avec 

le système d’analyseur Seahorse (XFe96, Agilent). Les cardiomyocytes ont été ensemencés 

à une densité de 40000 cellules par puit dans des plaques de culture Seahorse spécifiques 

(Agilent, #101085-004) préalablement coatées à la laminine et traitées au NR et à la FK866 

comme décrit précédemment dans le paragraphe 3.6.1.  

 

Mitochondrial Stress Test 

Le jour de l’expérience, les cellules ont été incubées pendant une heure dans un 

milieu de culture non tamponné (Seahorse, 102353-100) supplémenté en 10 mM glucose, 

1mM pyruvate et 2 mM glutamine à pH7,4. Les cellules ont ensuite subit un protocole de 

« stress mitochondrial » par injection successive d’oligomycine à 2 µM pour inhiber l’ATP 

synthase, de FCCP à 1 µM pour découpler la chaine respiratoire et induire une respiration 

maximale, et enfin d’amytal à 1 mM et d’antimycine A à 0,5 µM pour inhiber spécifiquement 

les complexes I et III de la chaine respiratoire. L’activité de la chaine respiratoire 

mitochondriale a été suivie par la consommation d’oxygène dans le milieu (OCR), exprimée 

en pmoles d’oxygène consommé par minute. Ces différentes injections ont permis de 

déduire différents paramètres comme la respiratoire basale des cellules, la part dédiée à la 
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4.1 Impact de l’exercice volontaire sur l’insuffisance cardiaque 

induite par une cardiomyopathie dilatée 

4.1.1 Introduction 

Dans cette étude, finalisée pendant ma première année de thèse après mes travaux 

de master 2 initiés dans l’équipe du Pr. Onnik Agbulut, je me suis intéressé à la 

caractérisation des effets de l’exercice volontaire dans le contexte de l’insuffisance 

cardiaque induite par la cardiomyopathie dilatée dans le modèle d’invalidation du gène 

SRF. La course volontaire a été choisie comme mode d’entrainement dans cette étude. Ce 

modèle est en effet moins intensif que l’entrainement sur tapis roulant car il laisse aux 

animaux la possibilité de courir selon leurs capacités individuelles et permet ainsi d’éviter 

de potentiels effets délétères induits par une course forcée, dans un contexte d’insuffisance 

cardiaque où une intolérance à l’exercice est parfois décrite (Upadhya et al., 2015). 

L’objectif de ces travaux était d’étudier l’effet de l’exercice volontaire au moment de 

l’établissement d’une dysfonction cardiaque mais avant le stade de l’insuffisance cardiaque 

sévère. C’est pourquoi nous avons permis aux animaux de courir dès 7 jours après la perte 

de SRF induite par l’injection de tamoxifène, à un stade encore complètement 

asymptomatique sur le plan fonctionnel mais où on sait qu’un remodelage moléculaire a 

déjà commencé. La fonction cardiaque des animaux a été suivie par échocardiographie 

avant le début du protocole et après 4 semaines d’exercice volontaire, puis les animaux ont 

été sacrifiés et le cœur prélevé. L’analyse de la fibrose cardiaque en histologie et du profil 

d’expression de gènes et de protéines impliquées ont été réalisés pour tenter de 

comprendre et de caractériser les effets de l’exercice volontaire sur le métabolisme 

énergétique et mitochondrial cardiaque.  

  



 

 92 

4.1.2 Résultats 

Cette étude a fait l’objet d’une publication en premier auteur dans le journal 

Frontiers in Physiology en Novembre 2017. J’ai réalisé l’ensemble des expériences de cette 

étude, à l’exception des analyses en échocardiographie effectuées par N. Mougenot.
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Objective: Despitetheindubitable beneficialeffect ofexerciseto prevent of

cardiovasculardiseases,thereisstillalackofstudiesinvestigatingtheimpactof

exerciseinnon-ischemicdilatedcardiomyopathy.Here,weinvestigatedtheimpact

ofvoluntaryexerciseoncardiacfunctioninamousemodelofnon-ischemicdilated

cardiomyopathy(αMHC-MerCreMer:Sf/Sf),inducedbycardiac-specificinactivationof

theSerumResponseFactor.

Materials and Methods: Seven days after tamoxifen injection, 20

αMHC-MerCreMer:Sf/Sf mice wereassignedtosedentary(n= 8)andexercise

(n=12)groups.SevenadditionalαMHC-MerCreMer:Sf/Sf micewithouttamoxifen

injectionwereusedascontrol.Theexercisegroupperformed4weeksofvoluntary

runningonwheel(1.8± 0.12km/day).Cardiacfunction, myocardialfibrosis,and

mitochondrialenergeticpathwayswerethenblindlyassessed.

Results: Exercisedmiceexhibitedasmallerdecreaseofleftventricular(LV)fractional

shorteningandejectionfractioncomparedtocontrol mice.This wasassociated

withalowerdegreeofLVremodelinginexercised mice,asshownbyalowerLV

end-systolicintrerventricularseptalandposteriorwallthicknessdecreasefrombaseline

valuescomparedtosedentarymice.Moreover,exercisedmicedisplayedareduced

geneexpressionofatrialandbrainnatriureticfactors.Thesebenefitswereassociated

byareducedlevelof myocardialfibrosis.Inaddition,exercised miceexhibiteda

highermitochondrialaconitase,voltage-dependentanion-selectivechannel1andPPAR

gammacoactivators-1alphaproteinslevelssuggestingthattheincreaseofmitochondrial

biogenesisand/or metabolismslowedtheprogressionofdilatedcardiomyopathyin

exercisedanimals.
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Conclusions:Inconclusion,ourresultssupporttheroleofvoluntaryexercisetoimprove

outcomesinnon-ischemicdilatedheartfailure(HF)andalsosupportitspotentialfora

routineclinicaluseinthefuture.

Keywords:non-ischemiccardiacdisease,dilatedcardiomyopathy,non-forcedexercise,wheelexercise

INTRODUCTION

Heartfailure(HF)isthecommon finalstageof most
cardiovasculardisordersanddespitesignificantadvancesindrug
managementandinterventionalprocedures,itremainsoneofthe
highestcausesofmorbidityandmortalityworldwide(Rodriguez
etal.,2013).HFisthefinalconsequenceofacomplexcardiac
remodelinginitiatedbydifferenttypesofhemodynamicstress,
suchasmyocardialinfarction,chronicarterialhypertension,or
fibrosis.CardiomyopathiesaretheleadingcausesofHFinthe
world(Stehliketal.,2012).Amongthem,dilatedcardiomyopathy
(DCM)representsthe mostfrequentdiseaseleadingtoHF
inyoungadultpatients(Stehliketal.,2012;Savvatisetal.,
2015).However,themolecularmechanismsleadingtoDCM
(andlatelyHF)canbeveryheterogeneous.TheDCMisa
veryheterogeneouspathologyandinvolvesmanyperturbations
oftheproteinhomeostasisinsarcomeres,nuclearmembrane
andcytoskeleton,orcalciummetabolism.Inthecytoskeleton,
actin,andmyosinareparticularlyaffected(FatkinandGraham,
2002).Despitetheimprovementof medication management
andinterventionalprocedures,thetreatmentofDCMremains
tobeaddressed.Thisisduetothefactthatincontrastto
theischemicformsof HFwhichcannowbetreatedwith
proceduressuchasrevascularization,valverepair,orremodeling
operations,theonlyoptionforDCMtreatment,oncethedisease
hasreachedaterminalstageofdrugrefractorinessremains
hearttransplantation(Hershbergeretal.,2010).Inthissetting,
lessinvasivetherapeuticand/orpreventiveapproacheslike
physicalactivity,wouldsignifyapromisingnon-pharmaceutical,
preventivetherapeuticstrategyforthiscategoryofHFpatients.
Exercisetraining hasemergedasanalternative non-

pharmaceuticalstrategytopreventcardiovasculardiseasesand
currentevidencehaspointedouttheusefulnessofexercise
trainingforsecondarypreventionofHF(Sharmaetal.,2001;
Guyattand Devereaux,2004; DowningandBalady,2011;
GasiorowskiandDutkiewicz,2013;Gaydaetal.,2016;Ribeiro
etal.,2017).Despitethatexercisetrainingyieldsanimprovement
ofcardiacfunctionandqualityoflifein HFpatients,its
effectsonhumansarestillcontroversial.Inthecaseofchronic
HF,ithasbeenshownthatlong-termexerciseatamoderate
intensitydecreasesmortalityandhospitalreadmissionforHF
andincreasesthequalityoflifeafteracardiacinfarction
(Belardinellietal.,1999).Inaddition,asignificant,butmodest
effectofexercisetrainingonreductionofthecombinedend-
pointwasreportedbythelargesttrialofexercisetrainingin
chronicHF(O’Connoretal.,2009).However,otherstudieshave
reportedthatHFwithpreservedLVejectionfraction(HFpEF)
wasassociatedwithadeclineofcardiovascularreserveleading
toexerciseintolerance,particularlywhenithasbeendifficultto
stabilizetheheartrateafterashortexercise(Upadhyaetal.,2015;

GupteandHamilton,2016).Thesediscrepanciesregardingthe
benefitsofchronicexercisecouldbeexplainedbythevariability
ofexercisetrainingintensitylevelsanddurationorbytheageof
patientsandthedifferentphysiopathologyinHFpEFcompared
toHFwithreducedLVejectionfraction(HFrEF)thatwere
mostlyrecruitedintheotherstudies(Belardinellietal.,1999;
O’Connoretal.,2009).Themolecularandcellularmechanisms
involvedintheinsufficientheartwithphysicalactivityarestill
poorlyknown.Inthisstudy,weaimedtodeterminetheimpact
ofvoluntaryexerciseduringtheestablishmentofHFinamouse
modelofDCM.Forthispurpose,weselectedamousemodel
ofnon-ischemicDCMtriggeredbycardiac-specificinducible
inactivationoftheSerumResponseFactor(SRF-HKOmice)
(Parlakianetal.,2005;Diguetetal.,2011),amajorregulatorof
cardiacgenesandmicroRNAsthatisrepressedinhumanfailing
hearts(Davisetal.,2002;Changetal.,2003).Resultsofthe
currentworkstronglysupportedtheroleofvoluntaryexerciseto
improveoutcomesinnon-ischemicHFandsupportitspotential
foraclinicaluseinthefuture.

MATERIALSANDMETHODS

AnimalsandVoluntaryExercise
Allprocedureswereperformedinaccordancewithnational
andEuropeanlegislations,inconformitywiththePublicHealth
ServicePolicyonHumanCareandUseofLaboratoryAnimals,
and wereapprovedbyourinstitutionalEthicsCommittee
“CharlesDarwin”(Permitnumber:#4370).Inthisstudy,27
nine-montholdconditionallyinvalidatedserumresponsefactor
(SRF) mice(αMHC-MerCreMer:Sf/Sf)wereused.TheCre-
mediatedexcisionoffloxedSRFallelesintheheart was
inducedbydailyintraperitonealtamoxifen(20 mg/kg/day;
Sigma-Aldrich,Saint-QuentinFallavier,France)injectionson
threeconsecutivedays.Sevendaysafterfirsttamoxifeninjection,
αMHC-MerCreMer:Sf/Sfmicewereallocatedtosedentary(SRF-
HKO, n= 8)andexercise(SRF-HKO wheel,n= 12)
groups.Moreover,sevenαMHC-MerCreMer:Sf/Sfmicewithout
tamoxifentreatmentwereusedascontrol(sedentary).Each
voluntaryactive mouse washousedinanindividualcage
containingawheelduring4weeks,after7daysofacclimation
totherunningwheel.Itshouldbenotedthatmiceoftheexercise
groupwereselectedbasedontheircapacity(i.e.,runningdistance
achieved)torunintowheel.Thewheelswereequippedwith
amagnetmountedonanoutsidesurfaceandmagneticsensor
connectedwithadigitalcounterandtimer.Thus,anaccurate
measurementofthedailyrunningdistanceandrunningduration
wasperformedforeachmouseineachofthe4weeksofthe
voluntarytrainingprotocol.Toreproducethesameexperimental
conditionsedentaryanimalswerealsohousedinanindividual
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cageandwerefedwithstandardchowdietcontaining16%
protein,3%lipids(A04-10,SafeScientificAnimalFood&
Engineering,Augy,France).

Echocardiography
Echocardiographywasperformedonanesthetizedmiceunder
isoflurane(inductionwith2%andmaintainedwith0.5%;Ferry
etal.,2015).Non-invasivemeasurementsofleftventricular(LV)
dimensionsweredoneusingechocardiography-Doppler(Vivid7
Dimension/Vivid7PRO;GEMedicalSystemCo,Vélizy,France)
withanultrasoundprobeat9–14MHzfrequencyrange.Thebi-
dimensionallyguidedtime-motionrecordingmode(parasternal
long-axisview)oftheleftventricle(LV)providedthefollowing
measurements:diastolic(IVSd)andsystolicintrerventricular
septal(IVSs)andposterior wallthicknesses(LVPWdand
LVPWs),LVend-diastolic(LVEDD)andend-systolicdiameters
(LVESD)andheartrate.Eachsetofmeasurementswasobtained
fromthesamecardiaccycle.LVshorteningfraction(LVSF)was
calculatedusingtheformula:(LVEDD-LVESD)/LVEDD×100.
LVmyocardialvolume(LVV),LVend-diastolic(EDV),andend-
systolic(ESV)volumeswerecalculatedusingahalf-ellipsoid
modeloftheLV(Ferryetal.,2015).Fromthesevolumes,LV
ejectionfraction(LVEF)wascalculatedusingtheformula:(EDV-
ESV)/EDV×100.TheLVthickness/LVradiusratio(h/r)
wasalsoassessedinallanimals.Echocardiographicmeasures
wereperformedbefore(baseline)and40days(sacrifice)after
tamoxifeninjections(Ferryetal.,2015).

CardiacFibrosis
Aftersacrifice,heartswerecutintwoequalhalvesfollowing
alineperpendiculartotheshortaxis.Apicalhalveswerethen
immediatelyfixedinTissue-Tek(Sakura,USA)andfrozenat
−150◦Cinliquidnitrogen-cooledisopentane,andstoredat
−80◦Cuntiltheywereslicedinto8-µm-thickcryosections
usinganultramicrotome(CM1860Cryostat,Leica).Cardiac
fibrosiswascharacterizedwiththePricroSiriusRedstaining.
Frozensectionswerefixedfor10minin3.7%formaldehyde,
andwashedwithdistilledwaterand100%ethanolfor5min.
Sectionswerethentransferredfor60minina0.3%picricacid
Siriusredsolution,rinsedandfixedwithaceticacid0.5%for
10min.Afterthesesteps,sectionsweredehydratedinaseries
ofalcoholsandthenxyleneandmountedinEukitt.Theextent
offibrosiswasquantifiedusingImageJsoftware(12randomly
selectedimagespersample)andwasexpressedasthefibrotic
content.

RelativeQuantificationofGeneExpression
byqPCR
TotalRNAwasextractedfromtheapexofheartsusingTRIzolR

lysisreagent(ThermoFisherScientific,Saint-Herblain,France)
andatissuehomogenizer(Bio-GenPRO200)followingthe
manufacturer’sinstructions.Extracted RNA wasquantified
byspectrophotometryusingNanoDrop2000(ThermoFisher
Scientific,Saint-Herblain,France).From500ngofextracted
RNA,first-strandcDNAwasthensynthesizedusingthehigh
capacitycDNAreversetranscriptionkit(Thermo Fisher
Scientific, Saint-Herblain, France) withrandom primers

accordingto manufacturer’sinstructions. UsingtheLight
CyclerR 480system(RocheDiagnostics,Meylan,France),the
reactionwascarriedoutinduplicateforeachsampleina6-µl
reactionvolumecontaining3µlofSYBRGreenMasterMix,
500nMoftheforwardandreverseprimerseachand3µlof
diluted(1:25)cDNA.ThethermalprofileforSYBRGreenqPCR
was95◦Cfor8min,followedby40cyclesat95◦Cfor15s,
60◦Cfor15s,and72◦Cfor30s.ToexcludePCRproducts
amplifiedfromgenomicDNA,primersweredesigned,when
possible,tospanoneexon-exonjunction.Datawerecollected
andanalyzedusingtheLightCyclerR 480software,release
version1.5.0(Roche).Primerssequencesusedinthisstudy
areavailableonrequest.ThegeneexpressionstabilityofHmbs
(Hydroxymethylbilanesynthase) wasusedasthereference
transcript.

WesternBlotting
Totalproteinswereextractedfromtheheartintoanice-
coldlysisbuffercontainingTris-HCl20mMatpH7.6,NaCl
250mM,EDTA3mM,EGTA3mM,NP400.5%,DTT2mM,
NaOrthovanadate10mM,Glycerophosphate10mM,and2%
ofproteaseinhibitorcocktail(Sigma-Aldrich,Saint-Quentin
Fallavier,France)andquantifiedwithBradfordcolorimetric
assay.Afteradenaturationstepfor5minat95◦C,equalamounts
ofproteinextracts(25µg)wereseparatedbySDS-PAGEbefore
electrophoretictransferontoanitrocellulose membrane(GE
Healthcare,Velizy-Villacoublay,France).
Westernblotanalysiswascarriedoutusinganti-Peroxisome

proliferator-activatedreceptorgammacoactivator1α(PGC1α
(1:200,rabbitpolyclonal,SantaCruzBiotechnology,Heidelberg,
Germany),anti-Voltage-dependentanion-selectivechannel1
(VDAC1)(1:1000,mousemonoclonal,Abcam,Paris,France),
anti-mitochondrialaconitase(ACO2)(1:2000,rabbitpolyclonal,
kindlyprovidedbyPrBertrandFriguet, UniversityPierre
and MarieCurie),andananti-Glyceraldehyde3-phosphate
dehydrogenase(GAPDH)(1:3000,rabbitpolyclonal,Sigma-
Aldrich,Saint-QuentinFallavier,France).Proteinsboundto
primaryantibodieswerevisualizedwithhorseradishperoxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies (Thermo-Fisher
Scientific,Saint-Herblain,France)andachemiluminescent
detectionsystem(ECL-Plus,GEHealthcare,Velizy-Villacoublay,
France).Bandswerequantifiedbydensitometricsoftware(Multi
Gauge,Fujifilm).

StatisticalAnalysis
Forechocardiographyanalysis,two-wayANOVAwithrepeated
measuresononefactorwasperformed. Whenaneffectwas
detected,post-hocBonferronicomparisonswereperformed.
ForqPCRandwesternblotsanalysis,groupnormalityand
homogeneityofvariancesbetweengroupswereassessedusing
Shapiro-WilkandBartletttests,respectively.Differencesbetween
SRF-HKOandSRF-HKOwheelgroupswerethenstatistically
comparedusingt-test,orKruskal&Wallistestswhennormality
orhomogeneityofvarianceisnotachieved.Valuesareexpressed
asmean±S.E.M.
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RESULTS

EffectsofVoluntaryExerciseonCardiac
Function
SevendaysaftertamoxifeninjectiontoinduceSRFinactivation,
twentyαMHC-MerCreMer:Sf/Sf mice wereassignedtothe
sedentary(SRF-HKO,n=8)andexercise(SRF-HKOwheel,n
=12)groups.Theexercisegroup(SRF-HKOwheel)underwent
4weeksofvoluntaryrunningonthewheelanddailyrunning
distancewasrecordedduring4weeks.Thelongestdailyrunning
distanceperformedbySRF-HKOwheelmicehasbeenreached
duringthethirdweekofthevoluntarytrainingprotocol(2.24
±0.25km).Themeandailyrunningdistancewas1.8±0.12
km/day. Moreover,themeanweightof micebeforeexercise
protocolis29.3±1.4g(baseline)anditdidnotdifferbetween
twogroupsafter4weeks(sacrifice)(30.7±2.7SRF-HKOvs.30.3
±1.7SRF-HKOwheel).Voluntaryexercisewasinitiated7days
followingthefirsttamoxifeninjection,coincidingwithastrong
decreaseinSRFmRNAandproteinlevels(Parlakianetal.,2005).
Before(baseline)and4 weeksaftervoluntaryactivity

(sacrifice),theLVfunctionwasassessedbyechocardiography
(Figure1).WeobservedasignificantdecreaseofLVEFbetween
thebaselineandthetimeofsacrificebothinSRF-HKO(78.4±
1.44to56.5±4.32%,p<0.01,Figure1A)andinSRF-HKO
wheelmice(76.8±1.86to67.8±1.77%,p<0.01,Figure1A)
butthisdecreasewassignificantlylowerinSRF-HKOwheelmice
comparedtoSRF-HKOgroup(−9.0±2.3vs.−21.8±3.5,p
<0.01).SimilarresultswereobservedforLVSF(−7.3±5.7vs.
−15.6±5.3%,p<0.05,Figure1B).Wealsodemonstratedthat
LVh/rratiowassignificantlygreaterinSRF-HKOwheelmice
comparedtosedentarySRF-HKOmiceatthetimeofsacrifice
(0.32vs.0.27,p<0.05,Figure1C)indicatingthatexerciselimits
theprocessofLVchamberdilatation.ThesedentarySRF-HKO
animalsexhibitedasignificantdecreaseofIVSsatthetimeof
sacrificecomparedtobaseline(−0.02cm,p<0.05)whereasthis
parameterdidnotchangeinSRF-HKOwheel(Figure1D).
TheIVSsthicknesswasmaintainedoverthe4-weekperiodin

SRF-HKOwheelmice,butwasthinnerinsedentarySRF-HKO
miceatthetimeofsacrifice(0.11±0.01vs.0.09±0.01,p<
0.05,Figure1D).BothSRF-HKOandSRF-HKOwheelgroups
exhibitedasignificantdecreaseofLVPWsatthetimeofsacrifice
comparedtobaseline(−0.03±0.005cm,p<0.001,−0.009
±0.003,p<0.01,respectively,Figure1E).Thethinningwas
significantlylesspronouncedinSRF-HKOwheelmicecompared
tosedentarySRF-HKOmiceatthetimeofsacrifice(−0.02cm,p
<0.01,Figure1E).Nosignificantdifferenceswerefoundduring
diastolebetweenSRF-HKOwheelandSRF-HKOsedentarymice
neitheratbaselinenoratthetimeofsacrifice.TheLVEDDwas
significantlyincreasedinSRF-HKOmice(+0.06cm,p<0.05)
andtheLVPWdwassignificantlydecreasedinSRF-HKOwheel
mice(−0.01cm,p<0.05)betweenbaselineandthetimeof
sacrifice.Thefunctionalefficiencyofvoluntaryphysicalactivity
oncardiacfunctionduringtheestablishmentofHFwasfurther
reinforcedbyareductionintheexpressionofthestress-induced
atrialnatriureticfactor(p<0.05)andbrainnatriureticpeptide
(p<0.01)inexercisedSRF-HKOwheelgroupcomparedto
sedentarySRF-HKOmice(Figure1F).

EffectsofVoluntaryExerciseonCardiac
Fibrosis
Toevaluatetheimpactofvoluntaryexerciseoncardiac
remodeling,weanalyzedmyocardialfibrosis.Fibrosiswerefirst
measuredbySiriusredstaining.Atthetimeofsacrifice,allof
SRF-HKOmiceexhibitedinterstitialfibrosiscomparedtocontrol
mice(12.0vs.4.9%,p<0.01,Figures2A,B).Nevertheless,the
meanpercentageareaoffibrosiswaslowerinSRF-HKOwheel
micecomparedtoSRF-HKOone(5.1vs.12.1%,p<0.01).In
addition,nodifferencewasobservedbetweenSRF-HKOwheel
andcontrolmice(5.1vs.4.9%,p>0.05).
ReducedfibrosisintheSRF-HKOwheelgroupincomparison

toSRF-HKOgroupswasalsosupportedbyreal-timePCRwhich
demonstratedsignificantlessinductionoftheexpressionof
collagenIandIII(Figure2C).AsshowedinFigure2C,both
transforminggrowthfactorbeta1andconnectivetissuegrowth
factormRNAlevelswerealsodecreasedinSRF-HKOwheel
groupbutthedifferencesfailedtoreachasignificantlevel.

MitochondrialBiogenesisandEnergetic
PathwaysModificationsofSRF-HKOMice
Togaina mechanisticinsightonthebeneficialeffectsof
voluntaryexercise,weexaminedthemitochondrialbiogenesis
andenergeticpathwaysmarkersexpressionprofileatmRNAand
proteinlevels(Figure3).Thereal-timePCRshowedthatPPARα
geneexpressionwassignificantlyhigherinsedentarySRF-HKO
wheelmicecomparedtosedentarySRF-HKOmiceatthetime
ofsacrifice(p<0.001,Figure3A).Moreover,thePGC1αgene
expressiontendedtobegreaterinSRF-HKOwheelanimals
comparedtotheirsedentarycounterpartswithoutreaching
statisticalsignificance(p=0.09,Figure3A).ThePPARγand
PGC1ßgenesexpressionremainedunchangedbetweenthe
twoSRF-HKOgroupsatthetimeofsacrifice(Figure3A).
Concerningother mitochondrial markers,theexpressionof
NAMPTgene,whichisinvolvedinNADbiosynthesisfrom
nicotinamide,wassignificantlygreaterinSRF-HKOwheelmice
comparedtoSRF-HKOmiceatthetimeofsacrifice(p<0.05,
Figure3B).TheTFAM(p=0.07)andSDHA(p=0.056)
genesexpression,implicatedinmetabolicadaptationexpression,
tendedtobegreaterinSRF-HKOwheelanimalscomparedto
SRF-HKOmicebutthesedifferencesdidnotreachstatistical
significance(Figure3B).TheNRF1geneexpressionremained
unchangedbetweenthetwoSRF-HKOgroupsatthetimeof
sacrifice(Figure3B).
Modificationsin mitochondrialbiogenesisandenergetic

pathwaysofSRF-HKOmiceaftervoluntaryexercisetraining
werealsosupportedbywestern-blotanalysis(Figures3C,D),
whichdemonstratedthatPGC1α(p<0.001),VDAC1(p<
0.01),andACO2(p<0.001)proteinslevelsweresignificantly
increasedinSRF-HKOwheelgroupcomparedtothesedentary
group(Figures3C,D).

DISCUSSION

Themajorfindingofthisstudyisthata4-weekvoluntaryexercise
stabilizesthefunctionaloutcomesofnon-ischemicdilatedmouse
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FIGURE1|Leftventriclefunctionandstructureassessmentsbyechocardiography(A–E)andreal-timePCR(F)inSRF-HKOandSRF-HKOwheelmice.(A–E)

Evolutionofleftventricleejectionfraction(LVEF),leftventricleshorteningfraction(LVSF),thickness/radiusratio(h/r),end-systolicinterventricularseptumthickness

(IVSs)andend-systolicleftventricleposteriorwallthickness(LVPWs)before(baseline)and40days(sacrifice)aftertamoxifeninjectionsinSRF-HKO(n=8)and

SRF-HKOwheel(n=9)mice.(F)Relativequantificationbyreal-timePCRofAtrialNatriureticFactor(ANF)andBrainNatriureticPeptide(BNP)mRNAlevelsin

myocardialtissue.Resultsarepresentedin-termsofafoldchangetocontrolafternormalizingwithHmbsmRNA.Thecontrolmicevalueissetat1.0.Resultsare

expressedasmeanvalues±SEM.*p<0.05;**p<0.01.

heartsandthisbenefitisaccompaniedwithareductionof
myocardialfibrosisandtheenhancementof mitochondrial
energymetabolism.
Non-ischemicDCMisoneofthe mostfrequentdiseases

leadingtoHFinyoungadultpatients(Savvatisetal.,2015).
Itischaracterizedbyventriculardilation,alteredsystolic
functionandinsomecasesdiastolicdysfunction.Incontrastto
ischemiccardiomyopathieswhichareamenabletoavarietyof
pharmacological,electrical,andinterventionaltreatments,the
onlytreatmentofadvancedstageofnon-ischemicformofHF

ishearttransplantationorpermanentimplantationofanassist
device(Cleggetal.,2006;Hamdietal.,2013).Thus,thereisareal
needtodevelopnoveltherapiesforthesecardiomyopathies.In
thepresentstudy,wereportedasignificantbeneficialimpactof4-
weekvoluntaryrunningprotocolonLVfunctionandremodeling
ina mouse modelof DCMinducedbyacardiac-specific
inactivationofSRF. Wedemonstratedthatvoluntaryexercise
canpreservethecontractilefunctionandreducetheextentof
ventriculardilationofSRF-deficientmice. Wealsoconfirmed
thatvoluntaryexercisecouldstabilizethesystolicfunctionin
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FIGURE2|MyocardialfibrosisquantificationbyPicroSiriusRedstaining(A,B)andreal-timePCRanalysis(C).(A,B)PicroSiriusRedstainingoftransverse

myocardiumsections(A)andhistogramrepresentation(B)offibroticcontentincontrol(n=3),SRF-HKO(n=5)andSRF-HKOwheel(n=6)mice.(C)Relative

quantificationbyreal-timePCRofcollagenI(Col1a1),collagenIII(Col3a1),connectivetissuegrowthfactor(CTGF)andtransforminggrowthfactorbeta(TGFβ)mRNA

levelsinmyocardialtissue.Resultsarepresentedin-termsofafoldchangetocontrolafternormalizingwithHmbsmRNA.Thecontrolmicevalueissetat1.0.Results

areexpressedasmeanvalues±SEM.**p<0.01.Scalebar=200µm.

SRF-deficienttransgenicmice,althoughtheventriculardilatation
indiastolestilltakesplace.Thelackofimpactofexerciseon
theLVchamberdiameterindiastole maynotbesurprising
whenoneconsidersthatendurancetrainingisassociatedwith
LVhypertrophy,butalsochamberdilatation,asanadaptive
remodelingtoincreasedbodyperfusiondemand(Kingand
Wood,2013).
SRFisatranscriptionfactoroftheMADS-boxfamily,and

takespartintheregulationofthegenesexpressioninvolvedin
manycellularprocessessuchascellulargrowth,proliferation,
differentiation,theactinremodeling.Anabnormaltruncated
formofSRFhasbeendescribedinhumanfailinghearts(Davis
etal.,2002)andthecleavageofSRFbycaspasehasbeenfound
topotentiallypromoteHF(Changetal.,2003).Conditional
invalidationofSRFincardiomyocytesdemonstratesthatSRF
isessentialforcardiacmaturationduringembryogenesisand
thepostnatalperiod(Parlakianetal.,2005;Gary-Boboetal.,
2008).Inthisstudy,weusedconditionallyinvalidatedSRF
mice(αMHC-MerCreMer:Sf/Sf)whichallowstoinactivateSRF
geneexpressionspecificallyincardiomyocytessincetamoxifen-
inducibleCrerecombinaseexpressionisunderthecontrolof
thecardiomyocyte-specificalphamyosinheavychainpromoter
(Parlakianetal.,2005).ThereisaimportantdecreaseinSRF
bothin mRNAandproteinlevelsasearlyas5daysafter
tamoxifen;micethenprogressivelyexhibitadeclineofcardiac

function,associatedwithreducedmetabolicfluxtothemyofibril
anddecreasecontractility,leadingtodilatedcardiomyopathy,
HF,anddeathwithin10weeks(Parlakianetal.,2005).All
theseobservationsunderlinethatαMHC-MerCreMer:Sf/Sfmice
agood modeltoevaluatetheimpactofvoluntaryphysical
activityduringtheestablishmentof HFinanon-ischemic
cardiomyopathycontext.
Itisnowwidelyacceptedthatchronicphysicalactivityis

beneficialforcardiachealthandparticularlyonHF(Schocken
etal.,2008;ShiromaandLee,2010).Fewdataareavailable
regardingtheimpactofexerciseoncardiacfunctionand
structureinthecontextofDCM.Ithasbeendemonstrated
thatan8-weekcycleexerciseprogram(Hollowayetal.,2012)
ora12-weekcardiacrehabilitationprogram(Legalloisetal.,
2016)improvedcardiacfunctionofpatientswithHFfromDCM.
Otherstudiesdemonstratedthatexerciseisassociatedwitha
decreaseinplasmaconcentrationofC-reactiveprotein(CRP),
TNF-α,andSerumamyloidA(SAA)inpatientssufferingfrom
chronicHF(Larsenetal.,2001;GillandMalkova,2006;Batista
etal.,2009).Theexactmechanismsunderlyingbeneficialand
anti-inflammatoryeffectsofphysicalactivityarenotclearly
understood.Morerecently,Beietal.(2017)demonstratedthat
exerciseinducedanincreaseofcirculatingextracellularvesicles
inmice.Exercise-derivedextracellularvesiclescanconferthe
systemicbenefitsofexercisetodistalorgans,includingthe
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FIGURE3|Real-timePCR(A,B)andWesternblotanalysis(C,D)ofmitochondrialbiogenesisandselectedenergeticpathways.(A,B)Relativequantificationby

real-timePCRofperoxysomeproliferator-activatedreceptorsalphaandgamma(PPARα/γ),PPARgammacoactivators-1alphaandbeta(PGC1α/β),Transcription

factorofactivatedmitochondria(TFAM),nuclearrespiratoryfactor1(NRF1),nicotinamidephosphoribosyltransferase(NAMPT)andsuccinatedeshydrogenase

complexsubunit(SDHA)mRNAlevelsinmyocardialtissue.Resultsarepresentedin-termsofafoldchangetocontrolafternormalizingwithHmbsmRNA.Thecontrol

micevalueissetat1.0.(C,D)Westernblotanalysis(C)andhistogramrepresentation(D)ofPGC1α,mitochondrialAconitase(ACO2)andVoltage-Dependent

Anion-selectiveChannel1(VDAC1)proteinsquantification.ResultsarepresentedasafoldchangetocontrolafternormalizingwithGAPDHprotein.Thecontrolmice

valueissetat1.0.Resultsareexpressedasmeanvalues±SEM.*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001.

heart.Briefly,theauthorsdemonstratedthatexerciseinducedan
increaseincirculatingextracellularvesicles,viatheactivationof
theERK1/2andHSP27signaling,thusprovidinganenhanced
protectionagainstcardiacinjurycomparedtoendogenous
extracellularvesiclesatbaseline.Thisstudysuggestedthat
theextracellularvesiclesmightserveasapotenttherapyfor
myocardialinjuryinthefuture(Beietal.,2017).
Threetypesofchronicexercisedominatetheliterature(i)

forcedtreadmillrunning,(ii)swimming,and(iii)voluntary
wheelrunning.Amajorityofstudieshaveusedamotorized

treadmillthatvariedinintensity,slopeanddurationbetweenthe
studies.Inaddition,bothtreadmillandswimmingareknown
toinducestress.Despiteitsnon-forcednature,voluntarywheel-
runningissufficientsignalstoinducephysiologiccardiacgrowth
inrodents(Allenetal.,2001;Natalietal.,2001;Konhilas
etal.,2004).Similartohumansandforcedtreadmillrunning,
aminimumof3–4weeksofexerciseisrequiredtoinstigatea
5–20%increaseincardiacmassdependingonstrain,sex,diet,
age,oranycombinationofthesevariables(Allenetal.,2001;
Lermanetal.,2002;Konhilasetal.,2004,2015;McMullanetal.,
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2016). Wethereforeemployeda4-weeknon-forcedandnon-
stressfulvoluntarywheel-runningprotocoltoprovidesufficient
stimuliforcardiacadaptation.Ourfirstresultsdemonstratedthat
themeandailyrunningdistanceofourDCMmiceisrelatively
modestcomparetomousecapacitiesinforcedtreadmillrunning
butenoughtoimprovethecardiacfunction,reducetheLVcavity
dilation,preventthemyocardialfibroticcontentaccumulation
andreducethecardiacstressinSRF-HKOwheelmicecompared
totheirsedentarycounterparts.Moreover,theincreasedPPARγ
geneexpressionandtheincreasedPGC1α,VDAC1,andACO2
proteinsexpressionfoundintheSRF-HKOwheelmiceshow
thata4-weekvoluntaryexercisewasalreadysufficienttoinduce
mitochondrialfunctionimprovementandbiogenesis.Allinone,
theselatterresultssuggestthatvoluntaryexerciseisbeneficial
andmitigatesorpreventsthedevelopmentofDCMinducedbya
specificinactivationofSRFintothemyocardium.
MolecularprocessesleadingtoDCMandlatelyHFcanbe

veryheterogeneousdependingonthesubjectandthestage
ofthedisease.Inthisregard,andbecausetheheartisone
ofthehighlyoxidativeorgans, manystudiesexploredthe
impactof mitochondrialdysfunctioninthedevelopmentof
cardiomyopathies(El-HattabandScaglia,2016).Interestingly,
ithasbeenshownthatDCMisoneofthe mostcommon
typesofcardiomyopathiesinducedbymitochondrialdisorders
(Batesetal.,2012;FinstererandKothari,2014).However,to
ourknowledge,nodataisavailableregardingthepotential
implicationofSRFinactivation-inducedmitochondrialdisorders
inthedevelopmentofDCM.Inthepresentstudy,weshowedthat
theinactivationofSRFinαMHC-MerCreMer:Sf/Sfmicelead
toasignificantdecreaseofthemyocardialgeneticexpressionof
PPARγ,PGC1α,TFAM,NAMPT,andSDHAcomparedtothe
controlmice.Theseresultsdemonstratedthatcardiacspecific
SRFinactivationaffectmitochondrialbiogenesis,transcription

activityandnicotinamidebiosyntheticenzymeactivitywhich

representpotentialunderlying mechanismsinvolvedinthe
developmentofDCM.Moreover,ourresultssuggestedforthe
firsttimethat4-weekvoluntaryexercise mightrepresenta
beneficialwaytopreventthemitochondrialdisorderspotentially
involvedincardiacdysfunctioninthecontextofnon-ischemic
DCM.Thus,ourfindingcanhelpdefinenewmolecularand
cellulartriggersthatmayinitiatetheDCMandrepresentnew
therapeutictargets.
Inconclusion,ourmurinemodelofDCMisagoodmodel

toevaluatetheimpactofvoluntaryphysicalactivityduringthe
establishmentofHFinanon-ischemiccardiomyopathycontext.
Indeed,4weeksofvoluntaryrunninginducesignificantpositive
impactoncardiacfunctiondespitetheuseof9old-monthsmice
whichcouldbepotentialconfoundingfactorforphysiological
adaptation.
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4.1.3 Discussion 

La cardiomyopathie dilatée (CMD) est l’une des pathologies cardiaques non 

ischémiques les plus fréquentes chez les jeunes adultes (Savvatis et al., 2015). Elle est 

caractérisée par une dilatation des cavités cardiaques et un amincissement des parois 

induisant une altération de la contractilité cardiaque. Les cardiomyopathies sont aujourd’hui 

traitées grâce à différentes stratégies pharmacologiques ou interventionnelles, mais le seul 

traitement actuel contre les formes avancées d’insuffisance cardiaque reste la 

transplantation cardiaque (Clegg et al., 2006). Il est ainsi urgent de développer et de 

caractériser de nouvelles stratégies pour lutter contre ces cardiomyopathies. 

Chez l’homme, quelques études se sont intéressées aux effets de l’exercice dans le 

contexte de la CMD, et ont montré une amélioration de la fonction cardiaque chez les 

patients (Holloway et al., 2012; Legallois et al., 2016). Cependant celles-ci ne se sont pas 

intéressées aux mécanismes sous-jacents à ces effets bénéfiques. Notre étude a permis de 

décrire pour la première fois les effets de l’entrainement volontaire dans un modèle murin 

de cardiomyopathie dilatée. Dans un premier temps, nous avons évalué la fonction 

cardiaque par échocardiographie. De façon très encourageante nous démontrons ici que 

l’exercice permet de préserver l’atteinte de la fonction cardiaque induite par l’installation 

de l’insuffisance cardiaque. En effet, nous avons montré que la contractilité cardiaque, 

reflétée par la fraction d’éjection du ventricule gauche, est significativement moins réduite 

chez les animaux ayant pu pratiquer un exercice physique. Les parois du ventricule gauche, 

c’est-à-dire la paroi libre et le septum interventriculaire, sont également moins amincies au 

cours de l’établissement de la cardiomyopathie dilatée chez les animaux entrainés. In fine, 

l’exercice permet une préservation et une moindre dilatation cardiaque, reflétée par le ratio 

h/r. De façon intéressante, la préservation de la fonction cardiaque par l’exercice est 

associée à une forte réduction de l’expression des gènes des marqueurs de stress 

cardiaque Anf et Bnp.  

Dans un second temps, nous avons cherché à déterminer par quels mécanismes la 

fonction cardiaque pouvait être préservée par l’exercice. Par analyse histologique, nous 
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avons démontré que la fibrose cardiaque s’était drastiquement moins développée chez les 

animaux entrainés que chez les animaux sédentaires, jusqu‘à être équivalente au taux de 

fibrose retrouvé chez les animaux contrôles non malades. La fibrose est un tissu conjonctif 

constitué essentiellement de fibres de collagènes qui ne conduisent pas l’influx électrique 

et ont des propriétés isolantes, ce qui perturbe la bonne transmission du signal contractile 

cardiaque. Cette quasi non-induction de la fibrose cardiaque chez les animaux exercés peut 

expliquer en partie pourquoi mécanistiquement la contractilité cardiaque est moins altérée 

que chez les animaux sédentaires atteints de CMD. Ces observations en histologie sont 

associées à une tendance à la réduction de la transcription du gène du Connective Tissue 

Growth Factor (CTGF), acteur majeur du développement fibrotique, et des deux isoformes 

de collagène majoritaires dans le cœur, les collagènes I et III, ce qui corrobore cette 

hypothèse. Notre groupe a montré par ailleurs que les niveaux de CTGF sont pourtant sous 

contrôle étroit du niveau de SRF (Angelini et al., 2015). Dans cette étude, il est montré 

qu’une surexpression de SRF, qui tend à réprimer les gènes cibles de SRF par effet de 

« quenching » déjà décrit pour ce facteur de transcription, conduit comme chez notre  

mutant cardiospécifique de SRF à une surexpression de CTGF. Cette surexpression semble 

passer via un mécanisme dépendant de la répression du microARN miR-133 , déréprimant 

la synthèse de CTGF. Dans notre étude sur l’exercice, l’effet répresseur de l’entrainement 

sur le taux d’expression du gène Ctgf reste cependant mineur suggérant que l’exercice agit 

sur d’autres voies que le CTGF pour réduire la fibrose. 

L’atteinte de la fonction mitochondriale et du métabolisme énergétique ont été 

décrites dans le contexte du développement des cardiomyopathies chez l’homme (El-

Hattab & Scaglia, 2016). De façon intéressante, la CMD a été décrite comme l’une des 

pathologies cardiaques les plus communes induites par les pathologies mitochondriales 

d’origine génétique (Finsterer & Kothari, 2014). Parmi les atteintes décrites dans les 

modèles d’insuffisance cardiaque d’origine ischémique, on sait que la réduction des 

capacités oxydatives mitochondriales est associée à une réduction au niveau 

transcriptionnel de l’expression du facteur de transcription PGC-1α, ainsi que des facteurs 

NRF1 et TFAM agissant en aval de PGC-1α (Garnier et al., 2003). Cependant rien n’était à 

notre connaissance décrit dans le contexte de la CMD. Dans notre étude, nous avons 
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également montré que la CMD déclenchée par la délétion de SRF induisait une réduction 

de l’expression de PGC-1α et de PPARα, ainsi que de TFAM. De façon très intéressante, 

nous avons montré que l’activité physique volontaire induisait une augmentation de 

l’expression de PPARα, impliqué dans le métabolisme des acides gras, avec une tendance 

également pour PGC-1α et TFAM, ainsi qu’une augmentation de l’expression protéique de 

PGC-1α. L’expression des protéines VDAC1, une porine de la membrane interne 

mitochondriale et de l’aconitase mitochondriale ACO2 était également plus élevée chez les 

animaux invalidés pour SRF entrainés à la différence des animaux sédentaires. Si cela reste 

à caractériser plus en détail, ces résultats suggèrent que l’exercice volontaire semble 

capable de stimuler les voies de biogénèse mitochondriale et d’utilisation des acides gras, 

ce qui pourrait expliquer ses effets bénéfiques sur la fonction cardiaque dans le contexte 

de stress énergétique caractérisé dans l’insuffisance cardiaque. Des effets sur la perfusion 

cardiaque et la réduction de la résistance vasculaire au travail cardiaque ne sont 

évidemment pas à exclure non plus. 

En conclusion, cette étude démontre pour la première fois dans un modèle de CMD 

que l’exercice physique pourrait être une stratégie efficace et bénéfique pour lutter contre 

les altérations mitochondriales dans le contexte des cardiomyopathies non ischémiques.  
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4.2 Effets de la supplémentation en NR dans l’insuffisance 

cardiaque induite par la cardiomyopathie dilatée 

4.2.1 Introduction 

Différentes études ont montré que les taux de NAD étaient altérés dans des modèles 

d’insuffisance cardiaque comme des modèles des modèles d’hypertrophie par surcharge 

de pression induite par constriction aortique ou ischémie-reperfusion, ou des modèles de 

d’infarctus du myocarde (Hsu et al., 2009; J. B. Pillai et al., 2005; Zhang et al., 2016). 

Cependant, ce phénomène n’a pas encore été décrit dans le contexte de la CMD. Une 

stratégie alternative aux traitements pharmacologiques et interventionnels actuels serait 

d’utiliser des précurseurs de la famille des vitamines B3 pour stimuler la biosynthèse du 

NAD+ et ainsi cibler plus directement les troubles métaboliques associés à l’insuffisance 

cardiaque. Parmi ces précurseurs, le Nicotinamide Riboside (NR) été décrit comme le plus 

efficace pour augmenter la synthèse de NAD+ par voie orale et pour améliorer le 

métabolisme énergétique et la fonction mitochondriale dans différents modèles 

pathologiques comme les maladies mitochondriales dans le muscle squelettique ou le 

diabète, mais ses effets n’ont jamais été décrits dans la pathologie cardiaque, et encore 

moins dans le contexte de la cardiomyopathie dilatée.    

Dans une seconde étude publiée par l’équipe et à laquelle j’ai participée, nous avons 

étudié les effets de la supplémentation en NR sur la fonction cardiaque dans le contexte de 

la cardiomyopathie dilatée induite par la délétion du gène SRF. Pour cela, la fonction 

cardiaque des animaux a été suivie par échocardiographie, et différentes analyses du 

métabolisme du NAD, de ses voies de biosynthèse et des effets du NR sur le métabolisme 

énergétique ont été réalisées sur des animaux SRFHKO et sur des modèles de culture 

primaire de cardiomyocytes de rats nouveau-nés et adultes. 
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4.2.2 Résultats 

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans le journal Circulation en Mai 2018 

dans laquelle je suis co-3ème auteur. J’ai contribué à ces travaux par la réalisation des 

expériences d’analyse de la fonction mitochondriale et de la glycolyse en réponse au NR 

sur des cardiomyocytes de rats nouveau-nés, ainsi que par l’analyse de l’expression de 

gènes et le dosage des taux de NAD en réponse au NR sur des cultures primaires de 

cardiomyocytes de rats adultes. 
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BACKGROUND: Myocardial metabolic impairment is a major feature in 
chronic heart failure. As the major coenzyme in fuel oxidation and oxidative 
phosphorylation and a substrate for enzymes signaling energy stress and 
oxidative stress response, nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) is emerging 
as a metabolic target in a number of diseases including heart failure. Little is 
known on the mechanisms regulating homeostasis of NAD+ in the failing heart.

METHODS: To explore possible alterations of NAD+ homeostasis in the failing 
heart, we quantified the expression of NAD+ biosynthetic enzymes in the human 
failing heart and in the heart of a mouse model of dilated cardiomyopathy (DCM) 
triggered by Serum Response Factor transcription factor depletion in the heart 
(SRFHKO) or of cardiac hypertrophy triggered by transverse aorta constriction. We 
studied the impact of NAD+ precursor supplementation on cardiac function in 
both mouse models.

RESULTS: We observed a 30% loss in levels of NAD+ in the murine failing heart 
of both DCM and transverse aorta constriction mice that was accompanied by 
a decrease in expression of the nicotinamide phosphoribosyltransferase enzyme 
that recycles the nicotinamide precursor, whereas the nicotinamide riboside 
kinase 2 (NMRK2) that phosphorylates the nicotinamide riboside precursor 
is increased, to a higher level in the DCM (40-fold) than in transverse aorta 
constriction (4-fold). This shift was also observed in human failing heart biopsies 
in comparison with nonfailing controls. We show that the Nmrk2 gene is an 
AMP-activated protein kinase and peroxisome proliferator-activated receptor 
α responsive gene that is activated by energy stress and NAD+ depletion 
in isolated rat cardiomyocytes. Nicotinamide riboside efficiently rescues 
NAD+ synthesis in response to FK866-mediated inhibition of nicotinamide 
phosphoribosyltransferase and stimulates glycolysis in cardiomyocytes. 
Accordingly, we show that nicotinamide riboside supplementation in food 
attenuates the development of heart failure in mice, more robustly in DCM, 
and partially after transverse aorta constriction, by stabilizing myocardial NAD+ 
levels in the failing heart. Nicotinamide riboside treatment also robustly increases 
the myocardial levels of 3 metabolites, nicotinic acid adenine dinucleotide, 
methylnicotinamide, and N1-methyl-4-pyridone-5-carboxamide, that can be used 
as validation biomarkers for the treatment.

CONCLUSIONS: The data show that nicotinamide riboside, the most energy-
efficient among NAD precursors, could be useful for treatment of heart failure, 
notably in the context of DCM, a disease with few therapeutic options.

© 2017 American Heart Association, Inc.
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D
espite progress in therapeutic advances, mortality 
remains high in congestive heart failure (HF), cre-
ating a need for new evidence-based and cost-ef-

fective treatments. Failure of cardiomyocyte bioenerget-
ics is a key issue in HF that is not well addressed in current 
therapeutics.1,2 We focused our attention on pathways 
that regulate nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) 
homeostasis in the failing heart, which has emerged as 
a new avenue for the development of metabolic therapy 
of HF.3,4 NAD+ is the major hydride transfer coenzyme in 
fuel oxidation and mitochondrial ATP generation and is 
the precursor for NADPH, which is required for anabolic 
pathways and reactive oxygen species detoxification.5,6 
In addition, NAD+ is an essential substrate of enzymes 
including sirtuins and poly(ADP-ribose) polymerases, 
which are important in responding to altered nutritional 

status and genotoxic stress.6,7 Sirtuins perform NAD+-de-
pendent deacylation of protein Lys residues modified by 
acetyl coenzyme A (Ac-CoA) derived acyl groups.8 Sirtu-
ins regulate nuclear gene expression, and mitochondrial 
enzyme activities, as well, and can play a protective role 
in the heart,9 although chronic overactivation may be 
deleterious.10 Poly(ADP-ribose) polymerase 1 is activated 
by reactive oxygen species–induced DNA lesions, and 
could deplete myocardial NAD+ stores in HF.11 In situ-
ations of physiological equilibrium, biosynthetic path-
ways relying on dietary sources of tryptophan and NAD+ 
precursor vitamins counterbalance the consumption of 
NAD+ by signaling enzymes. However, dietary precursors 
may become insufficient to maintain the NAD+ metabo-
lome in pathological conditions, thereby necessitating 
supplementation of NAD+ precursor.5,12,13

The homeostasis of NAD+ and regulation of NAD+ 
biosynthetic enzymes have not been studied in dilated 
cardiomyopathy (DCM), a leading cause of heart trans-
plant.14 We previously generated a powerful model of 
nonischemic DCM in mice triggered by cardiac-specific 
inducible inactivation of Serum Response Factor (SRF-
HKO model).15–18 SRF is a major transcriptional regulator 
of genes and microRNAs involved in contractility, and 
in energy flux and calcium handling, as well.15,17,18 The 
SRF pathway is altered in the human failing heart19,20 
and in animal models of DCM.21,22 The heart of SRFHKO 
mutant mice display an early downregulation of myofi-
brillar creatine kinase (CK) activity encoded by the Ckm 
gene, which is followed by repression of enzymes of 
fatty acid β-oxidation and loss of ATP, thus recapitu-
lating the transitional steps toward energy failure and 
cardiac structural remodeling in HF.18

Here, we show that NAD+ homeostasis is altered at 
an early stage in the heart of SRFHKO mice with a strik-
ing induction of the nicotinamide riboside kinase 2 
(NMRK2) pathway for NAD+ synthesis. Nmrk2 gene is 
1 of 2 mammalian paralogs of the yeast NRK1 gene 
that was discovered as a eukaryotic route to NAD+ from 
nicotinamide riboside (NR).23 Given the activity of NR in 
promoting sirtuin activity and restoring metabolic bal-
ance in a variety of model organisms,13,24–28 we aimed to 
test whether NR might treat HF in SRFHKO mice and in the 
pressure overload hypertrophy model induced by trans-
verse aorta constriction (TAC). Here, we show that NR 
greatly protects cardiac function by virtue of improved 
citrate and Ac-CoA metabolism and antioxidant gene 
expression. Because NR is orally available in people,29 
our data rationalize clinical testing of NR in human HF.

METHODS
The data, analytic methods, and study materials will be made 
available from the corresponding author on request to other 
researchers for purposes of reproducing the results or repli-
cating the procedure. Detailed methods are available in the 
online-only Data Supplement.

Clinical Perspective

What Is New?

• Myocardial nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD) coenzyme levels are depressed in mouse 
models of heart failure.
• An expression shift occurs in murine and human 
failing hearts in which the normally predominant 
nicotinamide phosphoribosyltransferase enzyme 
using nicotinamide as a precursor for NAD+ synthe-
sis is repressed, whereas the nicotinamide riboside 
kinase 2 enzyme using the nucleoside nicotinamide 
riboside (NR) is strongly upregulated.
• The nicotinamide riboside kinase 2pathway is acti-
vated by energy stress in an AMP-activated protein 
kinase α/peroxisome proliferator-activated receptor 
α–dependent manner in cardiomyocytes.
• NR-supplemented diet administrated to murine 
models of dilated cardiomyopathy or pressure over-
load-induced heart failure restores myocardial NAD 
levels and preserves cardiac function.
• NR increases glycolysis, and citrate and acetyl-coen-
zyme A metabolism, as well, in cardiomyocytes.

What Are the Clinical Implications?

• NR is the most energetically favorable NAD precur-
sor and was recently shown to be uniquely and 
orally bioavailable in humans in a phase I clinical 
trial.
• NR-supplemented diet could help patients who 
have heart failure to cope with limited myocardial 
ATP supply by restoring NAD coenzyme levels and 
associated signaling.
• NR-supplemented diet has been shown in sev-
eral studies to enhance metabolic flexibility in the 
context of obesity and diabetes mellitus and to 
improve muscle function, justifying that NR is put 
in the front line for metabolic therapy of heart fail-
ure syndrome in which these functions are altered.
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Patients
Left ventricular (LV) myocardium was obtained from terminally 
failing human hearts of 4 patients (mean age 54 years±7, SD) 
at the time of transplantation at the Hôpitaux Universitaires 
de Strasbourg as previously published with approval of the 
Hôpitaux Universitaires de Strasbourg ethics committee.30 All 
patients gave informed consent. Patients’ characteristics are 
detailed in Table I in the online-only Data Supplement. The 
investigations conformed to the principles of the Declaration 
of Helsinki. Control hearts were obtained from the depart-
ment of Pharmacology and Pharmacotherapy, University 
of Szeged, Szeged, Hungary. Experimental protocols were 
approved by the Ethical Review Board of the Medical Center 
of the University of Szeged and by the Scientific and Research 
Ethical Committee of the Medical Scientific Board at the 
Hungarian Ministry of Health (ETT-TUKEB; No. 51–57/1997 
OEj and 4991-0/2010-1018EKU).

Transgenic Mice 
All experiments with animals conformed to the Directive 
2010/63/EU of the European Parliament and were approved 
by the ethics committee Charles Darvin #5 (agreement 
00369.01). See online-only Data Supplement for details on 
SRF inactivation protocol.

NR Supplementation
SRFHKO and control (Sf/Sf) mice were administered A04 rodent 
maintenance diet (Scientific Animal Food Engineering) sup-
plemented with NR chloride provided by Chromadex. See 
online-only Data Supplement for details.

Transcriptomic Analysis
Transcriptomic data are available on NCBI Gene Expression 
Database, Accession number GSE84142.

Statistical Analysis
Animals were randomly assigned into different treatment 
groups. To assess significance, we performed Student t test 
for independent samples when the experimental design com-
pared only 2 groups, or 1-way ANOVA for multiple group 
comparisons, or 2-way factorial ANOVA for independent fac-
tors when appropriate. Tukey tests were used for comparison 
of specific experimental groups when 1-way ANOVA gave a 
P value of <0.05 or, in the case of 2-way ANOVA for interac-
tion, a P value of <0.05. Values are expressed as mean±SEM.

Supplemental Information
Supplemental information includes supplemental methods, 9 
supplemental figures, and 6 supplemental tables.

RESULTS

NMRK2 Pathway Is Activated in the 
Failing Heart of SRFHKO Mice

Transcriptome analyses in SRFHKO mice at baseline or af-
ter phenylephrine α-adrenergic stimulation16 revealed 

that the Nmrk2 gene was induced at an early stage in 
the SRFHKO heart and rose continuously during establish-
ment of HF (Figure 1A and Table II in the online-only Data 
Supplement). The transcript for the ectoenzyme NT5E 
(CD73) that hydrolyzes extracellular NAD+ and nicotin-
amide mononucleotide (NMN) to NR, the substrate of 
NMRK2 kinase31 also increased in SRFHKO hearts (Table 
II in the online-only Data Supplement). In contrast, the 
transcripts encoding nicotinamide phosphoribosyltrans-
ferase (NAMPT), the enzyme converting nicotinamide 
(NAM) to NMN, and purine nucleoside phosphorylase 
(PNP), which converts NR to NAM,32 were depressed 
on phenylephrine treatment in SRFHKO hearts (Table II 
in the online-only Data Supplement). Genes involved in 
the tryptophan and nicotinic acid pathways for NAD+ 
synthesis were not altered (Figure 1A and Table II in the 
online-only Data Supplement).
Modulation of Nmrk2 and Nampt gene expression 

detected by transcriptomics was corroborated at the 
mRNA and protein level (Figure 1B through 1D). We 
observed a similar shift in human patients from pre-
dominant expression of NAMPT in healthy hearts to in-
creased NMRK2 and depressed NAMPT in failing hearts 
(Figure 1D, Table II in the online-only Data Supplement). 
In mouse heart sections, NMRK2 protein localizes at the 
proximity of sarcolemma in controls (Figure 1E). The sig-
nal was strongly enhanced and spread to cytoplasm in 
SRFHKO cardiomyocytes.
At day 15 after SRF inactivation, there was a 30% 

loss of NAD (representing the sum of NAD+ and NADH) 
(Figure 1F, see Methods in the online-only Data Supple-
ment for details). The gene expression pattern (Nt5e 
and Nmrk2 up with Pnp and Nampt down) suggested 
that cardiac tissue is attempting to mobilize and utilize 
NR as an NAD+ precursor while not increasing NAM us-
age. We tested this hypothesis by intraperitoneal ad-
ministration of NR and NAM to SRFHKO mice from day 8 
to 15. Consistent with this hypothesis, myocardial NAD 
levels were preserved by NR but not by NAM (Figure 1F). 
Srf and Nmrk2 expression levels were not changed by 
these treatments (Figure 1G and 1H). Because NR is 
orally available,26,29 we tested an NR-supplemented diet 
for 2 weeks. Myocardial NAD levels were reduced in 
this second series of SRFHKO mice in comparison with 
controls and rescued by NR administration (Figure 1I).

NR Preserves Cardiac Function in the 
SRFHKO Heart

We hypothesized that NR supplementation of food 
might be beneficial for cardiac function in the context 
of DCM. We fed control and mutant SRFHKO mice a 
standard chow diet or NR-supplemented diet to reach a 
dose of 400 mg/kg of body weight per day from day 5 
to 50, a period in which untreated SRFHKO mice develop 
DCM and progress toward HF.15–18 NR diet induced a 
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Figure 1. Activation of the Nmrk2 gene in dilated cardiomyopathy. 
A, Biosynthetic NAD+ pathways in mammalian cells. NA (nicotinic acid), NAM, NR, and TRP enter cells through special-
ized transport systems. Extracellular NAD+ and NMN are hydrolyzed to NR by the ectonucleotidase CD73. In the de novo 
pathway, TRP is converted to kynurenin (KYN) by IDO and TDO enzymes, and then into quinolic acid (QA) in 4 steps 
(not detailed). QA, NA, and NAM are phosphoribosylated by QPRT, NAPRT1, and NAMPT enzymes, respectively, to form 
mononucleotides NAMN and NMN. NR is phosphorylated by NMRK enzymes to form NMN. NR can be converted to NAM 
by PNP. NAMN and NMN are adenylated by the NMNAT enzymes to form the dinucleotides NAAD+ and NAD+. NAAD+ is 
amidated by NADSYN1. Genes increased in SRFHKO heart are highlighted in green and those repressed in red (see accom-
panying Table II in the online-only Data Supplement). Inhibitors are shown in blue. B and C, RT qPCR analysis of Nmrk2 
and Nampt mRNA fold change (FC) in SRFHKO hearts at different days (D) after SRF inactivation. D, Western blot analysis 
of NMRK2 and NAMPT protein in control and failing human hearts and control and SRFHKO mouse hearts at D45. GAPDH 
is used as loading control. All human and mouse samples were analyzed on single blot, but 2 lanes separating that 
showed signs of protein degradation and aberrant migration pattern were cut out of the picture. Right, Ratio of NMRK2/
NAMPT in human samples. E, Control and SRFHKO mutant heart sections stained for NMRK2 (red) and vinculin (green) at 
D45. White bar in upper left panel=20 µm. F through H, NAM or NR (30 µmol) were injected intraperitoneally from D8 
to 15 (400 mg/kg per day) to control and SRFHKO mice. Vehicle: saline solution. F, Myocardial NAD+ levels. G and H, RT 
qPCR analysis of Srf and Nmrk2 mRNA levels. I, Myocardial NAD levels in control and SRFHKO mice fed regular chow diet 
(CD) or NR-enriched diet (0.22%. 400–450 mg/kg per day) from D5 to 20. Throughout the figure, data are expressed as 
mean±SEM. Statistical analysis: One-way ANOVA (B, C) or 2-way factorial ANOVA for independent samples (F through I). 
¶¶P≤0.01, ¶¶¶P≤0.001 for the genotype effect; §§P≤0.01 for the NR treatment effect; ii P≤0.01 for the interaction effect. 
Post hoc Tukey test: asterisks indicate statistical significant difference between any group versus the control CD (or vehicle) 
group: *P≤0.05. **P≤0.01. ***P≤0.001. # P≤0.05 for the effect of NR within the SRFHKO group. A t test was used for 
the graph at the right of D: ** P≤0.01. FC indicates fold change over control group; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase; 
NAAD, nicotinic acid adenine dinucleotide; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide; NAM, nicotinamide; NAMN, nicotinic 
acid mononucleotide; NAMPT, nicotinamide phosphoribosyltransferase; NMN, nicotinamide mononucleotide; NMNAT, 
nicotinamide mononucleotide adenylyltransferease; NMRK, nicotinamide riboside kinase; NR, nicotinamide riboside; PNP, 
purine nucleoside phosphorylase; QPRT, quinolinate phosphoribosyltransferase; RT qPCR, quantitative reverse transcription 
polymerase chain reaction; SRF, Serum Response Factor; TDO, tryptophan 2,3-dioxygenase; and TRP, tryptophan. 
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Figure 2. NR supplementation in diet prevents the onset of heart failure and dilatation. 
A, CD- or NR-supplemented diet (0.22%) was given ad libitum to control and SRFHKO mice from day 5 after SRF inactivation 
to the end of the experiment. Body weight was monitored throughout the period. Data are expressed as mean % weight 
variation±SEM, in comparison with weight at day 5. A 2-factor ANOVA with repeated measures on 1 factor was used for sta-
tistical analysis. §§§P≤0.001 for the time effect; iii, P≤0.001 for the interaction effect. Post hoc Tukey test: *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001 for any time point versus day 5 within a group; #P≤0.05 for the NR treatment in SRFHKO group. B through O, 
Cardiac parameters of control and SRFHKO mutant were analyzed in M-Mode echocardiography between  day 45 and day 47. 
B, Heart rate; C, left ventricle (LV) mass index; D, LV ejection fraction; E, fractional shortening; F and G, LV end-systolic diam-
eter (F) and volume (G); H and I, LV end-diastolic diameter (H) and volume (I); J and K, LV posterior wall thickness in systole 
(J) and diastole (K); L and M interventricular septum thickness in systole (L) and diastole (M); N, H/R: LV thickness (H) to radius 
(R) ratio; and O, stroke volume. Dimensions were normalized by the body weight. Data are expressed as mean±SEM. Statisti-
cal analysis: 2-way factorial ANOVA for independent samples. ¶¶P≤0.01, ¶¶¶P≤0.001 for the genotype effect; §P≤0.05, 
§§P≤0.01, §§§P≤0.001 for the NR treatment effect; i P≤0.05, ii P≤0.01, iii P≤0.001 for the interaction effect. Post hoc Tukey 
test: asterisks indicate statistically significant difference versus the control CD group: *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001. 
#P≤0.05, ##P≤0.01 for the effect of NR within the SRFHKO group. CD indicates chow diet; CONT, control; EDV, end-diastolic 
volume; ESV, end-systolic volume; FS, fractional shortening; IVSThd, interventricular septum thickness in diastole; IVSThs, in-
terventricular septum thickness in systole; LVEF, left ventricular ejection fraction; LVEDd, left ventricular end-diastolic diameter; 
LVESd, left ventricular end-systolic diameter; LVMI, left ventricular mass index; NR, nicotinamide riboside; PWThD, posterior 
wall thickness in diastole; PWThS, posterior wall thickness in systole; and SV, stroke volume.
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modest 5% to 7% increase in body weight in control 
mice and allowed SRFHKO mice to regain weight after an 
initial loss, whereas SRFHKO mice on a regular diet had 
lost weight at the end of the protocol (Figure 2A). Car-
diac parameters were analyzed by echocardiography 
between days 45 and 47 (Figure 2B through 2O). NR did 
not change heart rate and LV mass index, but slightly it 
increased the LV thickness-to-radius ratio (H/R) in con-
trol mice (Figure 2N). To assess a potential impact of NR 
treatment on vascular function, we compared vascular 
reactivity in isolated mesenteric arteries from NR-fed 
and control mice. We found no difference between the 
2 groups neither in responses to K+ or agonist-induced 
contraction nor in the relaxation response to carbachol 
or a NO donor (Figure I in the online-only Data Supple-
ment and Table III in the online-only Data Supplement).
SRFHKO mutant mice fed the standard diet displayed 

a severe decrease in LV ejection fraction and fraction-
al shortening (Figure 2D and 2E). The NR diet clearly 
protected against this decline in cardiac function. It is 
important to note that NR fully protected SRFHKO mice 
against the dilatation and thinning of the LV wall (Fig-
ure 2F through 2M), preserving the H/R ratio that nor-
mally declines with DCM (Figure 2N). Changes in stroke 
volume (Figure 2O) and cardiac output (not shown) 
were not significant.
At the histological level, NR limited the appearance 

of very long cardiomyocytes (Feret > 100 µm) in SRFHKO 
mice, although the population of large cardiomyocytes 
(minFeret > 26 µm) remained larger than in controls 
(Figure II in the online-only Data Supplement).

NR-Enriched Diet Protects the Cardiac 
NAD+ Metabolome in HF

The impact of an NR-enriched diet on the cardiac NAD+ 
metabolome is not known (Figure 3A). Mice fed with or 
without NR were euthanized 3 days after the echocar-
diography at day 50. Myocardial NAD was decreased 
in the SRFHKO mice at day 50 as measured by the NAD 
cycling assay, and the NR diet protected against this 
drop (Figure 3B). Myocardial NAD+ and NADH varied in 
the same direction in all conditions, leaving the NAD+/
NADH ratio unchanged (Figure III in the online-only 
Data Supplement). Liquid chromatography-mass spec-
trometry analysis allowed us to provide the levels of 
NAD+ metabolites on a common scale with NAD+13,33 
(Figure 3C through 3L). SRFHKO mice hearts did not have 
higher levels of adenosine diphosphate ribose (ADPR) 
or NAM (Figure 3D and 3E). Levels of NADP+ and NMN 
showed a pattern similar to NAD+ (Figure 3F and 3G).
NR increased the cardiac levels of nicotinic acid adenine 

dinucleotide, a sensitive biomarker of increased NAD+ 
metabolism,29 and methyl-NAM (MeNAM), as well (Fig-
ure 3A, 3H through 3J). MeNAM oxidation by AOX1 gen-
erates N1-methyl-4-pyridone-5-carboxamide (Me4PY) 

and releases hydrogen peroxide (Figure 3A). Changes in 
unrelated metabolites were not significant (Figure 3K and 
3L). As shown in the nematode,34 NR increased the ex-
pression of the Nfel2 gene encoding NRF2, whereas its 
target genes Mt2 and Nox4 were already activated, and 
G6pdx, as well, in the heart of SRFHKO mice (Figure 3M 
through 3P). NR treatment in the SRFHK0 hearts limited 
the level of Myh7 induction, a signature of cardiac stress 
and metabolic remodeling in the failing heart (Figure 3Q).
The liver is a central organ for the regulation of nu-

trient metabolism. We assessed the NAD+ metabolome 
response in the liver of control and SRFHKO mice (Table IV 
in the online-only Data Supplement). NR increased the 
MeNAM and Me4PY levels similarly in both genotypes. 
It is interesting to note that the liver response to NR 
diet was more robust in the SRFHKO mice with regard to 
the increase in the steady-state level of NAD, nicotinic 
acid adenine dinucleotide, ADPR, and NAM. Because 
the liver is not targeted by the Srf deletion, it suggests 
that the HF condition indirectly modifies the balance of 
NAD synthesis and signaling in the liver.

NR-Enriched Diet Does Not Result in 
Global Cardiac Protein Deacetylation

The cardiac levels of NAM and ADPR in this HF model 
are low and show few changes with NR (Figure 3D and 
3E), suggesting that the NR-driven boost in NAD+ syn-
thesis is not necessarily translated into a higher level 
of NAD+ consumption by sirtuins and poly(ADP-ribose) 
polymerases. We performed antiacetyl-K and anti–poly-
ADP-ribose Western blot analyses on cardiac proteins 
from control and SRFHKO mice fed with the chow diet 
or NR-enriched diets. Just as levels of ADPR were not 
modulated by SRFHKO or NR, neither were levels of PAR 
(Figure IVA in the online-only Data Supplement ). There 
was an increase in the acetylation level of some cardiac 
proteins in the hearts of NR-fed animals (Figure IVB in 
the online-only Data Supplement). Antibodies specific 
to the acetylated form of FOXO1 or p53 showed an in-
crease in the acetylation level of these nuclear proteins 
in the heart in response to NR in controls as in SRFHKO 
mice (Figure 3R, Figure V in the online-only Data Supple-
ment). By comparison, the acetylation level of the mito-
chondrial aconitase 2 protein did not change in any of 
these conditions despite lower protein level in the SRFHKO 
hearts (Figure 3S and Figure VIA in the online-only Data 
Supplement). These data suggest that the bioenergetic 
improvement in NR-supplemented hearts may result in 
greater production of cytosolic Ac-CoA and consequent 
increased nucleocytosolic protein acetylation.

NR Improves Metabolism of Citrate in HF

Several regulators involved in mitochondrial biogenesis 
and oxidative metabolism, and lipid metabolism, as 
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Figure 3. Impact of NR treatment on cardiac NAD+ metabolome. 
A, NR to NAD+ pathway and NAD+ catabolism are depicted. NAD+ is cleaved into NAM and ADP-ribose by NAD+-consuming 
enzymes. NAM is either recycled by NAMPT or methylated by the nicotinamide N-methyltransferase (NNMT) enzyme and oxi-
dized by the aldehyde deoxidase 1 (AOX1) giving rise to degradation products MeNAM and Me4PY, respectively. B, Myocardial 
NAD was quantified by colorimetric NAD+ cycling assay at day 50 in controls (n=6), Controls+NR (Continued )
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well, were repressed in SRFHKO hearts (Figure VIIA and 
VIIB in the online-only Data Supplement). Simultaneous-
ly, the expression of the glucose transporter Glut1 was 
increased and expression of Pdk2 was decreased, which 
can be seen as a trend of the failing heart to increase 
glycolysis (Figure VIIC in the online-only Data Supple-
ment). NR did not alter the expression of these genes.
There was a trend toward a reduced mitochondrial 

to genomic DNA ratio in the SRFHKO LV (Figure 3T). The 
NADH-dependent complex I activity and Cox activity 
was not changed by the NR diet (Figure 3U and 3V). 
Neither the complex I and II maximal respiration rates, 
nor the apparent K

m
 for ADP, mitochondrial CK cou-

pling, and ADP acceptor control ratio showed any al-
teration at this stage (day 50) in the SRFHKO LV fibers. 
These parameters were not altered by NR administra-
tion (Figure VIID through VIIG in the online-only Data 
Supplement).
We noted that NR treatment resulted in a net increase 

in acetylation of FOXO1 and p53 (Figure 3R and Figure V 
in the online-only Data Supplement). Availability of cyto-
solic Ac-CoA depends on mitochondrial citrate synthase 
(CS) production of citrate and conversion to Ac-CoA via 
the cytosolic enzyme, ATP-citrate lyase (ACL). CS activity 
was reduced to 65% of control levels in the SRFHKO LV 
myocardium (Figure 3W). It is striking that NR adminis-
tration protected against the decline of CS activity in the 
failing heart. This rescue in activity occurred despite a net 
reduction in protein level in the SRFHKO myocardium that 
was not rescued by the NR treatment (Figure VIB in the 
online-only Data Supplement). It is interesting to that NR 
also increased cardiac ACL activity in both control and 
SRFHKO mice (Figure 3X). Taken together, these data sug-
gest that NR improves CS and ACL activity, resulting in 
increased nucleocytoplasmic protein acetylation.

Nmrk2 Gene Is Induced by Inhibition of 
Alternative NAD+ Biosynthetic Pathways 
in Cultured Cardiomyocytes

To assess the impact of NMRK2 on NAD+ biosynthesis 
relative to the other pathways in cardiomyocytes, we 
used chemical inhibitors to target the alternative path-
ways in neonatal rat cardiomyocytes (NRCs) grown in 
Dulbecco modified Eagle medium containing NAM as 
the vitamin B3. The glutamine analog azaserin inhibits 
the glutamine-dependent NAD synthase NADSYN1,35 
which catalyzes the last step of NAD+ synthesis from 
tryptophan and NA (Figure 1A). FK866 is a specific in-
hibitor of Nampt.36

Azaserin had a slowly repressive effect on NAD pools 
that resulted in a 50% reduction with respect to non-
treated cells at 72 hours (Figure 4A through 4C) while 
progressively increasing Nmrk2 expression (Figure 4D). 
FK866 treatment led to a rapid and severe loss of intra-
cellular NAD+ but not NADH (Figure 4A through 4C). 
Despite this severe loss, NRC could be maintained up 
to 72 hours in continuous layer with FK866 treatment. 
FK866 treatment strongly increased Nmrk2 expression 
at 72 hours (Figure 4D). Combined azaserin and FK866 
treatment had a similar impact than FK866 alone (Fig-
ure 4A through 4D). Nmrk1 expression did not change 
in these conditions (not shown).
We tested whether NR could preserve NAD+ levels 

in the presence of FK866. NR slightly increased the 
baseline level of intracellular NAD+ in nontreated NRC, 
whereas exogenous NAD+ had no impact (Figure 4E). 
Both compounds increased the NAD+/NADH ratio (Fig-
ure 4F and 4G). NR fully protected NAD+ levels in NRCs 
treated with FK866, whereas the protection by exoge-
nous NAD+ was partial (Figure 4E), although both treat-

Figure 3 Continued. (n=5), SRFHKO (n=6), SRFHKO+NR (n=6). Data are expressed as means±SEM. C through L, Myocardial me-
tabolites were analyzed by LCMS-based metabolomics. See abbreviations in the text. Controls (n=4), controls+NR (n=5), SRFHKO 
(n=6), +NR (n=5, except for NAM, MeNAM, and Me4PY, n=4, no peak was identified in 1 sample). Data are expressed as 
means±SEM. M through Q, Expression of genes related to oxidative stress signaling (M through O) and cardiac structural and 
metabolic remodeling (P and Q). n=5 in each group. R, Representative Western blot analysis of FOXO1 and acetyl-FOXO1 of 3 
independent experiments realized in different duplicates for each group. GAPDH is used as a loading control. Right graphs, 
Quantification of total and acetyl-FOXO1 ratio on GAPDH and acetyl-FOXO1/total FOXO1 ratio in n=5 to 6 animals per group. 
S, Acetylation level of mitochondrial aconitase 2. Aconitase 2 (75 kDa) was immunoprecipitated using a rabbit polyclonal 
antibody, and the immunoprecipitate was analyzed by Western blot using a mouse monoclonal anti-Ac(K103) antibody. Inputs 
were run in a parallel gel and immunoblotted with anti-aconitase 2 and anti-GAPDH for loading control. The ratio of acetyl-
aconitase2/total aconitase2 and aconitase2/GAPDH are shown (right). See accompanying Figure VIA in the online-only Data 
Supplement for control immunoprecipitation with preimmune rabbit IgG. T through X, LV cardiac tissue was isolated at 50 
days after tamoxifen injection in control and SRFHKO mice fed control diet (CD) or NR-enriched diet. DNA and proteins were 
extracted from parallel samples to quantify mitochondrial to genomic DNA ratio (T) and enzymatic activities: complex I (U), cy-
tochrome oxidase (V), citrate synthase (W), and ATP citrate lyase (X). See associated Figure VII in the online-only Data Supple-
ment. In M through S, data are expressed as mean fold change (FC)±SEM over control group CD. Statistical analysis: Two-way 
factorial ANOVA for independent samples was used for all panels. ¶P≤0.05, ¶¶P≤0.01, ¶¶¶P≤0.001 for the genotype effect; 
§P≤0.05, §§P≤0.01, §§§P≤0.001 for the NR treatment effect; ii P≤0.01 for the interaction effect. Post hoc Tukey test: asterisks 
indicate statistically significant difference versus the control CD group: **P≤0.01. ACL indicates ATP-citrate lyase; ADP, ad-
enosine diphosphate ribose; Cont, control; CS, citrate synthase; IMP, inosine monophosphate; LCMS, liquid chromatography-
mass spectrometry; NAAD, nicotinic acid adenine dinucleotide; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide; NAM, nicotinamide; 
NAMPT, nicotinamide phosphoribosyltransferase; NMN, nicotinamide mononucleotide; and NR, nicotinamide riboside. 
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Figure 4. Nmrk2 expression is activated by repression of alternative NAD+ biosynthetic pathways. 
A through C, Intracellular levels of NAD+ (A), NADH (B), and NAD+/NADH ratio (C) in NRC after 10 µmol/L FK866 and 20 
µmol/L azaserin treatment or no treatment (NT) for 24 to 72 hours as indicated. D, Nmrk2 mRNA level in NRC treated as in 
A through C. E through G, Same as in A through C in NRC treated for 72 hours with 10 µmol/L FK866 or not treated (NT) in 
normal culture medium (–) or in presence of 250 µmol/L NAD+ or 1 mmol/L NR. H, Nmrk2 mRNA level in NRC treated as in E 
through G. I, NAD+ levels in NRCs treated with 10 µmol/L FK866 for 72 hours, or not treated (NT) in the presence of increasing 
concentration of NR in culture medium. J, NAD+ content in nontreated (NT) or following 24-hour NR treatment (1 mmol/L) in 
NRC infected with Ad-GFP or HA-Nmrk2. Right, Western blot detection of HA-NMRK2 with anti-HA antibody. K through M, 
Mitochondrial stress test in Seahorse analyzer. NRC grown on Seahorse 96-well plates were analyzed for oxygen consumption 
rate (OCR) at day 8 after 5 days of treatment. K, Basal mitochondrial respiration is calculated from total cellular respiration 
minus nonmitochondrial respiration. L, ATP production is calculated from basal mitochondrial respiration minus respiration 
after oligomycin injection. M, Maximal respiration is measured after FCCP injection. See accompanying Figure IX in the online-
only Data Supplement for other respiration parameters. N through P, Glycolysis stress test in Seahorse analyzer. NRC grown on 
Seahorse 96-well plates were analyzed at day 8 after 5 days of treatment. N, Glycolysis was measured as a function of extra-
cellular acidification rate (ECAR) after injection of 10 mmol/L glucose. O, Glycolytic capacity as the maximum ECAR following 
injection of oligomycin. P, Glycolytic reserve as the difference between glycolysis and maximal glycolytic capacity. Throughout 
the figure, data are expressed as mean fold change (FC)±SEM over the control group, except when indicated. Statistical analy-
sis: a 2-way factorial ANOVA for independent samples was used for A through J. ¶ and § symbols as indicated in the panels; 
i P≤0.05, ii P≤0.01, iii P≤0.001 for the interaction effect. One-way ANOVA was used for K through P. ¶ P<0.05, ¶¶ P<0.01, 
¶¶¶ P<0.001. §§ P≤0.01, §§§ P≤0.001. Post hoc Tukey test: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 between any (Continued )
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ments blocked Nmrk2 induction (Figure 4E). At least 
100 µmol/L NR was required to rescue the NAD+ loss 
induced by 10 µmol/L FK866 (Figure 4I). To assess the 
functionality of NMRK2 in the absence of a stress like 
the FK866, we infected NRC with a recombinant ade-
novirus expressing HA-tagged Nmrk2 cDNA (Figure 4J). 
Overexpression of NMRK2 did not modulate the NAD+ 
levels in NRC. In presence of NR, Nmrk2 overexpression 
robustly increased the NAD+ level by a factor of 6. NR 
alone slightly increased the NAD+ level in control NRC 
infected with Ad-GFP (Figure 4J). In isolated primary 
cultures of adult rat cardiomyocytes, NR increased in-
tracellular NAD nearly 3-fold, showing that the NMRK 
pathway is more active in adult rat cardiomyocytes than 
in NRCs (Figure VIIIA in the online-only Data Supple-
ment). FK866 reduced NAD levels by a factor of 2 (Fig-
ure VIIIA in the online-only Data Supplement) in adult 
rat cardiomyocytes and increased Nmrk2 expression by 
a factor of 4.5, whereas azaserin had no impact (Figure 
VIIIB in the online-only Data Supplement). We assessed 
the impact of NR on oxygen consumption rates in NRC 
following a mitochondrial stress protocol. NR had no 
impact on any mitochondrial respiration parameter in 
NRC at baseline (Figure 4K through 4M, Figure IX in the 
online-only Data Supplement). NR increased glycolysis 
at baseline in a dose-dependent manner (Figure 4N), 
but not the maximal glycolytic capacity (Figure 4O 
and 4P). We assessed the capacity of NR to rescue 
any impact of FK866 on metabolism. FK866 reduced 
basal oxygen consumption rates and maximal respira-
tion and trended to reduce ATP production (adjusted 
P value=0.0547) (Figure 4K through 4M). Addition of 
NR at doses that we showed to fully rescue the drop 
in NAD+ levels triggered by the FK866 did not correct 
these alterations and even further reduced maximal res-
piration at high doses (Figure 4K through 4M, Figure 
IX in the online-only Data Supplement). FK866 strong-
ly reduced basal glycolysis and glycolytic capacities in 
NRC. NR strikingly preserved NRC glycolytic capacities 
to 100% control levels and more in FK866-treated cells 
and stimulated glycolysis at baseline in nontreated cells 
in a dose-dependent manner (Figure 4N through 4P).

SRF Deficiency-Induced Depression of the 
Nmrk2 Promoter Is Counterbalanced by 
the Sensitivity of Nmrk2 Gene to NAD+ 
Depletion and Energetic Stress

Because Nmrk2 expression is activated in vivo on Srf 
gene inactivation, we addressed the role of the SRF tran-
scription factor in Nmrk2 gene regulation. We identified 

an SRF binding site with 9/10 bp match to the consensus 
CC(A/T)

6
GG (CArG) sequence in a conserved 600-bp re-

gion between the murine and human genes (Figure 5A). 
We cloned the upstream region and 5-́UTR of the mu-
rine Nmrk2 gene (–581/+61) into a luciferase reporter 
vector and mutated the CArG-like sequence to a motif 
matching the consensus sequence (5́-CC) or a motif un-
able to bind SRF (5́-GG) (Figure 5A). FK866 increased 
the expression of the WT construct 8-fold, whereas a 
consensus CArG reduced the extent of activation (Fig-
ure 5B). The 5́-GG mutation reduced baseline expression 
by 75% and abolished the response to FK866. The full 
intergenic 3009-bp sequence upstream of Nmrk2 had 
a much higher activity, especially in response to FK866 
(Figure 5C). siRNA-mediated inhibition of Srf reduced, 
but did not abolish, the induction of endogenous Nmrk2 
by FK866 in NRC, suggesting that FK866-triggered acti-
vation of the Nmrk2 promoter is partially independent 
of SRF (Figure 5D and 5E). FK866 treatment reduces ATP 
to 50% of the control level in NRC (Figure 5F). SRF is 
major upstream regulator of Ckm gene involved in high-
energy phosphate compounds balance. A siRNA-mediat-
ed 5-fold knock-down of Ckm gene expression lowered 
the cellular ATP levels to 70% control level and triggered 
a 6.8-fold increase in Nmrk2 expression (Figure 5G and 
5H). A 2-fold reduction in Srf expression resulted in a 
2-fold reduction of Ckm expression leaving Nmrk2 ex-
pression intact. Enforcing a more profound depression of 
Ckm expression in the context of Srf repression in NRC 
by cotransfection with both Srf and Ckm siRNAs resulted 
in a 2.3-fold increase in Nmrk2 expression (Figure 5H).

Nmrk2 Is Induced by the AMPK-PPARα 
Axis

In line with the previous results, we hypothesized that 
pathways related to energy failure might activate Nmrk2. 
The level of phosphorylated AMP-activated protein kinase 
α (AMPKα), the energy stress–sensing AMP-activated ki-
nase, and its target Ac-CoA carboxylase (ACC) was in-
creased at an early stage when Nmrk2 induction began 
in the SRFHKO hearts (Figure 6A and 6B). 5-Aminoimid-
azole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR) treatment 
stimulated AMPK phosphorylation in NRCs and increased 
NMRK2 protein level in NRCs (Figure 6C and 6D). The en-
ergetic stress induced by glucose deprivation for 24 hours 
or FK866 for 48 hours also increased the NMRK2 protein.
AICAR treatment did not modulate NAD+/NADH but 

robustly induced Nmrk2 expression (Figure 6E through 
6H). To assess whether the effect of AICAR took place at 
the level of the Nmrk2 promoter, we transfected Nmrk2-

Figure 4 Continued. group versus NT control cells; ##P<0.01, ###P<0.001 for indicated comparisons. Ad-GFP indicates 
adenovirus encoding green fluorescent protein; AZ, azaserin; FCCP, Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone; 
FK, FK866; HA, human influenza hemagglutinin tag sequence; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide; NRC, neonatal rat 
cardiomyocyte; and NR, nicotinamide riboside.
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luciferase constructs into NRC and treated the cells with 
AICAR. The p586-Luc, and moreover, the p3009-Luc 
reporter, was highly responsive to AICAR treatment (Fig-
ure 6I and 6J). Cotransfection of a plasmid overexpress-
ing a dominant negative isoform of AMPK efficiently 
blunted induction by AICAR (Figure 6I and 6J).

Analysis of the 5́-regulatory sequences of Nmrk2 re-
vealed enrichment in putative peroxisome proliferator–
activated receptor (PPAR) binding sites (Figure 6K). The 
fragments –3009/–2552 and –1028/–228 contain most 
of the activity. By comparison, the activity of the Nmrk2 
promoter was very low in cardiac fibroblasts (Figure 6L). 

Figure 5. SRF is a component of Nmrk2 gene transcription. 
A, CArG-like binding site for SRF in the conserved region between the murine (M.m) Nmrk2 promoter and human (H.s) NMRK2 
intron 1. The CArG-like motif was mutated to a CArG consensus sequence (cons) and a CArG mutant (mut) site unable to bind 
SRF. B, Activity of p586-Firefly Luciferase construct bearing wild-type (WT), consensus (CONS), or mutated (Mut) CArG motif 
without (NT) or with FK866 treatment (10 µmol/L) in NRC. SV40-renilla luciferase was cotransfected with the Nmrk2-Firefly Luc 
constructs for normalization of transfection efficiency. Two-way factorial ANOVA for independent factors: ¶¶¶P<0.001 for con-
struct effect, §§§P<0.001 for FK effect; iii P≤0.001 for the interaction effect. Post hoc Tukey-test: *P<0.05, **P<0.01 FK versus 
NT; #P<0.05 CArG construct versus CArG wild type. C, Various lengths of the murine Nmrk2 regulatory region were inserted 
into pGL4 vector and transfected in nontreated or FK866-treated NRC. Two-way factorial ANOVA for independent factors: 
¶¶P<0.01 for construct effect, §§§P<0.001 for FK effect. D and E, Srf and Nmrk2 mRNA levels in NRC transfected with control 
scrambled siRNA (siScr) (white bars), or Srf or Nmrk2 siRNA (black bars), without (NT) or with FK866 treatment. Two-way facto-
rial ANOVA for independent factors: ¶¶P<0.01 for siRNA effect, §§§P<0.001 for FK effect. F and G, ATP levels in NRCs treated 
for 72 hours with FK866 (F) or siCkm (G). t test: *P<0.05, **P<0.01, between FK-treated cells or siCkm-transfected cells versus 
control cells or siCtneg-transfected cells, respectively. H, Srf, Ckm, and Nmrk2 mRNA level in NRC transfected for 72 hours 
with siRNAs as indicated. A 1-way ANOVA was used. ¶¶¶P≤0.001. Post hoc Tukey test: **P<0.01, between any group versus 
siCtneg-transfected control cells. Throughout the figure, data are expressed as mean±SEM over control group, fold change over 
control group (FC) except for B and C, fold change over promoterless pGL4 plasmid and H FC over siCtneg. CArG indicates 
CC(A/T)

6
GG; NRC, neonatal rat cardiomyocyte; siRNA, small interfering RNA; and SRF, Serum Response Factor. 
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Figure 6. Nmrk2 expression is increased by AMPK and PPARα pathways. 
A, Representative Western blot analysis of cardiac proteins in control and SRFHKO mice at day 9 using antibodies directed 
against ACC, phospho-ACC (Ser79), AMPKα, and phospho-AMPKα (Thr172). Phosphorylated and total proteins were ana-
lyzed on 2 separate gels (gel 1 and 2) and GAPDH antibody was used for loading control. B, Quantification (Continued )
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To assess the role of PPAR factors in Nmrk2 gene regula-
tion, we cotransfected NRC with the p3009-Luc report-
er and PPAR expression vectors. Only PPARα increased 
the activity of the Nmrk2 promoter in the presence of 
its agonist GW7647 (Figure 6M). The PPARα antagonist 
G6471 repressed the Nmrk2 promoter (Figure 6M) and 
blunted the activating effect of AICAR (Figure 6N). Nei-
ther the PPARβ nor the PPARγ antagonists had any effect 
on Nmrk2 promoter induction by AICAR. These results 
establish that Nmrk2 is an AMPK-PPARα–responsive 
gene that is induced by energy stress in cardiac cells.

NR Preserves Cardiac Function in the TAC 
Model

To determine whether NR treatment could be useful 
in other forms of HF, we assessed its efficiency in the 
TAC model of pressure overload cardiac hypertrophy. 
NR was administrated starting 2 days after the TAC 
or SHAM surgery. Kaplan-Meier survival curve analysis 
showed no significant difference, mainly because of a 
similar early mortality between the 2 groups within 1 
week after TAC (Figure 7A). NR treatment reduced the 
final drop in LV ejection fraction that occurred between 
the fourth and sixth week after TAC (Figure 7B and 

Table V in the online-only Data Supplement). NR did 
not attenuate the dilatation of the LV chamber and had 
only a transient effect on the thinning of the interven-
tricular septum (Figure 7C and 7D). At euthanization, 
the cardiac hypertrophy index was similar between the 
chow diet and NR groups (Figure 7E).
The TAC-induced HF resulted in a decrease of the 

myocardial NAD+ pool, which was partially preserved 
by NR, with little impact on the NAD+/NADH ratio (Fig-
ure 7F through 7H). TAC increased Nmrk2 expression 
level in the nontreated group and NR-treated group, 
whereas Nmrk1 expression remained unchanged and 
Nampt was repressed (Figure 7I through 7K). TAC re-
pressed Sirt3 expression, Sirt1 and Ckm expression 
while increasing the expression of Myh7, Anf, and Bnp 
(Figure 7L through 7Q) but NR treatment had no impact 
on gene expression.

DISCUSSION
We report that depressed NAD+ homeostasis and acti-
vation of NMRK2 kinase are early and persistent events 
in a mouse model of DCM leading to heart failure and 
that administration of NR, the substrate of NMRK2 and 
most energetically favorable NAD+ precursor, prevents 

Figure 6 Continued. of total and phosphoprotein signal from Western blot analyses. Data are normalized on GAPDH signal. 
The Phos/Total ratio is calculated from GAPDH normalized levels for each individual. n=6 for each group. Data are expressed 
as mean fold change (FC)±SEM over control group. t test: *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001 over control group. C, NRCs were 
treated with FK866 (10 µmol/L, 72 hours, FK), AICAR (500 µmol/L, 48 hours, AIC), or grown in the absence of glucose in the 
medium (Glc 0) for 48 hours, and proteins were extracted for Western blot analyses. Representative Western blot. D, Quan-
tification on n=3 samples for each condition of NRCs treated as in C. Data are expressed as mean FC±SEM over NT group. 
*P≤0.05 over control group. E through G,  Intracellular NAD+ content (E), NADH (F), and NAD+/NADH ratio (G) in NRCs after 
24 hours of treatment with AICAR (500 µmol/L). H,  RT qPCR analysis of Nmrk2 mRNA level in NRCs treated with AICAR. t test: 
***P≤0.001 over nontreated control group. I and J, NRCs were cotransfected with Nmrk2-luciferase constructs containing 586 
(I) or 3009 base pairs (J) of upstream Nmrk2 regulatory region and a dominant negative (DN) AMPK expression vector. NRCs 
were transfected at day 3 after plating, followed by AICAR treatment (500 µmol/L) at day 4. Luciferase levels were analyzed at 
day 5. Normalized Fireflyl/Renilla values are expressed as in Figure 5B as FC±SEM over the promoterless pGL4 vector. One-way 
ANOVA: ¶¶P≤0.01, ¶¶¶P≤0.001 for treatment effect. Post hoc Tukey test: **P≤0.01, ***P≤0.001 over nontreated control 
group. ##P<0.01 for AICAR versus AICAR+AMPK-DN. K, Nmrk2 promoter deletion analysis by luciferase assay. Rectangular 
boxes show the position of the putative PPAR binding sites. Data are expressed as mean FC±SEM over the promoterless pGL4 
plasmid. One-way ANOVA: ¶¶¶P≤0.001. Post hoc Tukey test: **P≤0.01, over the promoterless pGL4 vector. ##P<0.01 for over 
the immediately shorter construct. L, Neonatal rat cardiac fibroblasts and cardiomyocyte-enriched fractions were separated 
on a discontinuous Percoll gradient. Cardiac fibroblasts were transfected with the p-228, p-581, and p-3009-FLuc constructs. 
Cardiomyocytes were transfected with the p-3009-FLuc. SV40-RLuc construct was cotransfected for normalization. Data are 
expressed as mean FC±SEM over the mean p228-FLuc activity in cardiac fibroblasts. One-way ANOVA: ¶P≤0.05. Post hoc Tukey 
test: *P≤0.05 Cardio-3009 over Fibro-30089. M, NRCs were cotransfected with the p3009-FLuc construct and the RXR expres-
sion vector and with either PPARα, PPAR β/δ, or PPARγ expression vectors. NRCs were treated 24 hours later with the agonists 
GW7647 (0.6 µmol/L), GW501516 (0.6 µmol/L), and G1929 (0.6 µmol/L), for PPARα, PPARβ/δ, and PPARγ, respectively, or with 
their respective antagonists, GW6471 (10 µmol/L), GSK3787 (2 µmol/L), or GW9662 (2 µmol/L). Data are expressed as mean 
FC±SEM over normalized luciferase levels of NRCs transfected with the p3009-FLuc construct alone (dashed line) in the same 
experiment. A 1-way ANOVA was used because each group is independent of the other (different agonists and antagonists): 
¶¶¶P≤0.001. Post hoc Tukey test: **P≤0.01 versus p3009-FLuc alone. ##P≤0.01 for comparison between agonist and antago-
nist. N, NRCs were transfected with the p3009-FLuc construct. Transfected NRCs were treated 24 hours later with the antago-
nists G6471, GSK3787, or G9662, 30 minutes before adding AICAR for a further 24-hour period. All concentrations were as in 
M. Data are expressed as mean FC±SEM over the p3009-luc construct treated with AICAR alone. One-way ANOVA: ¶P≤0.05. 
Post hoc Tukey: *P≤0.05 versus AICAR treated cells. ACC indicates acetyl-coenzyme A carboxylase; AICAR, 5-aminoimidazole-
4-carboxamide ribonucleotide; AMPK, AMP-activated protein kinase; NRC, neonatal rat cardiomyocyte; NT, nontreated cells; 
PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; and RT qPCR, quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. 
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deterioration of cardiac function and adverse remodel-
ing (Figure 8).
Altered NAD+ homeostasis has been reported in sev-

eral models of HF including pressure overload, myocardial 
infarction, and angiotensin 2 infusion.3,37,38 In this con-
text, much attention has focused on the NAMPT enzyme 
that is repressed in several models of cardiac injuries.38 
On the other hand, we found a robust upregulation of 
Nmrk2 expression in the heart of SRFHKO developing DCM 
and a more modest but significant increase following 
TAC-induced HF. It is interesting that we observed a simi-
lar shift from repressed NAMPT to increased NMRK2 in 
human failing heart. Interrogation of the Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) database reveals that Nmrk2 is in-
duced in several models of cardiomyopathy related to 
mutations in the lamin-A (GEO data set GDS2746),39 Idh2 
(GDS4893),40 PGC1α (GDS4776),41 or Tfr1 (GSE68745)42 
genes. Considering the relative heterogeneity of molecu-
lar functions encoded by these genes, we propose that 
the activation of the NMRK2 pathway represents a com-
mon adaptive mechanism in the failing heart. Here, we 
show that the Nmrk2 gene can be activated in response to 
NAMPT inhibition and activation of the energy stress sen-
sor AMPK. In NRCs, we show that this activation depends 
on PPARα. PPARα is often expressed at lower levels in the 
adult failing heart,43 whereas AMPK was shown to acti-
vate PPARα in various contexts.44 Hence, AMPK activation 
could compensate in part for the lower levels of PPARα to 
activate Nmrk2. The precise contribution of these actors 
in the adult failing heart remains an open question. In the 
case of SRFHKO hearts, it is interesting to note that, de-
spite the fact that SRF is an upstream regulator of Nrmk2 
gene that we would expect to be repressed following Srf 
gene inactivation, SRF is also a major upstream regulator 
of Ckm gene, which is important to maintain PCr/ADP/
ATP balance,15,18 and AMPK is activated early on in the 
SRFHKO heart (this study). We show in vitro that Ckm de-
pression alone is sufficient to induce Nmrk2 expression. 
In addition Srf inactivation alters the expression of numer-
ous sarcomeric genes and triggers a severe eccentric re-
modeling15 that is likely to further increase the energetic 
cost of contraction in vivo. A similar phenomenon could 

Figure 7. NR treatment preserves myocardial NAD 
levels and limits the drop in ejection fraction in the 
pressure overload–induced hypertrophy model. 
Two-month-old control and SRFHKO male mice were subjected 
to TAC or SHAM surgery and fed with control chow diet 
(CD) or NR-enriched diet from day 2 after surgery to day 42. 
A, Kaplan-Meier survival curve analysis. Log-rank statistic: 
P>0.05. Color code shown on the right for each group 
is valid for A through E. B through D, Echocardiography 
follow-up analysis from baseline (2 days before surgery) to 6 
weeks after. E, Heart weight to body weight ratio after euth-
anization at 6 weeks. F through H, Cardiac NAD+ and NADH 
levels and redox state assessed by the NAD+ cycling assay. 
I through Q, Cardiac mRNA levels of the indicated genes 
assessed by RT-qPCR. Data are expressed as mean±SEM. 
Statistical analysis: 2-way ANOVA for independent factors 
statistical analysis is shown at (Continued )

Figure 7 Continued. 6 weeks and was used for B through 
Q, followed by post hoc Tukey test. ¶¶P≤0.01, ¶¶¶P≤0.001 
for the TAC effect; §§§P≤0.001 for the NR treatment effect; 
i P≤0.05 for the interaction effect. Asterisks indicate statisti-
cally significant difference for the indicated comparisons: 
*P≤0.05, **P≤0.01. #P≤0.05 for the effect of NR within 
the TAC group. See accompanying Table V in the online-
only Data Supplement for other echocardiography data at 6 
weeks and previous stages. IVSThD indicates interventricular 
septum thickness in diastole; LVEDD, left ventricle end-
diastolic diameter; LVEF, left ventricle ejection fraction; NAD, 
nicotinamide adenine dinucleotide; NR, nicotinamide ribo-
side; RT-qPCR, quantitative reverse transcription polymerase 
chain reaction; and TAC, transverse aorta constriction.
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occur for instance in the lamin-A mutants, which display 
severe alterations in cardiomyocyte cytoskeletal integrity 
and in which SRF activity is repressed and Nmrk2 expres-
sion induced.22,39 In addition to its well-known roles in 
stimulating fuel oxidation to restore ATP levels, we show 
that AMPK stimulation induces Nmrk2 expression. NMN 
synthesis from NR by NMRK enzymes requires a single 
ATP, whereas synthesis from NAM by NAMPT requires 
>3 ATP equivalents: one for the autophosphorylation of 
the enzyme, and 2 (plus a carbohydrate) in formation of 
phosphoribosyl pyrophosphate  (Figure 8). Both path-
ways consume an additional ATP for fusion with NMN to 
generate the dinucleotide. Hence, the shift from NAMPT 
to NMRK2 for NAD+ synthesis is an energy-sparing mech-
anism that may be favored in HF. In turn, we show that 
one of the beneficial actions of NR, at least in vitro, may 
be to increase glycolysis in cardiomyocytes. These differ-
ent mechanisms of action may contribute to increase car-
diac efficiency, which should be assessed in future studies 
to establish whether metabolic substrate preference and 
potentially glucose oxidation, which is associated with a 
better respiratory quotient and ATP availability, are im-
proved on NR treatment.

Although the NMRK2 pathway is activated in the fail-
ing heart of SRFHKO mice, the myocardial NAD+ level is 
depressed, which suggests that circulating and tissue 
levels of NAD+ precursors are insufficient to sustain car-
diac NAD+ synthesis in mice on a regular rodent diet, 
stimulating an interest in NR supplementation to correct 
this defect. A few studies have shown that short-term 
NAD+ supplementation following chronic angiotensin-2 
administration37 or NMN supplementation following 
ischemia-reperfusion injury45 or TAC surgery46 can nor-
malize alterations in NAD+/NADH ratio in the mouse fail-
ing heart. It is interesting to note that cells do not take 
up NMN intact, and, instead, NMN is extracellularly de-
phosphorylated to NR, such that its cellular conversion 
to NAD+ depends on the NR kinase pathway.47,48

We discovered a strongly beneficial effect of NR in 
the SRFHKO model of HF in the preservation of cardiac 
function and limitation of cardiac remodeling that was 
associated with the maintenance of NAD+ levels in the 
heart. NAD+ metabolomics and expression analysis 
showed no evidence for increased levels of PAR, ADPR, 
Nam, or PARylated proteins, which would indicate a 
storm of NAD+-consuming activities in this model of 

Figure 8. Activation of the NMRK2 pathway to NAD+ synthesis as an adaptive energy-sparing mechanism in the 
failing heart. 
DCM is a form of pathological cardiac remodeling that is associated with severe energy depletion leading to HF. The energy 
stress sensor AMP-kinase is an adaptive signaling pathway aiming to preserve energy in the cells. The NAMPT enzyme is a ma-
jor, rate-limiting step for NAD+ synthesis whose energetic cost equals 4 ATP molecules, including 1 converted to AMP, for the 
synthesis of 1 NAD+. NAMPT is repressed in most forms of HF through an unknown regulatory mechanism. Opposite to this re-
pression, Nmrk2 gene is an AMPK-responsive gene that is activated in several models of DCM and other forms of pathological 
remodeling such as the pressure-overload cardiac hypertrophy. NMR-kinase 2 allows the synthesis of NAD+ at a lower cost of 2 
ATP per molecule. Although NR content may be limited in rodent and human diet, NR can easily be provided as a nutraceutical 
to help the failing heart to maintain NAD+ levels. AMPK indicates AMP-activated protein kinase; DCM, dilated cardiomyopathy; 
HF, heart failure; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide; NAM, nicotinamide; NAMPT, nicotinamide phosphoribosyltrans-
ferase; NMN, nicotinamide mononucleotide; NR, nicotinamide riboside; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; and 
PRPP, phosphoribosyl pyrophosphate. 
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HF. Instead, a progressive loss of Nampt expression, 
coupled with the known depression of ATP and high-
energy phosphates, is postulated to make it challenging 
for damaged hearts to maintain NAD+ homeostasis.
Beyond the repletion in myocardial NAD+ levels, the 

most striking NR-reversible deficit we found in HF was 
depression of CS and ACL activity. Many regulatory pro-
cesses from gene expression to enzyme activity are con-
trolled by reversible protein Lys acetylation. Although 
there is a variety of acetylases and deacetylases that are 
NAD+-dependent and NAD+-independent, production 
of citrate in mitochondria and its conversion to cyto-
solic Ac-CoA by the ACL is required to drive changes in 
substrate fuel selection2 and protein acetylation level.8,49 
NR had no impact on the acetylation level of a mito-
chondrial protein like Aco2 but robustly increased the 
acetylation level of FOXO1 or p53 transcription factors 
in SRFHKO hearts and control hearts, suggesting a tight 
link between NR-derived NAD+ synthesis and Ac-CoA 
availability for posttranslational acetylation of nucleocy-
tosolic proteins. This apparently overrides the ability of 
SIRT1 to deacetylate these factors. At the present stage, 
it is difficult to assess the consequences of these modifi-
cations. Moreover, there is presently no reason to think 
that FOXO1 and p53 are the only targets whose acetyla-
tion level is modified by long-term NR treatment. Rather, 
our data suggest that the acetylation levels of FOXO1 
and p53 can be considered as surrogate markers of an 
increase in nucleocytosolic Ac-CoA metabolism.
Last, we observed that NR led to heightened produc-

tion of Me4PY, a terminal NAM metabolite associated 
with local production of H

2
O
2
. This pathway was shown 

to promote life extension in the Caenorhabditis elegans 
through a hormetic response to a moderate rise in reac-
tive oxygen species, which activates the cytoprotective 
NRF-2 transcription factor involved in oxidative stress 
response.34 In the SRFHKO heart, NR was shown to result 
in Me4PY simultaneous with induction of NRF-2.
Here, we also show a modest although significant 

protective effect of NR treatment on the drop of LV ejec-
tion fraction observed in the TAC model. The effect of 
NR in the TAC model seems to be less important than in 
the DCM model, which may be linked to the different 
nature of the cardiac stress in these models, ie, pressure 
overload in the TAC model that increases afterload ver-
sus volume overload in DCM that increases preload, and 
the fact that the Nmrk2 gene is less strongly induced 
in the TAC model than in the SRFHKO model. We note 
also that the early mortality induced by the TAC led to 
an early dropout in the untreated and NR-treated TAC 
groups that may have introduced a bias by removing 
from the analysis the animals with the worst outcome.
In conclusion, our work shows that oral NR supple-

mentation is a powerful approach to preserve cardiac 
function and limit remodeling in DCM, a devastating 
disease currently lacking effective therapies. Recently, 

mutations in the de novo NAD+ biosynthetic pathway 
were shown to lead to a new category of genetic dis-
eases called congenital NAD deficiency disorders, which 
are associated with cardiac and skeletal defects but cor-
rectible by niacin supplementation in mouse models of 
the disease.50 Our study and previous findings by oth-
ers13,26–28 suggest that NR has the potential not only to 
improve the cardiac symptoms in congenital syndromes 
and acquired HF, but also to act at a systemic level nota-
bly on liver metabolism, insulin resistance, and skeletal 
muscle performances that are altered concomitantly 
with cardiac defects. However, a limitation of our study 
is the fact that we did not study the impact of NR on 
the survival rate of SRFHKO mice and the occurrence of 
terminal congestive HF. Further work will be required to 
determine the pharmacokinetics and pharmacodynam-
ics of therapeutic NR administration in animal models 
and people with HF to enable safe and effective human 
translation.
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CORRECTION

Correction to: Nicotinamide Riboside 
Preserves Cardiac Function in a Mouse 
Model of Dilated Cardiomyopathy

In the article by Diguet et al, “Nicotinamide Riboside Preserves Cardiac Func-
tion in a Mouse Model of Dilated Cardiomyopathy,” which published ahead of 
print December 7, 2017, and appears in this issue of the journal (Circulation. 
2018;137:2256-2273. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.116.026099), the follow-
ing corrections were made.
Figure 3S of the preprint online version contained a picture of an anti-aconitase 

2 immunoblot (blot 2) that was performed after stripping of the acetyl-lysine an-
tibody used to label immunoprecipitated aconitase 2 (blot1). As the efficiency of 
the stripping procedure could not be guaranteed, the picture of blot 2 has been 
removed. Instead, a picture of the input proteins used for immunoprecipitation 
that were run at the same time in a parallel gel is shown, as well as an immunob-
lot for GAPDH for loading control (previously Supp. Figure S6A). The picture of 
blot 1 has also been enlarged to show that a single acetylated protein migrating 
as the same size than aconitase 2 is present in this region of the gel. A picture of 
control IgG immunoprecipitation of cardiac proteins followed by anti-Acetyl-Lysine 
immnunoblot showing the absence of non specific acetylated band in this region 
of the gel is now shown in a new Figure VIA in the online-only Data Supplement.

© 2018 American Heart Association, Inc.

Circulation
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SUPPLEMENTAL	MATERIAL	
	
Supplemental	Methods	
	
Transgenic	mice	
All	experiments	with	animals	conformed	to	the	Directive	2010/63/EU	of	the	European	
Parliament	and	were	approved	by	the	ethics	committee	Charles	Darvin	#5	(agreement	
00369.01).	SRFHKO	mice	bear	the	tamoxifen-inducible	 -MHC-MerCreMer	transgene	and	
the	Srf	floxed	allele	(Sf/Sf)	as	described	previously.1	Tamoxifen	(Sigma	T5648)	was	
administrated	by	i.p.	injection	at	a	dose	of	0.7	mg	diluted	in	100	 l	peanut	oil	at	D0,	D1	
and	D2	to	SRFHKO	mice	and	Sf/Sf	control	littermates	at	9	month	of	age.	The	sex	ratio	was	
balanced	in	each	group.	
For	phenylephrine	administration,	the	series	of	mice	treated	with	PE,	80	mg/kg/day	for	
15	days	with	Alzet	osmotic	micropumps	and	the	impact	of	the	treatment	on	cardiac	
parameters	have	been	published	previously.2	TAC	surgery	was	performed	under	
ketamine/xylazine	anesthesia.	Briefly	the	upper	cartilage	of	the	sternum	was	open	on	
less	that	0.3	cm	to	get	access	to	the	aortic	cross	without	requirement	for	artificial	
ventilation	of	the	mice.	A	27-Gauge	needle	was	plied	along	the	aortic	cross	between	the	
branching	of	the	right	brachio-cephalic	artery	and	the	left	carotid	artery	and	2	tight	
knots	with	a	6.0	suture	were	made	around	the	aortic	cross	and	the	needle.	The	needle	
was	quickly	removed	to	allow	the	blood	to	go	through	and	the	skin	sutured	with	4.0	silk.	
Mice	were	administrated	buprenorphine	for	the	first	24h	and	monitored	daily	by	
trained	staff	to	detect	signs	of	pains	or	issues	with	the	suture.	Animal	showing	signs	of	
prostration,	and/or	infections	and/or	inability	to	feed	by	themselves	were	sacrificed	for	
ethical	reasons.	
	
NR	supplementation	
The	soft	pellets	were	prepared	every	5	days	by	mixing	1.65	g	of	NR	into	500	g	of	
powdered	SAFE	A04	diet	and	235	ml	of	water	to	reach	2.24	mg	of	NR	/	g	(wet	weight).	
Control	diet	was	prepared	in	the	same	way	omitting	NR.	Mice	had	ad	libitum	access	to	
food	and	water.	Mice	(average	body	weight	31.3	±	0.82	g,	no	difference	between	groups)	
consumed	an	average	of	6	g	of	soft	food	per	day,	reaching	a	minimal	daily	intake	of	450	
mg	NR/kg.	No	difference	in	food	intake	was	observed	between	SRFHKO	and	control	mice.	
For	NAM	and	NR	i.p.	administration,	mice	were	injected	daily	at	a	dose	of	1	 mole/	g	
body	weight	with	300	mM	NAM	or	NR	solution	in	saline.	
	
Microarray	and	RT-PCR	analysis	
To	evaluate	the	effects	of	SRF	deletion	on	gene	expression,	total	RNA	was	purified	from	
SRFHKO	and	control	Srffl/fl	hearts	with	the	RNeasy	fibrous	tissue	kit	(Qiagen).	We	
examined	the	effects	of	SRF	inactivation	on	gene	expression	at	8	days	after	TAM	
injection,	an	early	stage	when	SRF	is	already	strongly	diminished	but	cardiac	functions	
are	not	altered	and	at	25	days	after	TAM	injection,	an	intermediate	stage	when	the	LVEF	
starts	to	decrease	and	LV	chamber	begin	to	dilate.1	In	addition,	we	compared	the	effect	
of	phenylephrine	(PE),	an	alpha-adrenergic	agonist	known	to	trigger	cardiac	
hypertrophy,	administrated	at	80	mg/kg/day	with	Alzet	osmotic	minipumps	from	day	5	
to	15	after	TAM	injection	to	SRFHKO	and	control	Srffl/fl	as	previously	described.	
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Microarray	analysis	for	each	genotype	was	performed	with	four	samples,	each	being	
hybridized	to	one	Affymetrix	GeneChip	MOE	430	2.0	array	(Affymetrix,	Santa	Clara,	CA)	
with	a	coverage	of	45,000	transcripts,	corresponding	to	over	30,000	mouse	genes.	All	
technical	microarray	procedures	were	carried	out	by	PartnerChip	(Evry,	France)	under	
Affymetrix	guidelines.	Briefly,	2	 g	of	total	RNA	sample	was	used	to	synthesize	double	
stranded	cDNA	with	the	SuperScript	II	double-stranded	cDNA	synthesis	kit	(Invitrogen	
Life	Technologies,	Carlsbad,	CA)	according	to	the	manufacturer's	instructions.	Labeled	
cRNA	was	synthesized	using	the	Affymetrix	IVT	amplification	and	labeling	kit.	20	 g	of	
purified,	fragmented	labeled	cRNA	were	hybridized	with	an	array	at	45°C	for	16	h	in	an	
Affymetrix	640	hybridization	oven.	The	posthybridization	process	was	performed	in	an	
Affymetrix	Fluidics	Station	450	according	to	the	manufacturer's	instructions.	All	gene	
chips	were	scanned	on	an	Affymetrix	GeneChip	3000	scanner,	and	data	were	extracted	
from	scanned	images	using	AFX	GCOS	1.4	software.	Background	intensities	were	
adjusted	and	normalized	using	GCRMA	method	implemented	in	R	(version	2.4.1).	
	
RT-qPCR	
cDNAs	were	reverse	transcribed	from	RNA	(1.5	 g)	extracted	in	TRIzol	(Thermofisher)	
from	cell	cultures	and	tissues	using	the	Superscript	II	Reverse	Transcriptase	(Life	
Technologies).	Quantitative	PCR	was	carried	out	on	a	Light	Cycler	480	(Roche	
Diagnostics)	using	Fast	Start	SYBR	Green	Master	(Roche	Diagnostics).	Quantification	of	
gene	expression	was	calculated	as	R=2 Ct(Ref	Cp	–	target	Cp)	,	with	Hprt	used	as	a	as	
reference.	Primers	were	designed	using	the	NCBI	Primer-BLAST	software.	Primer	
sequences	are	available	on	request.	
	
Western	Blot	Analysis	
Proteins	were	homogenized	in	a	lysis	buffer	(Tris-HCl	pH7.5	50	mM,	NP40	Igepal	1%,	
NaCl,	150	mM,	EDTA	1mM,	DTT	1mM,	Glycerol	10%)	in	the	presence	of	proteases.	
phosphatases	and	deacetylases	inhibitors	(PMSF	0.5	mM,	NaF	50	mM,	PPiNa	5	mM,	
Roche	protease	cocktail	inhibitor	1/100,	Santa	Cruz	deacetylase	cocktail	inhibitor	
1/100).	Equal	amounts	of	proteins	(10	to	20	 g)	were	separated	on	SDS-PAGE	and	
transferred	to	nitrocellulose	 membranes.	Proteins	 were	detected	by	overnight	
incubation	at	4°C	with	primary	antibodies	followed	by	IRDye	700	or	IRDye800	
fluorescent	antibodies	(Li-Cor	Biosciences.	1/2500)	and	scanned	on	an	Odyssey	CLx	
Infrared	Imaging	System	(Li-Cor	 Biosciences).	 Acetyl-CoA	Carboxylase	(ACC):	
Thermoscientific	#	MA5-15025;	dilution	1/1000.	ACC	Phospho-Ser79:	Thermoscientific	
#	PA5-17725;	dilution	1/1000.	Acetylated-Lysine	Mouse	mAb	(Ac-K-103)	:	Cell	Signaling	
#9681	;	dilution	1/1000.	AMPK :	Cell	Signaling	#2532;	dilution	1/1000.	AMPK	
(Phospho-Thr172):	Cell	Signaling	#2535;	dilution	1/1000.	FKHR	(H-128)(FoxO1):	Santa	
Cruz	BT	#	sc-11350;	dilution	1/1000.	AcFKHR	(D-19):	Santa	Cruz	BT	#	sc-49437;	
dilution	1/200.	Acetyl-Lysine:	Cell	Signaling	#9441;	dilution	1/1000.	Citrate	Synthase:	
Abcam.	GAPDH:	Sigma	#G9545;	dilution	1/3000.	Aconitase	2:	Kind	gift	of	Anne	Laure	
Bulteau	(Bulteau	et	al.	Biochemistry.	2003;42(50):14846-55);	dilution	1/500.	HA	
epitope:	Sigma	#H6908;	dilution	1/500.	NMRK2:	generated	by	BioGenes	(see	below);	
dilution	1/500.	PARP:	Cell	Signaling	#9532;	dilution	1/1000.	PAR	(Anti-Poly	(ADP-
Ribose):	Pharmingen	#551813	dilution	1/500.	p53	(acetyl	K386):	Abcam	#ab52172;	
1/500.	Anti-Visfatin	antibody	(NAMPT)	:	Abcam	#ab24149	;	1/500.	
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Generation	of	rabbit	polyclonal	antibody	against	NMRK2	protein	
Polyclonal	antibody	was	generated	in	rabbits,	immunized	with	a	peptide	sequence	
specific	to	the	NMRK2	protein,	verified	and	affinity	purified	and	tested	by	BioGenes	
GmbH	(Berlin,	Germany).	SDS-PAGE	analysis	using	the	NMRK2	antibody	on	cardiac	
muscle	lysates	was	performed	on	membranes	blocked	with	5%	milk	using	a	1/500	
dilution,	with	a	rabbit	HRP	secondary	that	was	used	at	a	1/25,000	dilution	and	
developed	using	a	chemoluminescence.	
	
Immunofluorescent	staining	
Hearts	were	harvested	after	cervical	dislocation	and	washed	in	cold	PBS.	Frozen	hearts	
section	(10	 m)	were	fixed	in	3.7%	formaldehyde	in	PBS	at	room	temperature	(RT)	for	
10	minutes	followed	by	permeabilization	in	PBS/Triton	X100	(0.2%)	for	10	minutes.	
Endogenous	 mouse	immunoglobulins	were	blocked	by	1h.	RT.	incubation	with	
monovalent	anti-mouse	IgG	Fab	fragments	(Jackson	Immunoresearch)	followed	by	
saturation	of	non-specific	binding	sites	with	2%	BAS	and	10%	goat	serum.	Sections	were	
incubated	o/n	at	4°C	with	mouse	monoclonal	[clone	5B4.7]	(IgG1)	to	human	MIBP	
(=NMRK2)	at	1/100	dilution	in	saturation	solution	(LSBio,	Seattle,	USA	and	kind	gift	
from	Dr	Chuanyue	Wu,	University	of	Pittsburgh,	USA).	The	day	after,	sections	were	
incubated	with	FITC-coupled	anti-hVIN-1vinculin	antibody	(Sigma.	1/100)	and	Cy3-
couple	antimouse	IgG1	(Jackson	Immunoresearch.	1/400).	Confocal	images	were	
acquired	on	a	Leica	SP5	microscope	with	identical	gain	and	offset	parameters	for	all	
samples.	
	
Echocardiography	
Echocardiography	was	performed	on	lightly	anesthetized	 mice	given	isoflurane	
(induction	with	1%	isoflurane	100%	O2	and	maintained	with	0.2	to	0.25%	isoflurane	
100%	O2)	to	maintain	high	cardiac	frequency.	Non-invasive	measurements	of	left	
ventricular	dimensions	were	evaluated	using	Doppler	echocardiography	(Vivid	7	
Dimension/Vivid7	PRO;	GE	Medical	Systems)	with	a	probe	ultrasound	frequency	range	
of	9−14	MHz.	The	two-dimensionally	guided	time-motion	recording	mode	(parasternal	
long-axis	view)	of	the	left	ventricle	(LV)	provided	the	following	measurements:	diastolic	
and	systolic	septal	(IVS)	and	posterior	wall	thicknesses	(LVPW);	internal	end-diastolic	
(LVEDD)	and	end-systolic	diameters	(LVESD);	and	heart	rate.	Each	set	of	measurements	
was	obtained	from	the	same	cardiac	cycle.	At	least	3	sets	of	measurements	were	
obtained	from	3	different	cardiac	cycles.	LV	fractional	shortening	(FS)	was	calculated	
using	the	formula:	(LVEDD	–	LVESD)/LVEDD	×	100.	LV	myocardial	volume	(LVV),	LV	
end-diastolic	volume	(EDV),	and	end-systolic	volume	(ESV)	were	calculated	using	a	half-
ellipsoid	model	of	the	LV.	From	these	volumes,	LV	ejection	fraction	(EF)	was	calculated	
using	the	formula:	(EDV	–	ESV)	/	EDV	×	100.	H/R	ratio	was	calculated	by	the	formula	
(PWThd	+	IVSThd)/	LVEDd.	A	“blinded”	echocardiographer,	unaware	of	the	genotype	
and	the	treatment,	performed	the	examinations.	
	
NAD	extraction	and	quantification	
Frozen	tissue	powder	was	resuspended	in	75%	ethanol,	25%	HEPES	10	mM	pH7.1,	
buffer	(20	 l/mg	of	tissue).	Extracts	were	warmed	5	min	at	80C,	then	directly	cold	on	
ice	and	centrifuge	5	min	at	16	000	g.	Tissues	extracts	were	normalized	on	the	weight	of	
tissue	used	for	extraction.	NAD	was	extremely	stable	in	this	buffer	and	resistant	to	heat	
degradation	over	60	minutes.	Using	spiking	concentrations	of	known	amounts	of	NAD+	



 

 

  

Diguet	et	al.	Nicotinamide	riboside	preserves	cardiac	function	in	a	mouse	
model	of	dilated	cardiomyopathy	

	

	 4	

and	NADH	(Sigma-Aldrich)	in	pure	buffered	ethanol	solution	followed	by	dilutions	in	
acid	(HCl	0.1M)	or	basic	(NaOH	0.1M)	buffer,	heating	at	60°C	for	30	minutes	and	
neutralization	with	TRIS	buffer	pH7.1,	we	found	that	NAD+	was	extremely	stable	after	
heating	in	acid	condition	(>99%	recovery)	while	NADH	was	completely	destroyed	(<1%	
recovery).	Heating	in	NaOH	buffer	led	to	some	destruction	of	both	NAD+	and	NADH	and	
this	protocol	was	discontinued.	Hence,	we	selected	the	protocol	of	selective	acid-heating	
destruction	of	NADH	in	the	cardiac	samples	for	the	determination	of	free	NAD+	versus	
free	NADH	concentrations	in	these	extracts,	the	buffered	ethanol	extracts	were	diluted	
1/10	in	HCl	0.1M	and	heated	30	minutes	at	60°C	to	destroy	NADH	and	then	neutralized	
with	Tris	buffer	at	pH	7.1	before	measuring	NAD+.	After	adjustment	of	dilution	factors,	
NADH	levels	were	calculated	by	subtracting	the	NAD+	concentration	to	the	non-heated	
ethanolic	extract	values:	NADH	=	NADt	(non-heated)	-	NAD+(heated).	Kinetics	of	the	
reaction	(OD	at	550nm,	every	30	seconds	for	40	minutes)	was	followed	on	a	TECAN	
Infinite	F500	microplate	reader.	NAD	was	quantified	in	duplicates	for	each	sample	by	
comparison	to	a	range	of	standard	NAD+	concentration	using	linear	regression	curve	
equation	method	between	NAD+	standard	concentrations	and	the	slope	of	the	reaction	
in	OD	units/sec.	For	cell	cultures,	the	wells	were	washed	twice	with	PBS	and	scraped	on	
ice	in	buffered	ethanol	(100l/well	in	12-well	plates	or	50 l/well	in	24-well	plates).	

Extracts	were	diluted	in	water	to	a	final	volume	of	25	l	to	reach	a	concentration	that	

within	the	titration	curve.	We	added	100	 L	of	reaction	buffer	(600	mM	ethanol,	0.5	
mM	3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium	bromide	(MTT),	2	 mM	
phenazine	ethosulfate	(PES),	120	mM	Bicine	(pH7.8),	yeast	alcohol	dehydrogenase	
(SIGMA	A3263	>	300	u/mg)	0.05	mg/ml.	Kinetics	of	the	reaction	(OD	at	550nm,	every	
30	seconds	for	40	minutes)	was	followed	on	a	TECAN	Infinite	F500	microplate	reader.	
NAD	was	quantified	in	duplicates	for	each	sample	by	comparison	to	a	range	of	standard	
NAD+	concentration	using	linear	regression	curve	equation	method	between	NAD+	
standard	concentrations	and	the	slope	of	the	reaction	in	OD	units/sec.	NAD+/NADH	was	
obtained	by	the	formula	([NADt]-[NADH])/	[NADH].	Proteins	could	not	be	reliably	
quantified	after	extraction	by	boiling	buffered	ethanol	method	but	cells	layers	were	
confluent	in	all	conditions.	Hence,	in	neonatal	rat	cardiomyocytes	where	the	number	of	
cells	have	changes	over	the	culture	period,	data	are	given	as	fold	change	over	mean	
control	values	(untreated	group)	at	the	time	of	extraction.	In	adult	rat	cardiomyocytes	
that	do	not	proliferate,	20,000	cells	were	seeded	per	well	in	24-well	plates	and	an	
average	cylinder	volume	of	20	 m	diameter	and	100	 m	length	was	used	to	estimate	
the	cellular	volume	and	calculate	the	concentration.		
	
Isolation	and	treatments	of	neonatal	and	adult	rat	cardiomyocytes	(NRC,	ARC)	
NRC	were	isolated	as	described	previously.3	1-day-old	rat	pups	were	killed	by	
decapitation	and	the	cardiac	ventricles	were	harvested	and	minced	into	1	to	2-mm	wide	
cubes	with	scissors.	After	washing	with	Tyrode	solution,	heart	fragments	were	subjected	
up	to	10	rounds	of	digestion	with	0.05	mg/ml	of	Liberase	Blendzyme	4	(Roche	Applied	
Science)	in	10	ml	oxygenated	Tyrode	solution	under	agitation	at	37°C	for	10	minutes.	
The	supernatant	of	the	first	digestion	was	discarded	and	the	following	digestions	were	
centrifuged	and	the	cell	pellet	dissociated	in	2	ml	of	DMEM,	10%	FCS.	The	different	
fractions	were	pooled	and	centrifuged	on	a	discontinuous	Percoll	gradient	(bottom	
58.5%.	top	40.5%.	30	min.	3000	rpm)	to	enrich	in	cardiomyocytes	at	the	interface	
between	the	2	Percoll	solutions.	Non	cardiac	cells	containing	mainly	fibroblasts	were	at	
the	top	of	the	tubes.	Neonatal	cardiomyocytes	were	seeded	at	a	density	5	×	105	
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cells/well	in	6-well	plates	coated	with	10	 g/ml	of	laminin	(BD	Biosciences)	in	DMEM	
without	pyruvate,	with	glucose	4.5g/l,	10%	horse	serum,	5%	FCS	and	cultured	at	37	°C	
in	1%	CO2	atmosphere.	To	assay	the	impact	on	NAD+	and	Nmrk2	expression,	Azaserin	
and	FK866	drugs	were	added	in	the	culture	medium	at	day	5	and	renewed	every	day	
when	the	treatment	was	prolonged	over	several	days.	The	same	was	done	for	NAD+,	NR	
and	AICAR	(5-aminoimidazole-4-carboxamide-1- -D-ribofuranoside).	AICAR	 was	
administrated	for	24h	only.	Doses	are	indicated	in	the	legends.	For	treatment	of	
transfected	cells	(see	next	section),	AICAR,	FK866	and	PPAR	agonists	and	antagonist	
were	administrated	1	day	after	transfection.	PPAR	agonists:	GW7647	for	PPAR ,	

GW501516	for	PPAR/ 	and	GW1929	for	PPAR;	PPAR	antagonists:	GW6471	PPAR

,	GSK3787	for	PPAR/ 	and	GW9662	for	PPAR	were	ordered	from	SIGMA	
ALDRICH	CHIMIE,	Saint	Quentin	Fallavier,	France.	Adult	rat	cardiomyocytes	(ARC)	were	
isolated	as	previously	described.2	ARC	were	seeded	at	20,000	cells/well	in	24-well	
plates	and	treated	2	hours	after	Ca2+	introduction	and	plating	with	10	 M	FK866,	20	
M	Azaserin	or	1	mM	NR	for	65h	before	NAD	extraction.	In	all	conditions,	they	were	still	
more	than	60%	of	rod-shaped	cardiomyocytes	after	65	h	cultures.	The	treatment	did	not	
induce	changes	in	cell	shape	or	cell	numbers.	
	
Seahorse	analyses	
NRC	were	seeded	at	60	000	cells/well	in	96-well	Seahorse	plates.	At	day	3	of	culture,	
FK866	(10	 M)	and/or	a	range	NR	doses	was	added	to	the	medium.	Analyses	were	
performed	at	day	8	of	culture.	After	equilibrating	the	cells	for	1h	at	37°C	in	the	Seahorse	
test	medium,	the	mitochondrial	stress	protocol	included	sequential	injection	of	
oligomycin	(2	 M	final)	to	inhibit	ATP	synthase,	FCCP	(1	 M	final)	as	the	uncoupling	

agent	and	a	final	injection	of	Amytal	(1	mM	final)	and	Antimycine	A	(0.5	M	final).	For	
the	glycolytic	reserve	assessment	protocol,	Cells	were	deprived	of	glucose	in	a	non-
buffered	medium	for	one	hour	before	the	analysis.	Glucose	was	injected	first	at	10	mM	
final	to	measure	glycolysis.	Glycolytic	capacity	was	measures	as	the	maximal	ECAR	value	
after	oligomycin	injection	(2	 M	final),	effectively	shutting	down	ATP	production	by	
oxidative	phosphorylation.	Glycolytic	reserve	is	defined	as	the	difference	between	basal	
glycolysis	and	glycolytic	capacity.	The	final	injection	is	2-deoxy-glucose	(2-DG)	at	50	mM	
to	inhibit	glycolysis.	All	ECAR	values	are	given	after	deduction	of	non-glycolytic	ECAR	
measurement.	
	
Cloning	of	mouse	Nmrk2	promoter	in	luciferase	reporter	plasmid	and	transfection	
procedure	
The	transcription	initiation	site	of	mouse	Nmrk2	promoter	was	determined	by	5’RACE	
and	was	conform	to	the	reported	site	in	the	Genebank	(NM_027120.2).	The	promoter	of	
the	mouse	Nmrk2	gene	was	cloned	from	C57Bl6/N	genomic	DNA	by	PCR	with	forward	
primer	 CCTATGAGGTGAGAGGATCTCTG	 (-3009/-2987)	 and	 reverse	 primer	
CTTGGGGACTGGAGGTGACTGGTC	(+61/+38),	and	inserted	into	a	pGL4.10[luc2]	
luciferase	reporter	plasmid	(Promega	prod	no	E6651).	Subsequent	deletions	were	
performed	by	enzymatic	digestion	or	primer	mediated	subcloning	of	the	original	
fragment.	2.5	x	105	cardiomyocytes	in	12-well	plates	were	co-transfected	at	day	2	of	
culture	with	 1	 g	of	 Nmrk2	 pGL4.10[luc2]	constructs	and	 100	 ng	of	
pGL4.73[hRluc/SV40]	Vector	(Promega	prod	no	E6911)	as	an	internal	control	of	
transfection	efficiency	using	Lipofectamine	2000	(Lifetechnology)	as	indicated	by	the	
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supplier.	In	the	case	of	AICAR	treatment,	Luciferase	activity	was	analyzed	48h	later	with	
the	Dual-Luciferase	Assay	System	(Promega).	
	
AMPK,	PPAR,	RXR	Vectors	
The	pcDNA3	vectors	harboring	dominant	negative	AMPK,	PPAR ,	PPAR	and	PPAR	
as	well	as	RXR	genes	were	kindly	provided	by	Pr.	M.	Raymondjean	and	collaborator,	Dr	
M.	Foretz.4-6	These	vectors	were	co-transfected	at	a	dose	of	100	ng	/	well	in	24-well	
plates	with	500ng	of	Nmrk2	luciferase	constructs.	
	
Cloning	of	mouse	Nmrk2	cDNA	into	recombinant	adenovirus	
The	cDNA	of	Nmrk2	was	cloned	by	PCR	amplification	from	reversed	transcribed	cardiac	
mRNA	into	pcDNA3HA	vector,	introducing	a	MYPYDVPDYALMAMEARIR	sequence	(HA	
tag	is	underlined)	at	the	N-terminus	of	Nmrk2	open	reading	frame	that	replaced	the	first	
methionine.	The	HA	tagged	Nmrk2	cDNA	was	then	subcloned	into	the	pShuttle2	vector	
before	to	be	inserted	in	the	Adeno-X	viral	DNA	(Clontech	lab.	Adeno-X	Expression	
System	1).	Pac1	Linearized	recombinant	adenoviral	DNA	was	transfected	in	HEK	293	
cells	followed	by	rounds	of	infection	to	collect	the	adenoviral	particles.	Adenoviral	titer	
was	determined	by	the	cytopathic	effect	method.	NRCs	were	infected	at	day	3	of	culture	
with	100	particles/cell.	
	
Mitochondrial	(mtDNA)	and	nuclear	(nDNA)	DNA	content	
Total	DNA	was	extracted	from	left	ventricle.	Briefly,	tissue	were	minced	in	500 l	of	
buffer	1	(TrisHCl	10	mM,	NaCl	10	mM,	EDTA	25	mM,	SDS	1%,	proteinase	K	0.4mg/ml,	
pH	7.5)	with	cleaned	scissors	and	incubated	overnight	at	37 C.	After	addition	of	50 l	
of	saturated	NaCl	solution,	the	homogenates	were	centrifuged	at	500	g	for	15	minutes.	
Isopropanol	(500 l)	was	added	to	supernatants	which	were	then	incubated	45	minutes	

at	-20 C.	After	a	centrifugation	at	16000	g	for	20	minutes,	the	pellets	were	kept,	
washed	with	ethanol	70%,	resuspended	in	buffer	2	and	finally	warmed	at	70°C.	mtDNA	
content	was	measured	by	real-time	qPCR	using	specific	primers	for	a	mitochondrial	
gene	 (Dloop,	 forward	 primer	 ATAGCCGTCAAGGCATGAAA,	 reverse	 primer	
GATTGGGTTTTGCGGACTAA)	and	a	nuclear	gene	(B2M	(beta-2-microgobulin),	forward	
primer	TGGTAAAGCAAAGAGGCCTAA,	reverse	primer	AGAAGTAGCCACAGGGTTGG).	The	
difference	between	the	threshold	cycle	(Ct)	of	nuclear	gene	and	mtDNA	gene	( Ct)	was	
used	to	assess	the	mtDNA/nDNA	ratio,	which	was	calculated	using	the	following	
formula:	2(2 Ct).	For	details	see.7		
	
Measure	of	O2	consumption	rate	in	permeabilized	cardiac	fibers	
Mitochondrial	respiration	was	studied	in	situ	in	saponin-permeabilized	cardiac	muscle	
fibres	using	a	Clarke	electrode	as	previously	described.8	Oxygen	consumption	was	
measured	after	successive	addition	of	pyruvate-malate	(1-4	mM),	ADP	(0.1	mM),	
creatine	(12	mM),	ADP	(2	mM),	glutamate	(10	mM),	succinate	(15	mM),	and	amytal	(an	
inhibitor	of	complex	I,	1	mM)	to	respiration	solution	(in	mM:	2.77	CaK2EGTA,	7.23	
K2EGTA	[100	nM	free	Ca2+],	6.56	MgCl2	[1	mM	free	Mg2+],	20	taurine,	0.5	DTT,	50	K-
methane	sulfonate	[160	mM	ionic	strength],	20	imidazole,	pH	7.1)	at	23°C.	From	this	
protocol,	sensitivity	of	mitochondrial	respiration	to	external	ADP	and	creatine	were	
determined	(Km	ADP	and	Km	creatine)	and	acceptor	control	ratio	(ACR)	was	calculated	
from	basal	mitochondrial	respiration	rate	(in	the	presence	of	pyruvate/malate	1/4	mM,	
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without	ADP)	and	oxygen	consumption	after	addition	of	2mM	ADP.	Rates	of	respiration	
are	given	in	nmoles	O2/min/mg	dry	weight.	
	
Biochemical	studies	
Frozen	tissue	samples	were	weighed,	homogenized	(Bertin	Precellys	24)	in	ice-cold	
buffer	(50	mg/ml)	containing	HEPES	5	mM	(pH	8.7),	EGTA	1	mM,	DTT	1	mM	and	0.1%	
Triton	X-	100.	Citrate	synthase	(CS),	complex	I	and	cytochrome	oxidase	(COX),	activities	
were	determined	in	homogenized	ventricles	as	previously	described.8	Activities	of	
enzymes	were	determined	by	standard	spectrophotometric	assays.	Briefly,	for	citrate	
synthase	(CS),	approximately	0.5 g	of	protein	were	added	in	1	ml	of	Buffer	M	(Trizma	
100	mM	(pH8),	5,5’-dittiobis-(2-Nitrobenzenoic	acid)	0.1	mM,	Acetyl-CoA	0.3	mM,	
oxaloacetic	acid	0.5mM)	and	the	absorbance	at	412	nm	was	measured	during	3	min.	
Cytochrome	oxidase	(COX)	activity	was	determined	by	the	addition	of	approximately	
0.25	 g	of	protein	in	1	ml	of	phosphate	buffer	(K2HPO4	50	mM	(pH	7.4))	containing	50	

M	Cytochrome	c	(cytochrome	c	were	previously	reduced	at	90%	using	sodium	
dithionite).	Loss	of	reduced	cytochrome	c	were	followed	by	measuring	the	absorbance	
at	550	nm	during	3	min	using	fully	oxidized	cytochrome	c	(by	addition	of	potassium	
ferricyanure	in	excess)	as	a	reference.	For	the	determination	of	complex	I	activity,	25	

g	of	protein	and	100	 M	NADH	were	added	to	1	ml	of	C1	Buffer	(41.1	mM	KH2PO4,	

K2HPO4	8.8	mM,	Decyl-ubiquinone	100 M,	BSA	3.75	mg/ml,	pH	7.4).	Measurements	of	
the	absorbance	at	340	nm	during	3	min	in	the	presence	and	in	the	absence	of	5	mM	
rotenone	were	used	to	calculate	activity	of	this	complex.	CS,	COX	and	complex	I	activities	
were	respectively	calculated	using	an	extinction	coefficient	of	13600	M-1.cm-1,	18500	
M-1.cm-1	and	6220	M-1.cm-1	and	rates	are	given	in	international	unit	(IU)/g	prot.	ATP	
citrate	lyase	activity	was	quantified	in	1	ml	of	assay	buffer	(100	mM	Tris-HCl,	pH	8.7,	20	
mM	Potassium	citrate	monobasic,	10	mMdithiothreitol,	10	mM	MgCl2,	500	unit/ml	of	
Malic	Dehydrogenase	from	porcine	heart	#M1567	from	SIGMA,	330	 M	Coenzyme	A	

sodium	salt	hydrate,	5	mM	ATP,	140	 M	NADH)	by	measurement	of	the	absorbance	at	

340	nm	during	3	min	before	and	after	the	addition	of	200	 M	SB	204990	inhibitor	of	
ACL	(TOCRIS,	Cat.	No.	4962).	The	difference	between	the	slopes	of	the	2	measurements	
was	used	to	calculate	activity	of	ACL	using	an	extinction	coefficient	for	NADH	of	6220	M-
1.cm-1.		
	
Liquid	chromatography	coupled	to	 mass	spectrometry	(LCMS)	analyses	of	NAD	
metabolome.		
NAD-related	metabolites	were	quantified	as	previously	described	with	a	Waters	Acquity	
LC	interfaced	with	a	Waters	TQD	MS	operated	in	positive	ion	multiple	reaction	
monitoring	mode.9	Metabolites	were	extracted	as	follows:	pieces	of	myocardial	tissue	
(≈10	mg)	were	snap	frozen	and	pulverized	in	liquid	nitrogen.	Metabolites	were	
extracted	in	10	volumes	( l	/	mg	of	tissue	powder)	of	buffered	ethanol	(75%	
ethanol/25%	10	mM	HEPES,	pH	7.1,	v/v)	preheated	to	80	°C.	Samples	were	shaken	at	
1000	rpm	in	an	80	°C	block	for	three	minutes.	Soluble	metabolites	were	separated	from	
particulate	by	refrigerated	microcentrifugation	(10	min,	16kg).	Extracts	were	dried	via	
speed	vacuum	for	three	hours	before	to	be	processed	for	the	LCMS	analysis.	This	
method	does	not	effectively	preserve	reduced	co-factors.	Hence	NADH	and	NADPH	
levels	were	not	reported	in	this	assay.	
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Vascular	reactivity	measurement	
Mice	were	anesthetized	by	intraperitoneal	injection	of	pentobarbital	(150	mg/kg).	
Mesenteric	bed	was	quickly	isolated	and	placed	in	an	ice-cold	“Krebs”	solution	of	
following	composition	(in	mmol/L):	NaCl	119,	KCl	4.7,	CaCl2(H2O)2	2.5,	MgSO4(H2O)7	
1.2,	KH2PO4	1.2,	glucose	11,	NaHCO3	25,	bubbled	with	95%	O2	and	5%	CO2	to	maintain	
pH	at	7.4.	First	order	mesenteric	arteries	(inner	diameter	100	–	300	 m)	were	carefully	
dissected,	cleaned-off	from	fat	tissue	and	cut	into	1-2	mm	segments.	Each	segment	was	
mounted	in	the	chamber	of	a	small	vessel	myograph	(620	M,	Danish	Myo	Technology	
A/S,	Aarhus,	Denmark)	using	25	 m	tungsten	wire,	as	described	previously.10	
Chambers	were	filled	with	Krebs	solution,	bubbled	with	95%	O2	-	5%	CO2	mixture	and	
kept	at	37°C.	Data	were	digitized	using	a	Powerlab	8/30	(AD	Instruments,	Paris,	France)	
and	acquired	using	the	Labchart7	software	(AD	Instruments).	Vessels	underwent	a	
normalization	procedure	which	consisted	in	stretching	the	vessels	stepwise	to	construct	
tension	–	circumference	relationship.	Rings	were	eventually	set	at	an	internal	
circumference	corresponding	to	90%	of	the	circumference	the	vessel	would	have	if	
submitted	to	a	transmural	pressure	of	100	mmHg	(13.3	kPa).	After	an	equilibration	
period	of	45-60	min,	contractile	responses	of	the	vessels	were	evaluated	by	challenging	
them	either	with	increasing	extracellular	[K+]	(using	modified	Krebs	solution	containing	
various	amount	of	KCl,	with	equimolar	substitution	of	NaCl).	Other	vessels	were	treated	
with	increasing	concentrations	of	the	thromboxane	A2	mimetic	U46619	(Interchim,	
Montluçon,	France),	added	cumulatively.	All	vessels	were	then	washed	with	Krebs	
solution	and	contracted	again	with	U46619	(3.10-7	mol/L).	Relaxant	responses	to	
cumulative	concentrations	of	either	carbachol	(Cch,	muscarinic	receptor	agonist,	Sigma-
Aldrich)	or	(2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide	diethylammonium	salt	(DEA-
NO),	a	nitric	oxide	donor	(Enzo	Life	Sciences,	Villeurbanne,	France)	were	then	evaluated.	
Contractile	responses	were	expressed	in	mN/mm	or	relative	to	response	to	a	solution	
containing	120	mmol/L	extracellular	[K+].	Relaxant	responses	were	expressed	in	%,	
relative	to	the	starting	contraction	amplitude	obtained	with	3.10-7	mol/L	U46619.	
Concentration-response	curves	were	fitted	with	the	Hill	equation	using	Prism7	software	
(GraphPad	software,	Inc.,	La	Jolla,	CA,	USA),	allowing	to	determine	EC50	(mol/L)	and	
maximal	effect	(Emax)	for	each	experiment.	Because	for	some	responses	the	curve	
fitting	was	not	successful,	corresponding	experiments	were	excluded	from	the	EC50	and	
Emax	analysis.	All	data	were	expressed	as	mean	±	SEM	of	N	experiments,	where	“N”	
represents	the	number	of	animals.	Statistical	analysis	was	performed	using	Prism7.	
Mann-Whitney	test	was	used	to	compare	EC50	and	Emax.	Also	concentration-response	
curves	were	compared	using	2-way	ANOVA.	
	
Statistical	Analyses	
For	in	vivo	experiments,	animals	were	randomly	assigned	into	different	treatment	
groups.	To	assess	significance,	we	performed	Student’s	t	test	for	independent	samples	
when	the	experimental	design	compared	only	2	groups,	or	One-Way	ANOVA	for	multiple	
group	comparisons,	or	Two	Way	ANOVA	for	independent	factors	when	appropriate	for	
the	experimental	design.	Tukey	tests	were	used	for	comparison	of	specific	experimental	
groups	when	One-way	ANOVA	gave	a	p	value	<	0.05	or,	in	the	case	of	Two	Way	ANOVA	
for	interaction	p	value	<	0.05.	Values	are	expressed	as	mean	±SEM.	
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Table	I.	Patients’	characteristics.	
	
Patients  
	

Pathology  
	

Age  
	

Sex  
	

NYHA	
class  

CHF	
duration  

LVEF  
	

BNP	  
pg/ml  

Treatments  
	

1  Cad  49  M  4  90	Mo  15	%  320  Ramipril  
2  Cad  63  M  3  4	Mo  30	%  157.8  Enalapril  
3  Nocm	 56  M  3  28	Mo  35	%  500  Ramipril,	Carvedilol  
4  Hdcm  48  F	 4  29	Mo  23	%  1249  Perindopril,	Carvedilol  

	
Cad:	coronary	artery	disease,	Nocm:	non-obstructive	cardiomyopathy,	Hdcm:	
hypertrophic	dilated	cardiomyopathy.	LVEF:	left	ventricular	ejection	fraction.	
Human	cardiac	tissue	control	samples	(LV,	mean	age	51	years	±	4.5,	S.D,	not	in	the	table)	
were	obtained	from	general	organ	donors	whose	non-diseased	hearts	were	explanted	to	
obtain	pulmonary	and	aortic	valves.	
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Table	II.	Expression	level	of	genes	involved	in	NAD	homeostasis 
 
Probe	Set	ID Gene	

Symbol 
Gene	Title Mut	

D8 
Mut	
D25 

Mut	
D25	
+PE 

	 Cont 
D25	
+PE 

1452944_at 	Afmid	
///	
Syngr2  

arylformamidase	///	synaptogyrin	2  1.19  0.78  0.92  	 0.65  

1447638_at 	Afmid	
///	
Syngr2  

arylformamidase	///	synaptogyrin	2  0.99  0.90  0.88  	 0.92  

1428885_at 	Afmid	
///	
Syngr2  

arylformamidase	///	synaptogyrin	2  1.31  0.97  1.08		 0.97  

1431722_a_at Afmid  arylformamidase  0.97  1.01  0.96		 0.99  

1432492_a_at Haao  3-hydroxyanthranilate	3,4-dioxygenase  0.99  0.99  0.98  	 1.00  

1420437_at Ido1  indoleamine-pyrrole	2,3	dioxygenase	1  0.83  1.09  0.99  	 1.01  

1425778_at Ido2  indoleamine-pyrrole	2,3	dioxygenase	2  0.99  0.96  0.95  	 0.97  

1418998_at Kmo  kynurenine	3-monooxygenase	
(kynurenine	3-hydroxylase)  

0.99  0.98  0.97  	 1.00  

1430570_at Kynu  kynureninase	(L-kynurenine	hydrolase)  1.00  0.94  0.93  	 0.96  

1451903_at Kynu  kynureninase	(L-kynurenine	hydrolase)  1.00  0.99  0.97  	 1.00  

1430359_a_at Nadsyn1  NAD	synthetase	1  1.00  0.89  0.85  	 0.92  

1417190_at Nampt  nicotinamide	phosphoribosyl	transferase  1.02  1.10  0.87  ¶  1.35  

1448607_at Nampt  nicotinamide	phosphoribosyl	transferase  1.33  1.41  0.99  	 1.14  

1454748_at Naprt1  nicotinate	phosphoribosyltransferase	
domain	containing	1  

0.64  0.86  0.86  	 1.06  

1425773_s_at Nmnat1  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	1  

0.85  0.92  0.89  	 1.00  

1429819_at Nmnat1  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	1  

0.96  1.05	 1.05  	 1.05  

1436155_at Nmnat2  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	2  

0.78  1.00  0.95  	 0.98  

1424899_at Nmnat3  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3  

1.11  0.79  0.67  	 0.73  

1432342_at Nmnat3  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3  

1.00  0.97  0.97  	 0.98  

1443149_at Nmnat3  Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA  

0.99  0.98  0.97  	 1.00  

1459128_at Nmnat3  Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA  

0.99  0.92  0.90  	 0.96  

1432342_at Nmnat3  nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3  

1.00  0.97  0.97		 0.98  

1443149_at Nmnat3  Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA  

0.99  0.98  0.97  	 1.00  

1459128_at Nmnat3  Nicotinamide	nucleotide	
adenylyltransferase	3	(Nmnat3).	mRNA  

0.99  0.92  0.90  	 0.96  

1425646_at Nmrk1	 nicotinamide	riboside	kinase	1  0.98  0.90  0.91  	 1.01  

1447503_at Nmrk1  nicotinamide	riboside	kinase	1  1.00  0.99  0.92  	 0.98  

1453898_at Nmrk2  nicotinamide	riboside	kinase	2  8.87  30.6  57.4  ¶  4.15  

1422974_at Nt5e	  5'	nucleotidase.	ecto	(CD73)  1.48  2.80  4.22  ¶  1.21  

1428547_at Nt5e	  5'	nucleotidase.	ecto	(CD73)  1.06  1.63  2.42  	 0.94  

1416530_a_at Pnp	 purine-nucleoside	phosphorylase  0.76  0.83  0.74  	 0.92  

1453299_a_at Pnp	  Similar	to	purine-nucleoside	
phosphorylase	/	LOC545044	

0.96  0.84  0.68  	 0.88  

1418836_at Qprt  quinolinate	phosphoribosyltransferase  1.00  0.99  0.99  	 1.00  
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1418837_at Qprt  quinolinate	phosphoribosyltransferase  1.00  0.99  0.98  	 1.00  

1419093_at Tdo2  tryptophan	2,3-dioxygenase  0.99  0.99  0.98  	 1.00  

1449337_at Tdo2  tryptophan	2,3-dioxygenase  0.99  0.99  0.98  	 1.00  

1455770_at Tdo2  Tryptophan	2,3-dioxygenase.	mRNA	
(cDNA	clone	MGC:25811	
IMAGE:4159877)  

0.99  0.99  0.98  	 1.00  

 

Control	(Cont)	and	SRFHKO	mutant	(Mut)	mice	were	sacrificed	at	day	(D)	8	or	25	after	
first	day	of	tamoxifen	injection.	A	group	of	control	and	a	group	of	mutant	mice	were	
treated	with	phenylephrine	(PE)	from	D10	to	25	before	sacrifice.	RNA	was	extracted	and	
processed	for	Affymetrix	Mouse	430.2	Expression	array.	Genes	with	a	fold	change	
expression	<	or	>	to	1.3	and	a	p	value	<	0.05	compared	to	non-treated	time-matched	
control	are	highlighted	in	bold	font,	green	for	upregulated	genes,	red	for	down-regulated	
genes.	¶,	genes	differentially	regulated	between	Mutant	D25+PE	and	Control	D25+PE.	
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Table	III.	Pharmacological	parameters	CE50	and	Emax	obtained	by	analysis	of	
concentration-response	curves	of	[K+],	thromboxane	mimetic	U46619	and	NO	
donor	DEA-NO	in	mesenteric	artery	rings	isolated	from	NR-supplemented	or	
control	mice. 
	

	 [K+]  U46619  carbachol  DEA-NO  

Control  

N  6  6  4a  5  

CE50  
24.7	±	2.7	
mmol/L  

18	±	8	
nmol/L  

1.7	±	0.6	  

µmol/L  

0.20	±	0.14	
µmol/L  

Emax	
3.0	±	0.3	
mN/mm  

116	±	4	%  62	±	8	%  77	±	6	%  

NR  

N  5a  6  3a  5  

CE50	
31.2	±	4.0	
mmol/L  

19	±	8	
nmol/L  

0.5	±	0.1	  

µmol/L  

0.19	±	0.10	
µmol/L  

Emax  
3.0	±	0.3	
mN/mm  

121	±	15	%  53	±	6	%  81	±	3	%  

	

Emax	for	U46619	was	expressed	relative	to	the	contraction	amplitude	obtained	with	
solution	containing	120	mmol/L	[K+].	Emax	for	carbachol	and	DEA-NO	were	expressed	in	
%,	relative	to	the	starting	contraction	amplitude	obtained	with	U46619	(100%	
corresponding	to	full	relaxation).	a:	because	for	some	responses	the	curve	fitting	was	not	
successful,	corresponding	experiments	were	excluded	from	the	EC50	and	Emax	analysis.	
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Table	IV.	LCMS	analysis	of	hepatic	NAD	metabolome	from	control	and	SRFHKO	
mutant	mice	fed	with	regular	CD	diet	or	NR-enriched	diet.	
	

Liver	
(pmol/mg)	

Control	
(n	=	4)	

Control	+	NR	
(n	=	5)	

Mutant	
(n	=	6)	

Mutant	+	NR	
(n	=	5)	

Anova	

NAD	 1615	±	432	 1916	±	636	 1163	±	40	 4245	±	1225	 §	

NADP	 118	±	27	 105	±	23	 117	±	6	 159	±	15	 	

NAAD	 5.2	±	1.7	 7.5	±	3.2	 1.7	±	0.4	 52.5	±	31.5	 	

NMN	 6.7	±	3.2	 9.1	±	3.6	 2.5	±	0.4	 23	±	8.1	 §	

ADPR	 107	±	21	 129	±	38	 89	±	13	 347	±	76	**	 §§,	i		

Uridine	 43	±	7	 53	±	11	 58	±	5	 26	±	4	*	 	i	

Cytidine	 2.5	±	0.7	 2.6	±	1	 3	±	0.4	 1	±	0.6	 	

Inosine	 311	±	81	 344	±	54	 432	±	54	 489	±	56	 ¶	

IMP	 196	±	35	 210	±	37	 311	±	32	 317	±	43	 ¶¶	

UMP	 292	±	44	 222	±	25	 243	±	21	 223	±	15	 	

CMP	 20.2	±	1.6	 18.2	±	3	 21.3	±	0.8	 16.5	±	1.4	 	

		NR		a				 2.7	±	0.9	 2.1	±	0.4	 1	±	0.5	 3.3	±	1.3	 	

Nam	 479	±	126	 433	±	86	 355	±	124	 956	±	215	*	 i	

MeNam	 4.2	±	0.6	 23.1	±	5.3	 3	±	0.7	 26.8	±	6.8	 §§	

Me-4PY	b	 2.4	±	0.5	 11.7	±	2.8	 1.3	±	0.5	 17.6	±	3.2	 §§	

(a)	n=3	for	Mutant	(b)	n=4	for	Mutant	
	
Liver	metabolite	extraction	was	performed	in	the	same	mice	than	those	analyzed	for	the	
cardiac	metabolome	in	the	Figure	3	of	the	main	manuscript.	
Statistics:	2-way	ANOVA	for	independent	samples	followed	by	post-hoc	Tukey	test:	
Genotype	effect	is	indicated	by	¶	p≤0.05,	¶¶	p≤0.01;	NR	effect	is	indicated	by	§	p≤0.05,	
§§	p≤0.01.	Interaction	effect	is	indicated	by	i	p≤0.05.	Where	interaction	was	detected,	
post-hoc	Tukey	test	was	performed	between	individual	groups:	*	p≤0.05	NR	vs	CD	for	
the	same	genotype.	
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Table	V.	Echocardiography	after	TAC	or	SHAM	surgery	

Baseline  2W  

	
SHAM  

SHAM	+	
NR  

TAC  TAC	+	NR  Anova  SHAM  
SHAM	+	
NR  

TAC  TAC	+	NR  Anova  

N  7  7  10  11  	 7  7  5  7  	

IVSThD  0.6	±	0.02  0.6	±	0  0.6	±	0.02  0.6	±	0.02  ns  0.6	±	0.02  0.6	±	0.02	 0.9	±	0.04  0.9	±	0.04  ns  

LVEDD  3.2	±	0.08  3.2	±	0.1  3.3	±	0.08  3.4	±	0.07  ns  3.6	±	0.06  3.6	±	0.09  4.2	±	0.22  4.2	±	0.17  ¶¶  

PWThD  0.6	±	0.02  0.6	±	0.02  0.6	±	0.04  0.6	±	0.04  ns  0.6	±	0.02  0.6	±	0.04  0.7	±	0.08  0.7	±	0.03  ¶¶  

IVSThS  1	±	0.03  1.1	±	0.02  1	±	0.03  1.1	±	0.02  ns  1.1	±	0.03  1.1	±	0.03  1.2	±	0.06  1.2	±	0.06  ¶¶  

LVESD  1.7	±	0.04  1.8	±	0.06  1.8	±	0.04  1.9	±	0.04  ns  2	±	0.04  2	±	0.05  3.2	±	0.26  3.1	±	0.22  ¶¶  

PWThS  1.1	±	0.05  1.1	±	0.04  1.1	±	0.04  1	±	0.02  ns  1.1	±	0.04	 1	±	0.02  0.9	±	0.07  0.9	±	0.03  ¶¶  

EDV  85	±	5.7  87	±	7.8  93	±	6  98	±	6  ns  115	±	5.7  123	±	9.2  192	±	30.9  184	±	20.5  ¶¶  

ESV  13	±	1.8  14	±	2  18	±	2  17	±	1.4  ns  20	±	0  21	±	1.4  90	±	20  80	±	15	 ¶¶  

LVEF	%  83	±	0.4  82	±	0.7  82	±	0.3  82	±	0.4  ns  82	±	0.4  83	±	0.3  55	±	3.8  59±	3.7  ¶¶  

FS	%  46±	0.5  45	±	0.7  45	±	0.3  47	±	2.6  ns  45	±	0.4  45	±	0.32  24	±	2.3  27±	2.3  ¶¶  

SV  71	±	5.1  71	±	7  75	±	4.3  84	±	4.9  ns  94	±	4.8  103	±	7.1  102	±	10.2  106	±	7.2  ns  

h/r  0.4	±	0.01  0.4	±	0.01  0.4	±	0.01  0.4	±	0.01  ns  0.3	±	0.01  0.3	±	0.02  0.4	±	0.03  0.4	±	0.02  ¶¶  

HR  638	±	9.7  605	±	6.7  616	±	8.4  614	±	7.1  ns  638	±	9.7  629	±	12.8  549	±	37.8  591	±	12.3  ¶¶  

CO  46	±	3.7  43	±	4.4  46	±	2.8  51	±	2.9  ns  60	±	3.3  65	±	4.4  55	±	2.3  62	±	3.6  ns  

LV	
mass  

54	±	1.8  55	±	3.4  59	±	5.2  58	±	4.3	 ns  66	±	3.2  67	±	5  136	±	13.7  126	±	9.8  ¶¶  

4w  6w  

N  7  7  5	 7  Anova  7  7  4  7  Anova  

IVSThD  0.6	±	0.02  0.7	±	0.02  0.9	±	0.04  
0.8	±	0.02	
**,	#  

¶¶,	ii  0.6	±	0.02  0.6	±	0.02  0.8	±	0  0.9	±	0.02  ¶¶,	§§  

LVEDD  3.5	±	0.09  3.7	±	0.1  4.3	±	0.33  4.4	±	0.2  ¶¶  3.6	±	0.07  3.7	±	0.08  4.8	±	0.19  4.7	±	0.25  ¶¶  

PWThD  0.5	±	0.02  0.6	±	0.03  0.8	±	0.08  0.8	±	0.07  ¶¶  0.6	±	0.04  0.6	±	0.03  0.7	±	0.06  0.8	±	0.05  ¶¶  

IVSThS  1.1	±	0.04  1.1	±	0.03  1.2	±	0.07  1	±	0.02  i  1.1	±	0.04  1.1	±	0.02  1.1	±	0.03  1.1	±	0.05  ns  

LVESD  1.9	±	0.05  2.1	±	0.06  3.5	±	0.47  3.5	±	0.23  ¶¶  1.9	±	0.04  2.1	±	0.06  4.1	±	0.26  3.7	±	0.28  ¶¶  

PWThS  1	±	0.04  1.1	±	0.04  1.1	±	0.07  1	±	0.03  ns  1.1	±	0.04  1	±	0.04	 0.8	±	0.05  1	±	0.05  ¶¶  

EDV  109±	7.4  129	±	9.9  206	±	42.5  217	±	24.8  ¶¶  119	±	5.9  139	±	6.7  272	±	28.7  270	±	35.4  ¶¶  

ESV  19	±	1.4  23	±	1.8  128	±	39.2  116	±	19.1  ¶¶  19	±	1.4  24	±	2  167	±	27.5  143	±	25.9  ¶¶	

LVEF	%  82	±	0.5  81	±	0.3  46	±	9.1  48	±	3.7  ¶¶  83	±	0.4  82	±	0.5  39	±	5.1**  50	±	3.7	**,	#  ¶¶,	i  

FS	%  45	±	0.6  44	±	0.3  20	±	5.2  21	±	2  ¶¶  45	±	0.5  45	±	0.5  16	±	2.6***  22	±	2.1	**,	##  ¶¶,	i  

SV  91	±	6.3  104	±	8.4  80	±	4.5  100	±	9  ns  97	±	5.2  110	±	4.4  105	±	6.5  130	±	11.3  ¶¶  

h/r  0.3	±	0.01  0.4	±	0.02  0.4	±	0.04  0.4	±	0.01  ns  0.3	±	0.01  0.3	±	0.01  0.3	±	0.03  0.4	±	0.02  ¶¶  

HR  645	±	11  
636	±	
10.8  

575	±	20.7  586	±	20.9  ¶¶  628	±	6.5  636	±	10.7  598	±	38.7  568	±	24.6  ¶¶  

CO  59	±	4.7  67	±	6  46	±	1.6  62	±	2.9  §  61	±	3.3  70	±	3.3  63	±	6.2  74	±	7.6  ns  

LV	
mass  

62	±	3.6  80	±	3.8  156	±	22.6  141	±	15.8  ¶¶  65	±	5.1  72	±	4.2  146	±	6.3  173	±	18.3  ¶¶  

	

Abbreviations:	IVSThD	and	IVSThD,	interventricular	septum	thickness	in	diastole	and	
systole;	LVEDD	and	LVESD,	left	ventricle	end-diastolic	and	end-systolic	diameter;	PWTh,	
LV	posterior	wall	thickness;	EDV	and	ESV,	end-diastolic	and	end-systolic	volume;	LVEF,	
LV	ejection	fraction;	FS,	LV	fractional	shortening;	h/r,	LV	wall	thickness/radius	ratio;	
HR,	heart	rate;	CO,	cardiac	output.	Two-way	factorial	ANOVA	for	independent	samples:	
¶¶	p≤	0.01	for	the	TAC	effect;	§	p≤	0.05,	§§	p≤	0.01	for	the	NR	effect;	i	p<	0.05,	ii	p≤	0.01	
for	the	interaction	effect.	ANOVA	was	followed	by	a	post-hoc	Tukey	test	when	
interaction	was	significant:	**,	p≤	0.01,	***,	p≤	0.001	vs	the	SHAM	group;	#,	p≤	0.05,	##,	
p≤	0.01	for	the	effect	of	NR	within	the	TAC	group.	 	
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Table	VI:	Antibody	list	
Target	protein  Antibody	Supplier.	ref	#  Dilution  

Acetyl-CoA	Carboxylase	(ACC)  Thermoscientific.	#	MA5-15025	  1/1000  

ACC	Phospho-Ser79  Thermoscientific.	#	PA5-17725  1/1000  

AMPKα  Cell	Signaling	#2532  1/1000  

AMPKα	(Phospho-Thr172)  Cell	Signaling	#2535  1/1000  

FKHR	(H-128)(FoxO1)  Santa	Cruz	BT.	#	sc-11350  1/1000  

Ac-FKHR	(D-19):  Santa	Cruz	BT..#	sc-49437  1/200  

Acetyl-Lysine  Cell	Signaling	#9441  1/1000  

Citrate	Synthase  Abcam  	

GAPDH  Sigma	#G9545  1/3000  

Aconitase	2  Kind	gift	of	Anne	Laure	Bulteau  
(Bulteau	et	al.	Biochemistry.	
2003;42(50):14846-55)  

1/500	

HA	epitope  Sigma	#H6908  1/500  

NMRK2	  Generated	by	BioGenes	(see	below)  1/500  

PARP	  Cell	Signaling	#9532  1/1000  

PAR	(Anti-Poly	(ADP-Ribose)  Pharmingen	#551813	 1/500  

p53	(acetyl	K386)	  Abcam	#ab52172  1/500  
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Figure	I.	NR	supplementation	did	not	alter	vascular	reactivity	of	isolated	
mesenteric	artery	rings.	Vasomotor	response	curves	to	increasing	concentrations	of	K+	

(A),	the	thromboxane	mimetic	U46619	(B),	the	muscarinic	receptor	agonist	carbachol	
(Cch,	C)	or	the	NO	donor	diethylamine-nonoate	(DEA-NO,	D)	were	studied	on	mesenteric	
artery	rings	isolated	from	NR-supplemented	mice	(NR,	filled	squares)	or	control	mice	
(Control,	empty	circles).	In	B,	contraction	was	expressed	relative	to	the	contraction	
amplitude	obtained	with	solution	containing	120	mmol/L	[K+].	In	C	and	D,	relaxant	
responses	were	expressed	in	%,	relative	to	the	contraction	amplitude	obtained	with	
U46619.	Data	are	mean	±	SEM	of	N=5-6	animals.	No	significant	difference	was	found	
between	NR	and	control	groups	in	any	of	the	response	tested	(2-way	ANOVA).	
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Figure	II.	Histological	assessment	of	cardiomyocytes	shape	in	SRFHKKO	mice	fed	
with	control	diet	or	NR-enriched	diet	compared	to	control	mice	on	regular	control	
diet.	(A)	Transverse	heart	section	taken	in	the	middle	region	between	apex	and	base	
were	stained	with	Anti	h1-Vinculin	staining	was	used	to	label	cardiomyocytes	
sarcolemma	and	intercalated	disks.	Confocal	images	were	acquired	in	the	middle	of	the	
posterior	wall	of	the	LV	were	cardiomyocytes	are	cut	in	the	longitudinal	axis.	(B)	
Cardiomyocytes	area,	(C)	length	(Feret)	and	(D)	width	(minFeret)	were	calculated	using	
Image	J	software	in	3	independent	mice	for	each	group.	Statistics:	A	Chi2	test	was	
applied	to	test	the	frequency	distribution	of	cardiomyocytes.	Alpha	level	was	adjusted	to	
1.67E-2	(0.05	/	3	comparisons).	Control	N=3,	148	cardiomyocytes;	Mut	SFRHKO	N=3	
individual,	113	cardiomyocytes;	Mut	SRFHKO	+	NR,	N=3	individuals,	132	cardiomyocytes.		
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Figure	III.	Cardiac	NAD+	and	NADH	quantification	in	control	and	SRFHKO	mice	at	
day	50	following	45	days	of	NR	enriched	diet.		
Cardiac	metabolites	were	extracted	by	the	boiling	method	in	buffered	ethanol.	The	
extracts	containing	the	sum	of	free	NAD+	and	NADH	(total	free	NAD)	or	NAD+	only	after	
selective	heat	degradation	of	NADH	in	acid	conditions	were	quantified	by	the	
colorimetric	alcohol	dehydrogenase	NAD	recycling	assay.	NADH	levels	were	calculated	
by	the	substraction	of	quantified	NAD+	levels	from	total	NAD.	(A)	NAD+	values	in	pmole/	
mg	of	heart	tissue;	control	CD	n=6,	control	NR	n=6,	SRFHKO	CD	n=6,	SRFHKO	NR	n=5.	
(B)	NADH	values	in	pmole/	mg	of	heart	tissue,	control	CD	n=5,	control	NR	n=6,	SRFHKO	
CD	n=5,	SRFHKO	NR	n=4.	(C)	NAD+/NADH	ratio.	Two-way	factorial	ANOVA	for	
independent	samples:	¶¶	p≤	0.01	for	the	genotype	effect;	§§	p≤	0.01	for	the	NR	effect.	

	

	 	



 

 

  

Diguet	et	al.	Nicotinamide	riboside	preserves	cardiac	function	in	a	mouse	
model	of	dilated	cardiomyopathy	

	

	 20	

	
	
Figure	IV.	Acetylation	and	parylation	level	of	cardiac	proteins	
Equal	quantities	of	cardiac	proteins	from	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	regular	diet	
(CD	or	NR	enriched	diet	were	extracted	at	D45	and	analyzed	by	SDS-PAGE.	
(A)	Western	blot	analysis	using	an	anti-PAR	antibody		
(B)	Western	blot	analysis	using	an	anti-acetyl-Lysine	antibody.	Arrows	on	the	right	
points	to	bands	whose	signal	is	increased	in	NR-fed	animals	compared	to	CD	diet.	
(C)	Western	blot	for	GAPDH	is	shown	as	a	loading	control.	
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Figure	V.	Western	blot	analysis	for	Acetyl-p53	protein	in	cardiac	extracts	from	
control	and	and	SRFHKO	mice	fed	with	control	CD	diet	or	NR-diet.	
Top:	anti-acetyl	p53	immunoblot.	Bottom:	Ponceau	staining	is	shown	for	loading	control	
	
	
	 	



 

 

  

Diguet	et	al.	Nicotinamide	riboside	preserves	cardiac	function	in	a	mouse	
model	of	dilated	cardiomyopathy	

	

	 22	

	
	
Figure	VI.	Western	blot	analysis	for	mitochondrial	proteins	in	cardiac	extracts	
from	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	control	CD	diet	or	NR-diet.	(A)	Mouse	anti-
Acetyl-Lysine	(K103)	immunoblot	of	supernatant	and	eluate	of	immunoprecipitated	
cardiac	protein	extract	with	preiimmune	rabbit	IgG.	

	(B)	Citrate	synthase	immunoblot.	N=3	for	each	group.	Right	graphs	show	quantification	
performed	with	Image	J	software	following	the	background	substraction	method.	Two-
way	factorial	ANOVA	for	independent	samples.	¶	p≤	0.05	for	the	genotype	effect.	
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Figure	VII.	Impact	of	NR	on	genes	involved	in	energy	 metabolism	and	
mitochondrial	respiration	in	permeabilized	fibers.	

LV	tissue	were	harvested	in	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	regular	chow	diet	(CD)	or	
NR	from	D5	to	day	45	and	split	for	RTqPCR	analysis	or	isolation	of	cardiac	fibers	for	
respiration	studies	(Figure	3	and	S3).	(A-C)	RT	qPCR	analysis	of	transcriptional	
regulators	of	energy	metabolism	(A).	Genes	involved	fatty	acid	beta-oxidation	(B)	and	
glycolysis	(C).	(D-G)	Cardiac	fibers	were	isolated	from	adults	LV	45	days	after	tamoxifen	
injection	in	control	and	SRFHKO	mice	fed	with	regular	chow	diet	(CD)	or	NR	enriched	diet	
(NR)	in	the	same	series	of	mice	than	shown	in	Figure	3R-U.	(D)	Rate	of	mitochondrial	
oxygen	consumption	in	permeabilized	cardiac	fibers	using	a	Clarke	electrodes	after	
successive	addition	of	indicated	substrates.	Individual	samples	were	analyzed	in	
triplicates	(n=5	individuals	for	each	group).	(E)	Km	ADP.	(F)	Km	Creatine.	(G)	Acceptor	
control	ratio	for	ADP	(ACR).		Two-way	factorial	ANOVA	for	independent	samples.	¶	p≤	
0.05,	¶¶¶	p≤	0.001	for	the	genotype	effect.		
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Figure	VIII.	NR	impact	in	adult	rat	cardiomyocytes.	NAD	(A)	and	Nmrk2	mRNA	(B)	
levels	in	adult	rat	cardiomyocytes	(ARC).	ARC	were	treated	with	10	µM	FK866,	20	µM	
azaserin	or	1	mM	NR	for	65	h.	NAD	(NAD+	+	NADH)	was	extracted	by	the	boiling	
buffered	ethanol	method.	Data	are	given	as	µM	concentration	in	cells	using	an	average	
30	pl	cellular	volume¶,	¶¶:	One-Way	ANOVA	statistic	p<	0.05,	and	p<0.01,	respectively.	
**,	***,	p<	0.01	and	<	0.001,	respectively	for	post-hoc	Tukey	test	between	any	group	
versus	NT	control	cells;	ns	non-significant.		
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Figure	IX.	Impact	of	NR	on	NRC	oxygen	consumption	rates	following	mitochondrial	
stress	protocol.	This	figure	complements	Figure	4	of	the	main	manuscript.	NRC	grown	
on	Seahorse	96	well	plates	were	analyzed	at	day	8	after	5	days	of	treatment.	(A)	
Coupling	efficiency	is	measured	as	(ATP	Production	Rate)	/	(Basal	Respiration	Rate).	(B)	
Spare	respiratory	capacity	is	(Maximal	Respiration)	–	(Basal	Respiration).	(C)	Spare	
respiratory	capacity	as	a	%	is	defined	as	(Maximal	Respiration)	/	(Basal	Respiration).	
(D)	Non	mitochondrial	oxygen	consumption	rate	is	the	minimum	rate	measurement	
after	inhibition	of	respiration	with	rotenone	and	antimycin	A.	(E)	Proton	leak	is	
calculated	as	the	(minimum	rate	measurement	after	Oligomycin)	–	(non-mitochondrial	
respiration).	N=	10	for	each	group.	¶,	¶¶,	¶¶¶:	One-Way	ANOVA	statistic	p<	0.05,	<0.01	
and	<	0.001,	respectively.	**,	***,	p<	0.01	and	<	0.001,	respectively	for	post-hoc	Tukey	
test	between	any	group	versus	NT	control	cells.	#,	###,	p	<	0.05,	and	<	0.001,	
respectively	for	post-hoc	Tukey	test	for	other	comparisons,	notably	NR	100	µM	versus	
FK866	10	µM	+	NR	100	µM	and	FK	10	µM	versus	FK866	10	µM	+	NR	250	µM.	
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4.2.3 Discussion 

Dans cette étude, nous avons montré pour la première fois dans le cœur les effets 

de la supplémentation en NR sur la fonction cardiaque dans le contexte de la CMD induite 

par la délétion de SRF. De façon très encourageante, nous avons démontré que le NR 

permettait de prévenir l’altération des paramètres fonctionnels cardiaques mesurés par 

échocardiographie. La fraction d’éjection du ventricule gauche est ainsi moins diminuée 

chez les animaux SRFHKO ayant été supplémentés avec la vitamine, et les animaux ont été 

complètement protégés contre la dilatation cardiaque et l’amincissement des parois du 

ventricule gauche, préservant ainsi le ratio h/r (épaisseur des parois du VG sur rayon du VG 

en systole) qui est normalement réduit dans le contexte de la CMD.  

Cette amélioration fonctionnelle passe par une protection du métabolisme du NAD. 

Nous avons montré que comme dans d’autres modèles d’insuffisance cardiaque, le taux de 

NAD est réduit dans le cœur des animaux SRF-HKO, et que le NR permettait de compenser 

efficacement cette chute pour maintenir le taux de NAD à un niveau normal. De manière 

intrigante, nous avons montré que la kinase NMRK2 était induite chez le modèle SRFHKO dès 

8 jours après injection de tamoxifène, à un stade encore complètement asymptomatique 

sur le plan fonctionnel. Cette activation transcriptionnelle se poursuit pour atteindre à 45 

jours, lorsque la cardiomyopathie est bien installée, un niveau d’expression équivalent à 40 

fois celui retrouvé chez des animaux contrôles. En parallèle, la NAMPT, qui est l’enzyme 

classiquement responsable de la majorité de la production de NMN à partir du précurseur 

NAM, voit son niveau d’expression réduit. En interrogeant la base de données Gene 

Expression Omnibus (GEO) nous nous sommes aperçu que l’expression de NMRK2 était 

également induite dans d’autres modèles de cardiomyopathies liées à des mutations dans 

les gènes de la lamine A (Muchir et al., 2007), de l’isocitrate déshydrogénase 2 (Akbay et 

al., 2014), ou PGC-1α (Martin et al., 2014) par exemple. La NAMPT a également été décrite 

comme réduite dans plusieurs modèles de stress cardiaque (Hsu et al., 2014). Ces 

observations ont toutes été faites chez des modèles murins, mais nous montrons dans cette 

étude qu’une transition similaire est induite dans le cœur chez des patients insuffisants, avec 

une réduction de l’expression protéique de la NAMPT et une induction de la NMRK2. Si l’on 
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considère l’hétérogénéité relative entre ces différents modèles et le fait que ce mécanisme 

est également retrouvé chez l’homme, on peut se permettre de considérer que cette 

transition d’une voie de synthèse médiée préférentiellement par la NAMPT à une voie de 

synthèse médiée par la NMRK2 est un mécanisme commun d’adaptation dans le cœur 

insuffisant.  

L’activation de la voie de biosynthèse du NAD+ à partir du NR plutôt que par le NAM 

dans les conditions de déficit énergétique que l’on sait associées à l’insuffisance cardiaque 

peut s’expliquer par la différence de coût énergétique que nécessitent ces deux voies pour 

la production d’une molécule de NAD+. La synthèse à partir du NR ne nécessite en effet que 

2 molécules d’ATP, alors que celle à partir du NAM nécessite 4 molécules d’ATP car elle 

nécessite en plus 2 ATP pour la formation du phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP) dont a 

besoin la NAMPT pour former le NMN. Ainsi, ce mécanisme serait une réponse adaptative 

pour épargner au cœur une consommation énergétique trop importante. 

J’ai participé à démontrer dans cette étude que l’inhibition pharmacologique de la 

des voies de biosynthèse du NAD+ via la NAMPT par traitement à la FK866 chez des 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés induisait une déplétion sévère du taux de NAD+ 

cellulaire, associée à une forte induction de l’expression de la kinase NMRK2 sans 

modification de l’expression de NMRK1, comme observé in vivo en conditions de stress 

énergétique. En accord avec cette hypothèse, l’étude montre que le promoteur du gène 

Nmrk2 est sensible à l’activation de la voie AMPK, soit par l’AICAR qui sous sa forme 

phosphorylée est un agoniste de l’AMP activateur allostérique de l’AMPK, soit via le stress 

énergétique induit par l’inhibition de la NAMPT et la chute du NAD qui s’ensuit ou encore 

l’inhibition de la Créatine Kinase. Dans les conditions basales où la NMRK2 n’est pas activée, 

le traitement au NR n’a que peu d’effets sur les taux de NAD+. En revanche, lorsque les 

cellules sont déplétées par traitement à la FK866, nous avons démontré que le traitement 

au NR permettait de préserver le taux de NAD+, ce qui suggère que cette voie NMRK2 n’est 

activée et nécessaire au maintien du taux de NAD+ qu’en conditions de stress énergétique 

où la voie principale de la NAMPT est altérée, et corrobore les observations in vivo dans le 

contexte de l’insuffisance cardiaque.  



 

 153 

Les analyses métaboliques que j’ai réalisées dans cette étude pour étudier le 

métabolisme oxydatif mitochondrial et de la glycolyse ont montré que le NR n’avait pas 

d’impact direct sur l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale chez des 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés en culture, mais qu’il était capable de stimuler la 

glycolyse de façon dose-dépendante. La FK866, en inhibant la NAMPT et déplétant les taux 

de NAD+ intracellulaires inhibe la respiration mitochondriale et la glycolyse. Mais de façon 

surprenante, la supplémentation en NR dans ces conditions permet de restaurer les 

capacités glycolytiques à un niveau équivalent à des cellules non traitées, mais pas la 

respiration mitochondriale qui reste altérée, à des doses de NR que nous avons pourtant 

identifiées comme étant suffisantes pour restaurer complètement les taux cellulaires NAD+. 

Pourquoi cette différence ? Une des hypothèses que soulève ces observations est celle de 

la compartimentation de la signalisation du NAD. En effet, il est possible que le NAD ne soit 

pas réparti uniformément dans les cellules mais qu’il existe différents pools répartis dans les 

différents compartiments cellulaires comme le noyau, le cytoplasme et les mitochondries. 

S’il est probable que le NAD puisse passer librement à travers les pores nucléaires et qu’il 

soit ainsi globalement à l’équilibre entre le cytoplasme et le noyau, il ne pourrait pas passer 

à travers la membrane interne mitochondriale (Liana Roberts Stein & Imai, 2012), même s’il 

existe un mécanisme de transfert des équivalents réducteurs entre cytosol et matrice 

mitochondriale via les navettes malate/aspartate et glycerol-3-phosphate. Il est donc 

envisageable que si les taux cellulaires globaux du NAD ne soient pas altérés comme on le 

montre ici, il y ait toutefois des différences de répartition du NAD produit à partir du NR 

entre le cytosol et la mitochondrie, ce qui pourrait expliquer pourquoi le NR est capable de 

stimuler la glycolyse en conditions basales et de compenser sa chute après déplétion des 

taux de NAD, alors qu’il ne restaure pas l’altération de la respiration mitochondriale. 

Une autre hypothèse pour expliquer ces différences serait que, sur le même principe 

que le système des CK qui forment des complexes localisés pour produire localement l’ATP 

au niveau des sites consommateurs comme au niveau des sarcomères, la NMRK2 ou la 

kinase NMRK1 soient localement associé dans le cytosol aux complexes glycolytiques. Ainsi, 

le NR supplémenté serait préférentiellement transformé en NMN pour donner du NAD à 

proximité des enzymes qui le consommeraient directement pour faire tourner la glycolyse.  
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4.3 Rôle de la kinase NMRK2 dans le cœur à l’état basal 

4.3.1 Introduction 

Comme nous l’avons montré précédemment, la kinase NMRK2 semble être activée 

dans un mécanisme de préservation de l’énergétique cardiaque dans le cœur insuffisant. 

Cependant, cette protéine est très peu exprimée à l’état basal, et sa fonction dans le muscle 

cardiaque n’a encore jamais été décrite. Les kinases NMRK ont été identifiées pour la 

première fois chez la levure par l’équipe de C. Brenner, qui a été la première à identifier le 

NR comme nouveau précurseur du NAD+  (Bieganowski & Brenner, 2004). Depuis, de rares 

études ont cherché à comprendre le rôle de ces kinases dans différents tissus chez les 

mammifères, mais rien n’est encore connu sur leur fonction dans le cœur.  

Dans cette étude du laboratoire et à laquelle j’ai participé, nous avons cherché à 

déterminer le rôle de NMRK2 dans le cœur à l’état basal, et son implication dans la 

signalisation du NAD ainsi que la part qu’elle occupe dans celle-ci en regard de son 

homologue NMRK1. Pour cela, nous avons généré un modèle murin d’invalidation de 

NMRK2, dont nous avons suivi la fonction cardiaque par échocardiographie, et analysé au 

cours du vieillissement les taux de NAD et l’expression de gènes et protéines impliquées 

dans le métabolisme du NAD. 

 

4.3.2 Résultats 

 Cette étude en cours de finalisation fera l’objet d’une publication prochainement 

dans laquelle je suis 2ème auteur. J’ai contribué à ces travaux en réalisant des dosages des 

taux de NAD et des analyses d’expression de gènes en RT-qPCR. 
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ABSTRACT 

Aims-Dilated cardiomyopathy (DCM) is a severe heart disease characterized by reduced systolic 

function, extracellular matrix disorganization and metabolic defects. In various mouse models 

of DCM, we found a robust increase in the expression of the nicotinamideriboside kinase 2 

(Nmrk2) implicated in the synthesis of NAD, a major coenzyme in energy metabolism and a 

signaling molecule used bysirtuins. NMRK2 protein is similarto the muscle integrin binding 

protein (MIBP) that binds to the integrin α7β1heterodimer.The role of Nmrk2 in the heart is 

unknown.Methods and Results-We generated Nmrk2-KO mice that were viable. Young Nmrk2-

KO mice were able to develop a normal cardiac hypertrophic response to angiotensin-II 

exposure and transverse aorta constriction (TAC) but follow-up echocardiography until 8 weeks 

post-TAC and during ageing from 5 to 24 months revealed a more severedecrease in the 

ejection fraction (EF) and the development of a DCM phenotype. RT-qPCR analysis of cardiac 

mRNAs showed an increase in the slow, cardiac, β myosin heavy chain isoform starting at 12 

months. NMRK2 was not essential to maintain myocardial NAD levels in response to pro-

hypertrophic treatments and in young adults. However Nmrk1 and Namptexpression level 

declined strongly with aging and Nmrk2-KO mice displayed a 50% reduction in myocardial NAD 

levels at 24 months. The α7β1 integrin complex was repressed at this age. At the histological 

level,immunofluorescent analyses and electron microscopy revealed a defect in laminin 

deposition in the basal lamina and enlarged intercellular space in the Nmrk2-KO heart. Red 

sirius staining confirmed the development of cardiac fibrosis. Conclusion-The Nmrk2gene is 

required to preserve cardiac function and structure during ageing and becomes a major 

component of the NAD biosynthetic pathways at late age. Molecular characterization of 

compounds modulating this pathway could give future therapeutic prospect. 
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INTRODUCTION 

Dilated Cardiomyopathy (DCM) is a severe heart disease characterized by the dilation of the left 

and right ventricles leading to a systolic dysfunction and reduced ejection fraction, without 

hypertension or pressure overload or coronary artery disease sufficient to cause global systolic 

impairment [1, 2]. DCM most often leads in its final stage to heart failure (HF) and is the principal 

cause of heart transplantation in the western world [3].The lack of specific therapeutic options 

for DCM patient drives the need for further research on the molecular mechanisms involved in 

the remodeling of cardiac chamber and the transition toward HF. There are genetic and non-

genetic causes to DCM. Mutations in genes encoding mostly cytoskeletal or sarcomeric 

proteins, have been identified in monogenic forms of DCM though modern high-throughput 

sequencing approaches suggest that multiple gene variants may be involved in some cases [2, 4]. 

Non-genetic causes are linked to exposure to toxins such as alcohol or anthracyclines, or 

enteroviral infection (myocarditis) but the susceptibility to develop DCM is likely to be 

modulated by genetic mechanisms [2]. 

A common feature for DCM is the combination of cardiac structural remodeling, which involves 

major alterations in cardiomyocytes shape and connection with the extracellular matrix (ECM); 

and metabolic remodeling, which involves mitochondrial dysfunction and depressed energy 

transfer through the creatine-phosphocreatine shuttle [5, 6]. Several gene expression profiling 

studies have shown that these defects are associated with major changes in the expression 

level of cardiac genes encoding sarcomeric proteins, cytoskeleton linkers and components of 

the plasma membrane complexes like the integrin receptors and the dystrophin-glycoprotein 

complex connected to the extracellular matrix (ECM) [7, 8]. Genes encoding proteins involved in 

the regulation of energy metabolism and mitochondrial oxidative metabolism are also clearly 

depressed in DCM [9].  

With the aim of identifying pathways common to different forms of DCM, we searched in 

publicly available transcriptomic data sets analyzing cardiac gene expression. We identified a 

gene that has two names in different databases, integrin β1 binding protein 3 (Itgb1bp3) or 

nicotinamide riboside kinase 2 (Nmrk2, official symbol), which is very strongly upregulated in 
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several animal models of DCM with different etiologies. Nmrk2 expression is increased in 

models of DCM related to mutations in genes coding phospholamban [9], lamin-A (GEO dataset 

GDS2746) [10], isocitrate dehydrogenase 2 (GDS4893)[11], cardiac-specific PPAR coactivator 1-

alpha (PGC1α) (GDS4776) [12], or transferrin receptor Tfr1 (GDS4776) [13]. In our own model of 

Serum Response Factor cardiac-specific knock-out mice that develop a severe DCM phenotype 

evolving to terminal HF, Nmrk2 is strongly upregulated up to 30 fold (GSE84142)[14]. Our 

examination of recent RNA-seq studies on cardiac biopsies of DCM patients revealed that 

Nmrk2 can be upregulated in some individuals though the baseline expression level appears to 

be higher in human non failing hearts [15]. 

The first identification of this gene and functional analysis of the protein product of Itgb1bp3, 

the muscle integrin binding protein (MIBP) came from a yeast two-hybrid screen for β1 integrin 

cytoplasmic tail [16]. MIBP interacts specifically with the α7β1 integrin heterodimer and its 

overexpression stimulates, via an unknown mechanism, the phosphorylation of paxillin, 

another integrin binding protein, and inhibits the deposition of laminin in the ECM [17] . 

Strikingly a mutation of the Nrk2b gene, the homologue in zebrafish of mammalian 

Nmrk2/Itgb1bp3 gene, also causes a defect in the deposition of laminin and abnormal muscle 

morphology [18]. The human NMRK2 gene was identified in a conserved eukaryotic NAD+ 

biosynthetic pathway mediated by the nicotinamide riboside kinase gene Nrk1 in yeast and 

Nmrk1 and Nmrk2 genes in humans. NMRK2 was described as encoding a 230 amino acid (aa) 

splice variant of the previously described 186 aa MIBP protein [19]. While MIBP was unable to 

phosphorylate the nicotinamide riboside, a B3 vitamin precursor of NAD+, the full length 

NMRK2 protein was as efficient as NMRK1. In the actual build of GenBank, the 186 aa MIBP 

variant is not described anymore, though a similar 150 aa splice variant (isoform 2) is now 

reported. The mouse Nmrk2 gene is described as producing a single 195 aa protein that 

contains the catalytic domain present in human NMRK1 and full-length human NMRK2 proteins 

with whom it is shares 83% identity. 

Considering that Nmrk2 was involved both in i) integrin signaling and extracellular matrix 

composition which are major altered mechanism in DCM [7]; ii) synthesis of NAD+, a major 
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coenzyme in the oxidation of energetic substrate and mitochondrial oxidative phosphorylation 

metabolism, and a co-substrate in signaling pathways such as Sirtuins deacetylases, 

poly(ADPribose) polymerases (PARPs), and CD38 ADPribose cyclase, regulating energy 

metabolism, resistance to oxidative stress and calcium signaling, which are all involved in 

cardiac remodeling[20], we postulated that Nmrk2 could play a role in the heart during 

development or in the adult. Here we present the first analysis of Nmrk2 knock-out mice 

showing its important role in cardiac functions and remodeling during ageing. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Transgenic mice 

All experiments with animals conformed to the Directive 2010/63/EU of the European 

Parliament and were approved by the ethics committee Charles Darvin #5 (agreement 

00369.01). ES cells heterozygous for the Nmrk2tm1(KOMP)Vlcg allele were obtained from the 

Knockout Mouse Project Repository (KOMP). Definitive null allele was obtained by replacement 

of all exons and introns of the Nmrk2 gene by a lacZ reporter gene followed by floxed neomycin 

resistance gene in VGB6 ES cells in C57BL/6NTac genetic background. ES were implanted in 

C57BL/6N blastocysts at CNRS-TAAM Transgenic animals facility (TAAM), Villejuif, France. Mice 

were maintained in this background. Homozygous Nmrk2-KO mice were viable and fertile. 

SRFHKO mice bear the tamoxifen-inducible α-MHC-MerCreMer transgene and the Srffloxed allele 

(Sf/Sf) as described previously 19. Tamoxifen (Sigma T5648) was administrated by i.p.  injection 

at a dose of 0.7 mg diluted in 100 µl peanut oil at D0, D1 and D2 to SRFHKO mice and Sf/Sf 

littermates used as controls. 

 

Transverse aortic constriction (TAC) 

Mice were anesthetized with 2% isoflurane. The neck was opened to release the trachea 

quietly and gently the skin is cut and the muscle above the trachea gently spread in order to 

visualize the trachea and to verify that the introduction of the intubation cannula is done 

correctly. Then the respirator is connected and switched on (about 170 strokes/minute and 
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V = 200 μl for 30g. TAC was created using 7.0 suture banded between the carotid arteries 

over a 27-gauge needle. The needle was then gently removed, creating a constriction. The 

heart accelerates immediately. The 27-gauge needle was then removed and a 6.0 suture 

was done. Following chest closing and skin suturing, mice were allowed to recover and 

continued with the experimental process. 

 

 

 

Angiotensin-II administration 

Angiotensin-II (SIGMA-Aldrich, St Louis, MO, USA, #A9525) was dissolved in 150mM NaCl and 

1mM aceticacid. Angiotensin-II was delivered chronically at a rate of 3.0µg/g of body 

weight/day for 14 days by implanting osmotic mini-pumps (ALZET 2002) subcutaneously.  

 

X-Gal staining 

X-Gal detection of the LacZ reporter gene product was performed as follow: The embryo as 

well as the different organs were fixed 30minutes at 4°C in 1% formaldehyde, 0.02% NP40, 

0.01% Sodium deoxycholate in PBS 1X pH 7.4, the washed in PBS 1X solution containing 

0.02% NP40, 0.01% and 0.01% Sodium deoxycholate. The coloration was then performed 

o/n at 30°C with agitation in PBS solution containing 1mg/ml X-Gal, 5mM MgCl2, 5mM 

K3Fe(CN)6, K4Fe(CN)6 0.02% NP40, 0.01% Sodium deoxycholate[21]. 

 

NicotinamideRiboside supplementation 

For NR supplementation experiments, NR (kindly supplied by Chromadex Inc., Irvine, USA) was 

dissolved in the drinking water at 2 mg/mL in light-protected bottles and changed every 3 days 

for a period of 40 days. For a measured average water consumption of 6 ml/day/mouse of 25 to 

30 g, it corresponds to an average dosage of 400 to 480 mg NR/kg/day. 
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Echocardiography 

Transthoracic echocardiography was performed on lightly anesthetized mice   given isoflurane 

(induction with 2% isoflurane 100% O2 and maintained with 0.5% isoflurane 1O2). 

Non-invasive measurements of left ventricular dimension were evaluated using Doppler 

echocardiography (Vivid 7 Dimension/Vivid7 PRO; GE Medical Systems) with a 

probe ultrasound frequency range of 9−14 MHz.  The two-dimensionally guided time motion 

recording mode (parasternal long-axis view) of the left ventricle (LV) provided the following 

measurements:diastolic and systolic septal (IVS) and posterior wall thicknesses (LVPW); 

internal end-diastolic (LVEDD) and end-systolic diameters(LVESD); and heart rate. Each set of 

measurements was obtained from the same cardiac cycle.  At least 3 sets of measurements 

were obtained from 3 different cardiac cycles. LV fractional shortening (FS) was calculated 

using the formula: (LVEDD–LVESD)/LVEDD×100. LV myocardial volume (LVV), LV end-diastolic 

volume (EDV), and end-systolic   volume   (ESV) were calculated using a half-ellipsoid model 

of the LV. From these volumes, LV ejection fraction (EF) was calculated using the formula: 

 (EDV-ESV)/EDV×100.   

 

RNA Extraction and Quantification 

cDNAs were reverse transcribed from 1.5 µg RNA extracted in TRIZOL (Thermofisher) from 

cardiac tissue using the superscript II Reverse transcriptase (Life Technologies). Quantitative 

PCR was carried out on a Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) using Fast Start SYBR Green 

Master (Roche Diagnostics). Quantification of gene expression was calculated as R=2ΔCt (Ref 

Cp-target Cp), with GAPDH or HPRT used as a reference. Primers were designed using the NCBI 

Primer Blast Software. 

 

Western Blot Analysis 

Proteins were homogenized in a lysis buffer (50 mMTris, 150 mMNaCl, 1% Triton X-100, 0.5% 

sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, pH 7.4) containing protease inhibitors (1mM 

Phenylmethylsulfonyfluoride, 5mM EDTA, E64, Aprotinin) and phosphatases inhibitors (1mM 

Sodium Orthovanadate, 40 mM β-Gycerophosphate, 30mM NaF, 20 mM Sodium 
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pyrophosphate). Equal amounts of proteins (20 to 30 µg) were separated on one-dimensional 

PAGE using the NuPAGE® Novex® 4–12% Bis-Tris Bolt Gel from Invitrogen according to the 

manufacturer's instructions. Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond 

C, Amersham Biosciences) and the blots were saturated in TBS buffer (20 mMTris, pH 7.5, 136.8 

mMNaCl, and 0.1% (v/v) Tween 20) containing 5% (w/v) milk. Proteins were detected by 

overnight incubation at 4°C with primary antibodies, followed by HRP-labeled secondary 

antibodies (1:2500) and then exposed to ECL (OzymeRevelBlot® Plus) and scanned on FUJIFILM 

LAS3000 systems. 

 

Target Protein Antibody Supplier. ref # Dilution 

NMRK2 (MIBP) Gareth Lavery’s lab 1:500 

Extracellular signal-regulated kinase (ERK) Cell signaling #4695 1:1000 

Phospho-ERK Cell signaling #4370S 1:1000 

Paxillin (PAX) Cell signaling #2542S 1:1000 

Phospho-PAX Cell signaling #2541S 1:1000 

Integrin α7 Dean Burkin’s lab 1:200 

GAPDH Sigma #G9545 1:3000 

 

Immunofluorescence staining 

Hearts were harvested after cervical dislocation. Frozen heart sections (8µm) were fixed in 3.7% 

formaldehyde in PBS at room temperature (RT) for 10 minutes followed by permabilization in 

PBS/Titon X100 (0.2%) for 10 minutes. Saturation of non-specific sites with 2% BSA and 10% of 

goat serum. Sections were incubated o/n at 4°C with primary antibodies diluted in saturation 

solution. The day after, sections were incubated with Cy3-coupled secondary antibodies (1:400, 

Jackson ImmunoResearch) or Alexa 488 coupled secondary antibodies (Invitrogen, 1:400) and 

Cy3 coupled anti rat (Jackson ImmunoResearch, 1:500) or Cy3 coupled anti rabbit (Confocal 

images were acquired on LEICA with identical gain and offset parameters for all samples. 
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Target Protein Antibody Supplier. ref # Dilution 

NMRK2 (MIBP) MBL International Corp. #K0099-3, 

mouse  monoclonal  5B4.7 

(immunofluorescence) 

1:100 

 

 

Vinculin (FITC coupled anti-hVIN-1) Sigma mouse monoclonal, F7053 1:500 

Integrin α7 Dean Burkin’s lab, rabbit polyclonal 1:500 

Laminin Sigma rabbit polyclonal, #L9393 1:100 

Laminin α2 Sigma rat monoclonal,clone 4H8-2, 

#L0663 

1:200 

 

NAD extraction and quantification 

NAD levels were measured using a colorimetric approach. Weighted frozen heart tissue (20 to 

30 mg) were crushed in 10 volumes (µl/mg) of buffered ethanol (BE) (75% Ethanol, 25% HEPES 

10mM pH7.1) (20µl/mg of tissue) as previously described [22]Extracts were cold on ice for 20 

minutes and then centrifuged 10 minutes at 13000 g. To determine the NAD+ and NADH levels 

in the buffered ethanol extraction of myocardial metabolites, 5 µl of extract were diluted 1:10 

in 10 mMHCl (45 µl) and heated at 60°C for 30 minutes to selectively destroy NADH. In these 

conditions we validated that over 95% of pure commercial NAD+ is resistant to this treatment 

whereas 100% of pure commercial NADH is destroyed. Extracts were neutralized by the 

addition of 1/5 of the volume (10 µl) of 1 M Tris-HCl buffer pH 8. Total NADt levels 

corresponded to the same amount of extract heated in the neutralized solution instead of the 

acid solution. For each sample, 25 µL of NADT and NAD+ extracts were quantified in duplicates 

by the addition of 100µL of reaction buffer (600 mM ethanol, 0.5 mM 3-(4.5-dimethyltiazol-2-

yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 2 mMphenazineethosulfate (PES), 120 mMBicine 

(pH 7.8), yeast alcohol dehydrogenase (SIGMA A3263>300 u/mg) 0.05 mg/ml). Kinetics of the 

reaction (OD at 570 nm, every 30 seconds for 40 minutes) was followed on a TECAN INFINITE 

F500 microplate reader. NADt and NAD+ were quantified by comparison to a range of standard 

NAD+ concentration (linear regression curve equation method). In this recycling assay, both 
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NAD+ and NADH are indistinctly detected in the NADt fraction. Levels of NADH were obtained 

by the formula: [NADH] = [NADt] – [NAD+]. Data are expressed in pmole of NAD / mg of tissue. 

 

Transmission Electron Microscopy (TEM) 

For transmission electron microscopy, the cells were washed in 0.1 M phosphate buffer, pH 

7.4 and fixed in 2% glutaraldehyde for 1 h at room temperature. The samples were first 

washed in 0.1 M phosphate buffer and then in bidistilled water and finally post-fixed in 1% 

osmium-bidistilled water for 1 h at room temperature. After washes in bidistilled water, the 

samples were dehydrated in increasing concentrations of ethanol, infiltrated in 1:1 

ethanol:epon resin for 1 h and finally 100% epon resin for 48 h at 60 °C for polymerization. 

Seventy-nm-thick sections were cut with an ultracut UCT microtome (LEICA) and picked up 

on copper rhodium-coated grids. Grids were stained for 2 min in Uranyless (DELTA 

Microscopies) for 5 min in 0.2% lead citrate. Grids were analysed on an electron microscope 

(EM 912 OMEGA, ZEISS) at 80 kV, and images were captured with digital camera (Side-

Mounted TEM CCD, Veleta 2kx2k). The software used is iTEM. 
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RESULTS 

Nmrk2 is a striated muscle specific protein 

To analyze the function of the Nmrk2 gene in vivo, all the 7 exons of the gene were replaced by 

a cassette including a LacZ reporter gene sequence and a neomycin resistance gene via 

homologous recombination in ES cells (Fig. 1A). Viable heterozygous Nmrk2 +/- mice were 

obtained and bred together, generating homozygous Nmrk2 -/- (KO) mice at the expected 25% 

Mendelian ratio at birth. No mortality or major macroscopic phenotype was observed during 

postnatal development and both Nmrk2-KO males and females were viable and fertile. We took 

advantage of the position of the LacZ reporter gene immediately downstream of the 5’-

untranslated region of the Nmrk2 gene coding sequence to analyze the expression pattern of 

the LacZ reporter that is expressed in replacement of the Nmrk2 mRNA. In 2 month-old Nmrk2 

+/- adult mice, β-galactosidase activity resulting from lacZ expression was detected exclusively 

in the heart and skeletal muscles (Fig.1C, E, F, G). No activity was detected in brain, lungs and 

liver (Fig.1D and data not shown). LacZ expression was not detected at the early stages of 

embryonic development from 9.5 to 12.5 days post-coïtum (d.p.c.) and started in developing 

muscle masses only at the fetal stage (14.5 d.p.c.). Nmrk2 mRNA was quantified by real-time 

quantitative (RTq) PCR analysis in different tissues. Nmrk2 mRNA was detected exclusively in 

the heart and skeletal muscles as the lacZ reporter. This results show that murine Nmrk2 is a 

striated muscle-specific gene as reported previously for the human Nmrk2 gene under the 

name of MIBP[16]. The level of Nmrk2 mRNA was higher in the gastrocnemius and plantaris that 

are rich in rapid glycolytic fibers than in the soleus postural muscle, a slow oxidative muscle and 

cardiac muscle that is highly oxidative (Fig.1H). Strikingly, the level of NMRK2 protein was 

inversed compared to the mRNA level so that the protein was clearly detected in wild-type 

heart protein extract and was below detection limit in the liver as expected but also in the 

gastrocnemius muscle (Fig.1I). Upon longer exposure, NMRK2 protein could be faintly detected 

in gastrocnemius though at the cost of non-specific band appearance in other parts of the gel 

(not shown). This observation suggests that either the translation of the Nmrk2 mRNA is 

repressed in skeletal muscles or that the protein is less stable in this tissue than in the heart. In 
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the mouse SRF-HKO model of DCM, NMRK2 protein was robustly induced in the heart but not in 

the gasctrocnemius. To determine the cellular and subcellular localization of the NMRK2 kinase 

in the myocardium, immunofluorescent staining was performed for NMRK2 and for vinculin, a 

cytoskeletal linker present at the inner face of the sarcolemma membrane at intercalated disks 

and costameres. A partial overlap of these two proteins at the sarcolemma and intercalated 

disks of cardiomyocytes was observed in control hearts (Fig. 1J). When NMRK2 was highly 

increased in the SRF-HKO failing heart, in which cardiomyocytes are deformed and intercalated 

disks stretched and sinuous[14], the NMRK2 staining still overlapped with vinculin in these same 

regions though it also appeared to increase in the cytosol of the most affected cardiomyocytes 

(Fig. 1J,asterisk). Altogether, these observations suggested that the Nmrk2 gene function is to 

be exerted mainly in the heart. 

 

Cardiac dysfunction and altered NAD homeostasis in young adult mice lacking Nmrk2 

following two weeks of TAC 

To assess cardiac functions in the Nmrk2-KO mice, we performed echocardiography in adult 

mice at 2 months of age. We observed no differences in left ventricle ejection fraction (LVEF) 

and cardiac chamber dimensions in systole or diastole (Table 1A) at this age. Nmrk2 is also 

known under the name of MIBP, or Itgb1p3, as a binding protein of integrin β1. Integrinβ1 or its 

partners such as melusin (Itgb1bp2) play an important role in the transduction of biomechanical 

stress in the heart, especially in the context of hemodynamic loading leading to pressure-

overload hypertrophy[23, 24]. To assess the role of NMRK2 kinase in this context, we performed 

transverse aortic constriction (TAC) in Nmrk2-KO mice and compared the response to control 

mice subjected to the same procedure and followed the mice by echocardiography over a 

period of 8 weeks (Table 1A and 1B). We performed this experiment at 2 month of age when 

the response to TAC is maximal. There was no difference in mortality between the two groups 

of mice until 6 weeks. ANOVA statistics indicated a significant genotype effect of TAC on left 

ventricle ejection fraction (LVEF) and most cardiac remodeling parameters, notably the 

increase in LV mass index (LVMI) and LV posterior wall thickness (LVPWT) but not for the 
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transient increase of the interventricular septum thickness (IVST) that occurred at 2 weeks 

after TAC in both groups. The continuous trend over the survey period was that TAC triggered 

a more pronounced decrease in LVEF and increase in dilatation and thinning of the LV in 

Nmrk2-KO mice than in control mice. 

In order to compare the response of Nmrk2-KO and controls hearts to the TAC procedure at 

the cellular and molecular level, we selected the stage of 2 weeks post-TAC, when the 

controls develop concentric cardiac hypertrophy whereas the KO mice develop a more 

eccentric type of cardiac remodeling. Echocardiography analysis on this second series of mice 

reproduced the results obtained in the first series (Table 2). After sacrifice, the hearts were 

weighted and processed for histological examination as well as mRNA, protein and 

metabolites extraction. The heart weight/body weight ratio was increased in both groups 

subjected to TAC compared to controls and Nmrk2-KO mice subjected to sham surgery (Fig. 

2A). Immunostaining with anti-laminin α2 antibody allowed delineating cardiac fibers 

contours to perform histomorphometric analyses (Fig. 2B). The mean cross-sectional area 

(CSA) and diameter of cardiomyocytes (LV endomyocardium) was increased in WT and Nmrk2 

KO mice following TAC compared to baseline but did not differ between the two groups (Fig. 

2C, D). Frequency plot of cardiomyocytes CSA showed the decreased frequency of small to 

intermediate size cardiomyocytes and increased frequency of large cardiomyoctytes in 

control and Nmrk2-KO mice subjected to TAC (Chi2 p value = 5.13E-08 and 3.28E-05 for 

controls TAC versus baseline and Nmrk2-KO TAC versus baseline, respectively) but no 

difference between the two TAC groups (Fig. 2E). TAC procedure increased the expression of 

cardiac stress markers to a similar extent in control and Nmrk2-KO mice (Fig. 2F). TAC 

increased the level of Nmrk2 mRNA in control mice but decreased the expression of Nmrk1 

(Fig. 2G). TAC repressed Sirt1 expression level in both genotypes (Fig. 2H). Changes in Nampt 

and Sirt3 expression were not significant (Fig. 2G, H). Despite the modulations in Nmrk2 and 

Nmrk1 expression, myocardial NAD levels were unchanged in TAC compared to SHAM 

groups.TAC has been reported to recruit integrin and MAPK signaling[24]and Nmrk2 level has 

been linked to paxillin phosphorylation status in C2C12 skeletal myotubes[17]. TAC increased 

ERK1/2 phosphorylation, a target of MAPK signaling and decreased paxillin phosphotylation 
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to a similar extent in both genotypes although there was already a trend of Nmrk2-KO mice to 

display lower paxillin phosphorylation level and higher ERK1/2 without TAC (Fig. 2J, K). 

Angiotensin-II delivered chronically at a rate of 3.0 mg/kg/day for 14 days was shown to 

induce a cardiac hypertrophy associated with a loss myocardial NAD in the mouse [25]. We 

used the same protocol for angiotensin-II administration to control and Nmrk2-KO mice to 

determine the contribution of NMRK2 to the effect of angiotensin-II on NAD homeostasis, 

cardiac dysfunction and hypertrophy. Since we had seen no difference in cardiac function at 

baseline and after TAC at 2 months of age, we performed the experiment of angiotensin-II 

chronic delivery in slightly older 7 month-old mice to give more time for a potential cardiac 

phenotype to develop in Nmrk2-KO mice. Echocardiography analysis showed that LV end-

diastolic diameter (LVEDD) increased and LV thickness to radius (h/r) ratio decreased at 

baseline in 6 month-old Nmrk2-KO mice compared to age-matched controls, together with a 

reduced LVEF and fractional shortening (FS) (Supplementary Fig. S1). Angiotensin-II 

decreased LVEF and FS in control mice but had no further impact on Nmrk2-KO mice though it 

increased LVMI and h/r ratio in both group as expected for an agonist triggering cardiac 

hypertrophy. We found that angiotensin-II trend to increase Nmrk2 expression level in control 

mice but decreased Nampt expression level in both groups (Supplementary Fig. S2A). 

Angiotensin-II also decreased Sirt1 but not Sirt3 levels in control hearts while Sirt1 was 

already depressed in Nmrk2-KO. Surprisingly, we found that in our hands angiotensin-II 

increased rather than decrease myocardial NAD levels in control hearts (Supplementary Fig. 

S2A). This increase was slightly less pronounced in Nmrk2-KO mice though it was still 

significant. On the other hand, angiotensin-II increased the expression level of cardiac stress 

markers like the BNP and the CTGF associated with cardiac fibrosis and decreased the 

expression of integrin α7 and integrin signaling protein melusin (Supplementary Fig. S3A). 

Finally angiotensin-II increased perivascular fibrosis in controls, which was already higher in 

Nmrk2-KO hearts at baseline and did not further increase further with angiotensin-II 

(Supplementary Fig. S3B). 
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Nmrk2 mutants develop dilated cardiomyopathy with ageing 

The previous analyses suggested that young adult Nmrk2-KO mice (2 to 3 months-old) have a 

subclinical phenotype that mildly worsen cardiac functions but does not totally impairs the 

ability of the myocardium to respond to pressure overload while 7 month-old Nmrk2-KO mice 

present signs of cardiac remodeling and dysfunction. To determine if the cardiac phenotype 

of Nrmk2-KO mice evolves during ageing, we assessed cardiac function in 12 Nmrk2-KO mice 

and 8 wild-type control mice by serial echocardiography at 5, 8, 12 and 24 months. In the 

mutant group, two death events occurred before 8 months and 2 animals out of the remaining 

10 mice died between 12 and 24 months. In the control group, 4 out of the 8 mice died 

between 12 and 24 months. From 5 till 12 months, a progressive and significant decrease in left 

ventricle (LV) systolic functions was evidenced in mutant mice compared to controls (Fig.3A, B). 

LV chamber dilated (Fig. 3C, D) and interventricular septum became thinner during this period 

(Fig. 3E, F), resulting in a decreased LV thickness/radius (h/r) ratio indicative of a DCM 

phenotype (Fig. 3G). These results indicate that the lack of NMRK2 triggers a progressive 

remodeling of the cardiac chambers and compromises cardiac performance at intermediate 

stages in adulthood life. However, after the age of 12 months, the cardiac functions remained 

subnormal, yet with a LVEF > 50% for the rest of the survey period until 24 months (Fig. 3A, B). 

In parallel, the process of LV chamber dilatation slowed down (Fig. 3C, D). During this second 

period of adulthood the LV walls seemed to regain thickness (Fig. 3E, F) in a process of age-

associated hypertrophic remodeling that was also observed in the control mice during this 

period (Fig. 3H), raising the h/r ratio in the Nmrk2-KO mice (Fig. 2G). 

To summarize, adult Nmrk2-KO mice develop a cardiac dysfunction associated with DCM 

phenotype during ageing though it does not evolve towards terminal heart failure in the 

absence of stress in sedentary conditions. 
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Dysregulated gene expression in Nmrk2-KO mice during ageing 

We assessed the consequence of NMRK2 loss on the cardiac gene expression by quantitative 

RT-PCR at the ages of 6 and months in independent series of mice and in the ageing cohort 

sacrificed at 24 months after the last echocardiography (Fig. 4). The expression of genes 

involved in cardiac remodeling change with ageing in both. The main difference between the 

control and the Nmrk2-KO group was at the level of the βMHC mRNA encoding the cardiac, 

slow isoform of myosin heavy chain, which increased progressively in both controls and 

mutants during ageing, but was always higher in the mutant at all ages. The level of Serca2a, 

the gene encoding the sarcoplasmic reticulum calcium pump ATPase and SOD1, the superoxide 

dismutase decreased with age as expected, though with a similar trend in both genotypes. 

Genes involved in the regulation of energy metabolism like the PPARγ cofactor 1α (PGC1α) and 

the transport of glucose Glut1 and Glut4 did not change significantly. 

 

Nmrk2 is required in aged mice to preserve cardiac NAD levels 

We observed a decrease in the expression of Nmrk2 with age in control mice. Levels of the 

mRNAs of the genes encoding Nmrk1 and Nampt were also reduced during aging and were 

moderately increased in the mutant at 12 and 24 months (Fig. 5A). The levels of Sirt1 and Sirt3 

decreased similarly in both groups with age (Fig. 5B). To determine the contribution of Nmrk2 

in maintaining cardiac total NAD levels (NADt = NAD+ + NADH), we measured the NAD 

concentration in metabolite extracts of control and Nmrk2-KO hearts at the ages of 4, 12 and 

24 months. The results showed a 50% NADt loss in the heart of Nmrk2-KO mice compared to 

controls at 24 months (Fig. 5C). This loss in the global pool of NAD reflected a similar trend to 

lower NAD+ and NADH levels at 24 months, though there was more individual variation in the 

respective percentage of oxidized and reduced NAD at 24 month than at 4 months. 

To test whether NMRK2 could be required to boost NAD+ synthesis in the heart in response to 

nicotinamide riboside (NR) administration, we provided NR in drinking water (2 mg/ml, i.e. 400 

mg/kg/day for a 30 g mouse) during 40 days to control and Nmrk2-KO mice at 7 months when 

Nmrk2 is still expressed. We compared myocardial NAD levels to NAD levels in the liver that 
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express NMRK1 [26]. NR increased hepatic NAD+ and NADH levels, so total NADt level, by ~193% 

in the control group and ~174% in the mutants (Supplementary Fig. S4), confirming the 

efficiency of the NR-enriched diet. However, NR did not increase myocardial NAD levels in 

controls or Nmrk2-KO mice. 

 

Laminin disorganization and cardiac fibrosis in Nmrk2-KOmice 

Since the NMRK2 kinase is also known under the name of MIBP, which binds to the 

heterodimer integrin α7/β1, a receptor for the laminin present in striated muscle cells basal 

lamina, we assessed the expression of these genes and the localization of the corresponding 

proteins in the myocardium. The expression level of the mRNAs encoding integrin α7, integrin 

β1 and melusin, and laminin α2 decreased with age in both groups although there was a 

transient upregulation at 12 months (Fig. 6A). Change in NMRK2 (MIBP) levels were reported to 

alter laminin deposition in C2C12 myotubes and zebrafish[18]. We examined, using 

immunostaining, the organization of laminin, on frozen heart sections from mutants and 

control mice. The anti-laminin antibody signal delineated a thin and sharply defined basal 

lamina surrounding the cardiomyocytes and capillaries in the control hearts (Fig. 6B, left). In 

theNmrk2-KO mice, the laminin signal was diffused and spread in a wider intercellular space at 

12 month (Fig. 6B, right). This defect was already apparent at 4 months in the Nmrk2-KO hearts 

(supplementary data Fig. S5). Integrinα7 protein expression was maintained up to 12 month 

but then specifically decreased in the Nmrk2-KO hearts at 24 months (Fig. 6C, D). Integrin β1 

protein could still be detected at this age in the Nmrk2-KO hearts though it was reduced 

compared to controls. Red Sirius staining of collagen fibers evidenced the development of 

cardiac fibrosis in the Nmrk2-KO hearts at 12 months compared to controls(Fig. 7A, B).Electron 

microscopy analysis of control and Nmrk2-KO heart sections showed thatNmrk2-

KOcardiomyocytes present slightly thinner myofibrils than controls (Fig. 7C, D). Subsarcolemal 

and intermyofibrillar mitochondria were smaller and less aligned than in controls (Fig. 7C, D). 

The extracellular space separating cardiomyocytes in the Nmrk2 KO hearts was strongly 

enlarged compared to control heart section (Fig. 7E, F)and quantification in the inset and we 
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observed the presence of large collagen fibers in the extracellular space that were not observed 

in the controls (Fig. 7G, H).  

 

DISCUSSION 

This study was realized to understand the in vivo role of Nmrk2, a striated muscle-specific gene 

with a potential dual role in NAD+ biosynthesis and integrin signaling that is strongly 

upregulated in the heart in various mouse models of DCM. The in vivo role of Nmrk2 in the 

mouse had not been formally addressed previously addressed by reverse genetics. Here, we 

showed that that the Nmrk2 gene is a striated muscle-specific gene whose protein product is 

predominantly found in cardiac tissue. Nmrk2-KO mice are viable but develop a slowly 

progressive cardiac dysfunction and DCM phenotype associated with alterations in laminin 

deposition in the extracellular matrix starting at 4 months and cardiac fibrosis starting at 9 

months while the impacts of Nmrk2 deficiency on the maintenance of NAD homeostasis is 

revealed in aged mice at 24 months.  

 

Role of Nmrk2 in NAD biosynthesis 

NMRK kinases phosphorylate NR to generate NMN, an immediate precursor of NAD+ in the 

pathway. We found that the lack of NMRK2 does not affect the steady-state level of NAD+ or 

NADH in the myocardium at baseline in young adults and that NR supplementation does not 

increase significantly myocardial NAD level in control expressing NMRK2. Similarly, there was 

no reduction at baseline in tissue NAD levels in the mice knocked out for the more ubiquitously 

expressed gene Nmrk1, as measured in the liver, brown adipose tissue (BAT), kidney and 

skeletal muscles [26]. However, these authors showed that NR supplementation does increase 

NAD levels in these tissues as we found in our own experiment in the liver. The increase in 

NAD+ levels in these tissues following NR treatment is only partially blunted in absence of 

NMRK1 [26] The lack or extremely low level of NMRK2 in these non-muscular tissues and 

conversely the very low level of NMRK1 in the heart seems to limit the possibility of 
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compensation of one enzyme by the other. Another, non exclusive hypothesis is that a part of 

the NR that is administrated systematically is converted to alternative NAD+ precursors such as 

NAM by the purine nucleoside phosphorylase and NAM is efficiently transformed into NMN 

precursor by the NAMPT enzyme, a major rate-limiting enzyme in mammals [27]. Moreover the 

tryptophane-kynurenin pathway and the nicotinic acid pathway provide additional sources of 

NAD+ precursors[28]. Hence it is clear that NMRK enzymes are not essential for NAD 

maintenance in young healthy adults. However, we found, that the expression of Nmrk1, 

Nmrk2 and especially Nampt strongly decline with ageing in the heart at 24 months. This 

observation revealed the necessary contribution of NMRK2 kinase to the maintenance of NAD 

levels in the heart at 24 months that were reduced by 50%. This finding opens interesting 

perspectives for the future treatment of age-associated cardiac diseases as loss of NAD+-

dependant sirtuin activity has been involved in aging and diseases[29]. 

 

Role of NMRK2 in laminin deposition and integrin stabilization  

Overexpression of MIBP in skeletal myoblasts[17]and knock-out of Nrk2b gene in zebrafish 

embryo [18] have both been shown to impact on laminin deposition in the basal membrane of 

muscle cells. In this study, we found that an aberrant pattern of laminin organization in the 

extracellular matrix of the myocardium is one of the earliest defects that we can observe in the 

mouse Nmrk2-KO model, suggesting a conserved function for this gene through evolution. The 

expression of laminin α2 gene, which is the predominant isoform in the basal membrane of 

cardiomyocytes, is developmentally regulated in both human and rodents. Its relative level 

increases rapidly after birth to follow normal cardiomyocyte growth and then decreases 

progressively to adulthood. During the development of cardiac hypertrophy and failure, the 

imbalance between the increased size of myocyte and the steady state or decreased level of 

laminin-α2 chain might contribute to the altered sarcolemma properties in the failing heart[30].A 

thickening of the laminin layer has been described in the rat heart in isoproterenol-induced 

cardiac failure, and during hypertrophy induced by myocardial infarction [31]. We observed a 

similar defect in the laminin organization in the young Nmrk2-KO after TAC and during late 
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postnatal maturation of the heart between 3 to 4 months when their heart start to dilate and 

systolic function decreases. Interestingly, mutations in the laminin-α2 gene, which are 

essentially associated with a phenotype of muscular dystrophy [32] can also be associated with 

DCM phenotype in some patients[33, 34]. 

The nature of the molecular mechanism linking NMRK2 activity to laminin deposition remains 

elusive. In the case of the closely related MIBP protein, the selective impact of MIBP 

overexpression on laminin deposition but lack of effect on fibronectin was linked to its ability to 

bind to α7β1 integrin, a known receptor for laminin, and not to α5β1integrin, a receptor for 

fibronectin [17]. Interestingly muscular dystrophies similar to those observed in the case of 

laminin-α2 mutations also arise from mutations affecting the α7β1 integrin [17]. This impact of 

an intracellular integrin binding protein on the organization of an extracellular protein may 

relate to the inside-out integrin activation signals, which, through conformational changes of 

the integrin transmembrane domains, increase their affinity for extracellular ligands[35, 36]. 

The link between NMRK2 kinase activity leading to NR conversion into NMN and integrin to 

laminin interaction is less obvious. However, it is noticeable that treatments with niacin 

cocktails or NAD+ reduce muscle degeneration in zebrafish mutants for integrin α6, α7 or 

dystroglycan receptors through a paxillin-dependent mechanism impacting on laminin 

deposition[18] Whether this beneficial impact of NR or NAD+ was linked to a global increase of 

NAD+ metabolism and signaling improving survival and adhesion of muscle cells or to a more 

direct NAD+-dependent posttranslational modification of membrane receptors that would be 

favored by presence of Nrk2b protein remains unknown. Interestingly, the NAD+-dependant 

ADP-ribosylation of integrin α7 by the ART1 enzyme has been shown to increase its affinity to 

laminin[4] In the Nmrk2-KO mice, we show that paxillin phosphorylation levels are reduced at 

baseline in young mice and α7 integrin protein is decreased at a late stage in adulthood, 

interestingly at the same time than the decrease in NAD+ levels. In conclusion, the link between 

NMRK2, α7β1 integrin and laminin is now clearly established in different models but further 

research is required to elucidate the underlying molecular mechanisms. Close links between 

integrins signaling and cell metabolism has been observed in cancer and the molecular 
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mechanisms that relate to AMPK signaling and integrin post-translational glycosylation can 

probably be extended to other cell types in the future[3]. 

The characterization of therapeutic molecules capable of modulating the NAD biosynthetic 

pathway in a relation with integrin signaling offers new therapeutic perspectives for cardiac 

pathologies. 
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LEGENDS 

Figure 1. Nmrk2 gene is expressed in striated muscles.(A)Definitive null allele was obtained by 

replacement of all exons and introns of the Nmrk2 gene by an expression cassette including the 

lacZ reporter gene and a floxed neomycin resistance gene. The lacZ gene is under the control of 

Nmrk2 regulatory sequences. The lacZ reporter gene was visualized by histochemical reaction 

of its product, the β-galactosidase  in the embryo at 14.5 d.p.c. (B), the heart (C), the liver 

(negative) (D)and the skeletal muscles;plantaris(E), soleus(F) and gastrocnemius (G). (H)Nmrk2 

mRNA expression level in the heart and skeletal muscles of wild-type mice measured by qPCR 

and normalized on housekeeping genes expression level. Data are expressed as mean ± SEM. (I) 

NMRK2 protein levels analyzed by western blot in the heart, liver and gastrocnemius. (J) 

Confocal microscopy of cardiac sections stained with anti-vinculin antibody and anti-

NMRK2antibody in control mice and dilated heart from SRF-HKOmice.Bottom left white Bar = 

10 µm, arrowheads: intercalated disks (stretched in SRF-HKO), arrows: lateral sarcolemma, 

asterisks: cytosol filled with NMRK2. 

 

Figure 2. Nmrk2-KO mice develop cardiac hypertrophy in response to transverse aortic 

constriction. Wild type (Wt) and Nmrk2-KOmice were subjected to transverse aortic 

constriction (TAC) or sham surgery (control) and sacrificed 15 days later for histological and 

molecular analyses. (A) Heart weight body weight (HW/BW) ratio, **<0.01. (B) Cardiac 

sections stained with anti-lamininα2 antibody to demarcate cell boundaries, scale barrs = 20 

µM. (C) Mean value forcardiomyocyte cross-sectional area and for (D) cross-sectional area 

MinFeret diameter. (E) Fequency, (F) Markers of cardiac stress and (G) Genes involved in NAD 

biosynthesis and signaling. (H) Total NAD content in the myocardium of Wt and Nmrk2-KO mice 

at baseline and 15 days after TAC.Wt SHAM: n=5; Wt TAC: n=3; KO Sham: n=4, KO TAC: n=5. 

Data are expressed as mean ± SEM. Student test was applied to calculate the P value. 

(I)Western blot analysis of phosphorylated Pax and total Pax shows a decrease in Pax 

phosphorylation following acute pressure overload.(J) Western blot analysis of 

phosphorylated ERK and total ERK shows an increase in ERK phosphorylation following acute 
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pressure overload. n=5 for WtSham,n=3 for WtTAC, n=4 for KO Sham and n=5 for KO TAC. 

Data are presented as means ± SEM.Student test was applied to calculate p value.*p≤0.05, 

**p≤0.01, ***p≤0.001. 

 

Figure 3.Cardiac dysfunction and left ventricle dilatation takes place with ageing in the 

Nmrk2-KO mice. Longitudinal echocardiography analysis of Wt and Nmrk2-KO mice at 5, 8, 12 

and 24 months.(A) Ejection fraction (EF), (B) fractional shortening (FS).(C) LV end-systolic 

diameter (LVESD) and (D) left ventricle end-diastolic diameter (LVEDD). (E) Left Ventricle 

Posterior Wall (diastole) and (F) septal thickness (diastole) (SIVd). (G) Left ventricular 

thickness/radius (h/r) and (H) left ventricle mass index (LVMI). (I) Cardiac output (CO) and (J) 

Heart rate (HR).Wt 5 months (N=8), KO 5 months (N=12); Wt 8 months (N=8), KO 8 months 

(N=10); Wt 12 months (N=8), KO 12 months (N=10); Wt 24 months (N=4), KO 24 months (N=8). 

Data are presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value *p≤0.05, 

**p≤0.01, ***p≤0.001. 

 

Figure 4. Time course analysis of cardiac genes expression during ageing.Cardiac RNA was 

extracted at the age of 6, 12 and 24 months in control and mutant mice and analyzed by RT-

qPCR. The ratio of RNA levels of controls and mutants hearts is normalized on housekeeping 

genes expression level. Genes involved in cardiac stress and heart failure: βMHC, Serca2a, BNP, 

ANF and SOD1. Genes involved in glucose transport: Glut 1 and Glut 4.Data are presented as 

means ± SEM. Student test was applied to calculate p value *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

 

Figure 5. Expression level of genes involved in NAD salvage pathway and quantification of 

NAD contents in the heart lysate of control and Nmrk2 KO mice. 

(A, B) RT-qPCRanalysis of cardiac RNA from control and Nmrk2-KO mice at the age of 6, 12 and 

24 months.(A) Genes involved in NAD salvage pathway (B) Genes involved in NAD signaling 
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(C)MyocardialNADt (NAD+ + NADH) at indicated ages.(D) Liver and (E) myocardial NADt in wild 

type and Nmrk2-KO mice fed with control diet (CD) or nicotinamideriboside supplemented diet 

(NR). Data are presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value 

*p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

 

Figure 6. Membrane and extracellular matrix organization 

(A) RT-qPCR analysis of integrins and melusin mRNA s from control and Nmrk2-KO mice at the 

age of 6, 12 and 24 months.(B) Frozen heart sections from6 month-old control and mutant mice 

were incubated with an antibody directed against total laminin. Top panel, low magnification, 

bar = 50 µM. Bottom, high magnification, bar = 20 µM. Note how the laminin staining 

delineates a thin linear basal lamina in controls (arrowheads) whereas it spreads on a thicker 

disorganized area in the mutant(arrowheads). (C) Endomyocardium cross sections of 24 month-

old control and Nmrk2-KOmice stained with anti-integrin α7antibody.(D) LV posterior wall 

longitudinal sections of the same mice co-labelled with anti-integrin α7 and vinculin for 

intercalated disks. Note the thicker intercalated disks in the KO. Bar= 20 µm.(E)Western blot 

showingintegrinα7 expression in the heart of control and Nmrk2-KO mice at 4, 12, and 24 

months age. GAPDH was used as loading control. 

 

Figure 7.Histological analysis and ultrastructural analysis of cardiac muscle 

Frozen heart sections from controls (A) and mutant (B) were stained with Sirius red. Note the 

increase of collagen fibers in the region of the atrioventricular junction of the left ventricle in 

the mutant. Bar = 100 µm. (C,D) Sarcomere structure of cardiomyocytes. The control and 

mutant have well-aligned myofibrils at the z disks. Asterisks highlight the wide extracellular 

space separating cardiomyocytes in Nmrk2-KO heart sections. Arrows point to the thin basal 

lamina that run along the plasma membrane in controls (E, G) while the basal lamina is poorly 

defined in the Nmrk2-KO (F, H) and intermixed with amorphous extracellular matrix spreading 

away from the sarcolemma (brackets). Arrowhead in H points to large collagen bundles 
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observed in Nmrk2-KO sections but not in controls. Inset graph: quantification of the space 

between cardiomyocytes (Image J fit ellipse plugin) shows that the intercellular space between 

adjacent cardiomyocytes (black bar) in the Nmrk2-KO heart is twice as large as between the 

cardiomyocyte in controls (white bar). Data are presented as means ± SEM. Student test was 

applied to calculate p value *p≤0.05. 
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SUPPLEMENTARY DATA 

 

Figure S1. Echocardiographic analysis of Wt and Nmrk2-KO mice at the age of 7 months at 

baseline and 15 days after Angiotensin II treatment. (A) Ejection Fraction (EF), (B) Fractionnal 

shortening (FS), (C) Left ventricle end diastolic diameter (LVEDD), (D) Left ventricle wall 

thickness/radius (h/r) and (E) left ventricle mass index/body weight (LVMI/BW). Data are 

presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value versus controls at 

baseline *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001 

Figure S2. Regulation of genes related to NAD metabolism and signaling and NAD 

homeostasis in response to angiotensin-II treatment. (A) RT-qPCR analysis of cardiac genes. 

Data are normalized on housekeeping genes expression level. (B) Total NAD content in the 

myocardium of Wt and Nmrk2-KO mice at baseline and 15 days after AngII treatment. Data are 

presented as means ± SEM. Student test was applied to calculate p value versus controls at 

baseline *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

Figure S3. Regulation of genes related to fibrosis and integrin signaling in response to 

angiotensin-II treatment. (A) RT-qPCR analysis of cardiac genes. Data are normalized on 

housekeeping genes expression level. (B) Frozen heart sections were stained with Sirius Red. 

Perivascular fibrosis is observed in control mice treated with angiotensine-II and at base line as 

well as after treatment in Nmrk2-KO mice. Data are presented as means ± SEM. Student test 

was applied to calculate p value versus Wt at baseline *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

 

Figure S4. NAD+ and NADH contents in the liver and heart lysates of control and Nmrk2-KO 

mice 

Wild type and Nmrk2-KO mice were fed with control diet (CD) or nicotinamideriboside 

supplemented diet (NR) for 45 days. (A, B) NAD+ and NADH contents in the liver (C, D) NAD+ 

and NADH contents in the heart. Data are presented as means ± SEM. Student test was applied 

to calculate p value *p≤0.05 between CD and NR treatment. 
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Figure S5. Laminin α2 staining in the heart of 4 months old control and Nmrk2-KO mice 

Frozen cross heart sections from 4 months-old control (A) and mutant (B) mice were incubated 

with an antibody directed against the α2 isoform of laminin. Frozen longitudinal sections from 4 

months-old control (C) and mutant (D) mice were incubated with an antibody directed against 

the α2 isoform of laminin. Note that laminin α2 staining is less sharp and spread on a thicker 

area in the mutant (arrowheads) than in the control heart where it delineates finely the basal 

lamina. Bottom right scale bar =40µm. 

 

Figure S6. Integrin β1 immunostaining 

Endomyocardium cross sections of 24 month-old control and Nmrk2-KOmice stained with anti-

integrin β1 antibody (red staining) and vinculin for intercalated disks (in green). Scale bar = 50 

µM.  
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TABLE 1A: Echocardiographic analysis of control and Nmrk2 KO  at baseline and evolution after TAC 

Baseline 2 wk TAC 4 wk TAC 

5 5 5 5 5 3 

N Wt Nmrk2-KO Wt Nmrk2-KO Wt Nmrk2-KO 

IVSd (cm) §§§ 0.06 ± 0.001 0.06 ± 0 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.003 

LVd (cm) ** §§§ 0.34 ± 0.01 0.35 ± 0.01 0.37 ± 0.03 0.4 ± 0.01 0.42 ± 0.02 0.48 ± 0.03 

LVPWd (cm) * §§§ 0.06 ± 0.001 0.06 ± 0.003 0.09 ± 0.01 0.08 ± 0 0.09 ± 0.01 0.07 ± 0.01 

IVSs (cm) §§ 0.1 ± 0.01 0.1 ± 0.005 0.12 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.004 

LVs (cm) ** §§§ 0.19 ± 0.01 0.19 ± 0.01 0.23 ± 0.02 0.27 ± 0.02 0.33 ± 0.03 0.39 ± 0.03 

LVPWs (cm) *** §§§ 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.005 0.13 ± 0.01 0.1 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.09 ± 0.01 

EDV (mL) ** §§§ 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.13 ± 0.03 0.16 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0.27 ± 0.04 

ESV (mL) ** §§§ 0.02 ± 0.002 0.02 ± 0.002 0.03 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.1 ± 0.02 0.15 ± 0.03 

EF (%) * §§§ 81.93 ± 0.38 82.2 ± 0.63 75.41 ± 4.38 66.17 ± 4.23 50.89 ± 6.81 45.17 ± 3.96 

SF (%) * §§§ 44.55 ± 0.41 45.2 ± 0.64 38.62 ± 3.93 31.85 ± 2.9 22.68 ± 3.91 19.2 ± 2.005 

SV (mL) 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.1 ± 0.02 0.11 ± 0.01 0.09 ± 0.003 0.12 ± 0.01 

h/r ** §§§  0.34 ± 0.01 0.35 ± 0.01 0.48 ± 0.06 0.42 ± 0.03 0.42 ± 0.05 0.32 ± 0.04 

HR (bpm) 603.29 ± 16.95 599.17 ± 17.63 564.8 ± 38.97 544.2 ± 29.98 602.8 ± 21.85 609.8 ± 19.37 

LVMI (mg/g) ** §§§ 2.37 ± 0.23 2.91 ± 0.14 4.62 ± 0.43 5.92 ± 0.32 5.55 ± 0.47 6.84 ± 0.44 

BW (g) 25.26 ± 0.88 21.52 ± 0.85 24.9 ± 2.07 21.52 ± 0.85 24.95 ± 0.97 21.86 ± 0.96 
 

 



 

 
 

 

 

TABLE 1B: Echocardiographic analysis of control and Nmrk2 KO and evolution after TAC 

5 wk TAC 6 wk TAC 8 wk TAC 

Wt Nmrk2-KO Wt Nmrk2-KO Wt Nmrk2-KO 

N 5 5 5 5 5 3 
                                    
IVSd (cm) §§§ 0.08 ± 0.004 0.07 ± 0.01 0.08 ± 0.002 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.01## 0.07 ± 0.01 

LVd (cm) ** §§§ 0.47 ± 0.02 0.5 ± 0.01 0.45 ± 0.03 0.5 ± 0.01 0.52 ± 0.02 ### 0.55 ± 0.02 ### 

LVPWd (cm) * §§§ 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.004 0.06 ± 0.004 0.06 ± 0.004 0.06 ± 0.01 0.05 ± 0.003 

IVSs (cm) §§ 0.1 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.11 ± 0.002 0.1 ± 0.01 0.1 ± 0.01 0.09 ± 0.01 

LVs (cm) ** §§§ 0.38 ± 0.02 0.42 ± 0.02 0.37 ± 0.02 0.42 ± 0.02 0.45 ± 0.02 ### 0.45 ± 0.03 ### 

LVPWs (cm) *** §§§ 0.08 ± 0.004 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.004 0.08 ± 0.004 0.07 ± 0.01 ### 0.07 ± 0.003 ## 

EDV (mL) ** §§§ 0.25 ± 0.02 0.29 ± 0.03 0.24 ± 0.03 0.3 ± 0.02 0.35 ± 0.03 ### 0.39 ± 0.05 ### 

ESV (mL) ** §§§ 0.15 ± 0.02 0.18 ± 0.03 0.13 ± 0.02 0.18 ± 0.02 0.22 ± 0.03 ### 0.23 ± 0.04 ### 

EF (%) * §§§ 44.04 ± 3.44 37.65 ± 3.45 45 ± 3.01 39.87 ± 3.44 37.52 ± 3.54 ### 40.85 ± 2.89 ### 

SF (%) * §§§ 18.35 ± 1.62 15.43 ± 1.65 18.99 ± 1.55 16.5 ± 1.64 15.41 ± 1.66 ### 16.99 ± 1.43 ### 

SV (mL) 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.002 0.11 ± 0.01 0.12 ± 0.005 0.13 ± 0.01 # 0.16 ± 0.02 ## 

h/r ** §§§ 0.32 ± 0.02 0.26 ± 0.03 0.33 ± 0.02 0.28 ± 0.013 0.28 ± 0.01 ## 0.22 ± 0.02 ## 

HR (bpm) 598.4 ± 30.38 619.6 ± 12.13 637.2 ± 24.07 596.2 ± 18.59 599 ± 31.87 556 ± 73.12 

LVMI (mg/g) *** §§§ 5.26 ± 0.68 5.79 ± 0.35 4.93 ± 0.75 6.75 ± 0.65 6.2 ± 0.96 ## 5.79 ± 0.33 ### 

BW (g) 26.06 ± 1.22 22.4 ± 1.17 26.36 ± 1.2 22.22 ± 1.31 26.96 ± 0.95 24.23 ± 0.98 
 

Cardiac structure and function were evaluated non-invasively by transthoracic echocardiography before TAC surgery (baseline) and at 2, 4, 5, 6 and 8 weeks after TAC. 

Abreviations: IVSd, interventricular septum thickness in diastole; LVd, left ventricle end diastolic diameter; LVPWd, left ventricle posterior wall thickness in diastole; IVSs, 

interventricular septum thickness in systole; LVs, left ventricle end systolic diameter; LVPWs, left ventricle posterior wall thickness in systole; EDV, end diastolic volume: 

ESV, end systolic volume; EF, ejection fraction; SF, shortening fraction; SV, stroke volume; h/r, thickness/radius ratio; HR, heart rate; LVMI, left ventricular mass index; BW, 

body weight. ANOVA test was applied to calculate p value from time zero (baseline) until 6 weeks of TAC because of the preservation of the rule of equal sample size: *, 

P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001 for the genotype effect and §, P<0.05; §§, P<0.01; §§§, P<0.001 for the duration of TAC effect. Student test was applied to calculate p value 

for 8 weeks of TAC: #, P<0.05; ##, P<0.01; ###, P<0.001 versus baseline for each genotype. No significant difference was observed between Wt TAC anf Nmrk2-KO TAc 

group at 8 weeks. 



 

  

  

TABLE 2: Echocardiographic analysis of control and Nmrk2 KO after 2 weeks of TAC 

Baseline TACJ15 

Wt Nmrk2-KO Wt Nmrk2-KO 

N 3 5 3 5 

IVSd (cm) 0.06 ± 0.003 0.06 ± 0.003 0.1 ± 0 ### 0.09 ± 0.004 * ###  

LVd (cm) 0.34 ± 0.003 0.34 ± 0.014 0.35 ± 0.009 0.39 ± 0.022 # 

LVPWd (cm) 0.07 ± 0.003 0.08 ± 0.004 0.09 ± 0.007 # 0.08 ± 0.004 

IVSs (cm) 0.11 ± 0.003 0.11 ± 0.004 0.14 ± 0 ### 0.12 ± 0.007 * 

LVs (cm) 0.18 ± 0.003 0.19 ± 0.012 0.2 ± 0.01 0.27 ± 0.032 * # 

LVPWs (cm) 0.11 ± 0.006 0.12 ± 0.004 0.14 ± 0.003 0.11 ± 0.005 ** 

EDV (mL) 0.1 ± 0 0.11 ± 0.012 0.11 ± 0.006 0.16 ± 0.026 

ESV (mL) 0.02 ± 0 0.02 ± 0.004 0.02 ± 0.003 0.06 ± 0.021 

EF (%) 81.72 ± 0.5 81.85 ± 1.24 80.64 ± 1.61 65.79 ± 6.99 # 

SF (%) 44.52 ± 0.65 44.54 ± 1.29 43.31 ± 1.58 32.1 ± 4.76 # 

SV (mL) 0.08 ± 0 0.09 ± 0.009 0.09 ± 0.003 0.1 ± 0.009 

h/r 0.41 ± 0.012 0.42 ± 0.02 0.55 ± 0.011 ### 0.44 ± 0.024 ** 

HR (bpm) 609.67 ± 12.39 613.4 ± 7.56 565.67 ± 7.45 # 541 ± 27.81 # 

LVMI (mg/g) 71.83 ± 5.49 77.63 ± 5.48 122.79 ± 10.51 ## 122.88 ± 8.53 ###  

 

Left ventricle remodeling and function before TAC surgery (baseline) and 2 weeks after TAC in wild-

type control and Nmrk2-KO mice. Mice series related to Figure 2. Abbreviations as in Table 1. Student 

test was applied to calculate p value for 15 days post TAC, * p<0.05 and **, p<0.01 Nmrk2-KO TAC 

versus wild-type TAC, ###, p<0.001 versus basal. 
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4.3.3 Discussion 

Dans cette étude, nous avons démontré que NMRK2 était une protéine spécifique 

du muscle strié, à la différence de son homologue NMRK1 qui est exprimée de façon 

ubiquitaire dans tous les types cellulaires. En effet, des expériences par coloration 

β-galactosidase grâce au rapporteur LacZ exprimé à la place de l’ARNm de Nmrk2 dans 

notre modèle, et confirmées par analyse d’expression du gène Nmrk2 par RT-qPCR, nous 

ont permis de montrer que Nmrk2 était exprimée exclusivement dans le cœur et les muscles 

squelettique et que son expression n’était pas détectée dans d’autres tissus comme les 

poumons, le foie ou encore le cerveau. L’expression de l’ARNm de Nmrk2 est d’ailleurs plus 

élevée dans les muscles plantaris et gastrocnemius, qui sont des muscles riches en fibres 

rapides glycolytiques, que dans le soleus, un muscle postural au métabolisme lent et 

oxydatif, et le cœur, très oxydatif.  

Les animaux Nmrk2KO présentent au cours du vieillissement un phénotype de 

cardiomyopathie dilatée modérée qui se manifeste dès l’âge de 5 mois par une fraction 

d’éjection réduite, une dilatation du ventricule et un amincissement des parois du ventricule 

gauche. Cette altération s’installe progressivement jusqu’à l’âge de 12 mois, puis se 

stabilise jusqu’à l’âge de 24 mois, avec une fraction d’éjection diminuée mais supérieure à 

50%. Ces résultats indiquent que le défaut de NRMK2 induit un remodelage cardiaque 

progressif du ventricule gauche qui altère la fonction contractile, même si cette altération 

reste stabilisée et n’évolue pas vers une insuffisance cardiaque terminale. 

L’analyse des taux de NAD au cours du vieillissement a montré que ceux-ci restaient 

stables durant la majeure partie de la vie des animaux Nmrk2KO, mais était réduits de 50% à 

l’âge de 24 mois en comparaison avec les animaux contrôles. En parallèle de cette 

observation, nous avons mesuré une réduction de l’expression de Nmrk2 chez les animaux 

contrôles à 24 mois, ainsi que de celle des gènes codant pour Nmrk1 et la Nampt à la fois 

chez les animaux contrôles et invalidés. Il semble donc que la kinase NMRK2 ne soit pas 

indispensable pour le maintien des taux de NAD chez la souris adulte avant 12 mois, mais 

qu’elle pourrait être nécessaire au cours du vieillissement. 
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Ainsi, l’altération de la fonction cardiaque observée dès l’âge de 5 mois chez ces 

mutants ne pourrait pas être expliquée par corrélation directe avec les taux de NAD 

cardiaques qui ne sont pas encore réduits à cet âge. Pour expliquer ce phénotype, il faut 

peut-être s’intéresser à une autre fonction moins étudiée de NMRK2, qui est celle de se lier 

aux complexes des intégrines sous-membranaires. En effet, NMRK2 est également connu 

sous le nom de Muscle Integrin-Binding Protein (MIBP), une protéine identifiée par l’équipe 

de J. Li pour sa particularité de se lier à la partie cytosolique du complexe formé par les 

intégrines β1 et α7 et dont la surexpression dans des myoblastes murins C2C12 perturbe 

la différenciation myogénique (J. Li et al., 1999). Une étude chez le poisson zèbre a 

également démontré que Nrk2b, orthologue de Nmrk2, était requis pour la formation 

normale des dépôts de laminine aux jonctions myotendineuses (Goody et al., 2010), 

suggérant dans l’ensemble que NMRK2 pourrait être important pour une morphogenèse 

musculaire et matricielle normale. Dans notre étude, nous avons mis en évidence que la 

perte de NMRK2 induisait un dépôt et une organisation anormale de la laminine dans la 

matrice extracellulaire du myocarde. La laminine α2, qui est l’isoforme prédominante dans 

la lame basale des cardiomyocytes, est régulée au cours du développement chez l’homme 

et les modèles murins. Son expression augmente rapidement dès la naissance et suit la 

croissance des cardiomyocytes pour ensuite progressivement diminuer à l’âge adulte. Au 

cours du développement de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque, le déséquilibre 

entre l’augmentation de la taille ces cardiomyocytes et la stabilité de l’expression de la 

laminine α2 pourrait contribuer à l’altération des propriétés du sarcolemme dans le cœur 

insuffisant (Oliviéro et al., 2000). Chez le mutant NRMK2, nous avons observé dès l’âge de 

4 mois un épaississement des dépôts de laminine α2 à la lame basale, comme décrit chez 

le rat dans l’insuffisance cardiaque induite par injection d’isoprotérénol et au cours de 

l’hypertrophie induite par l’infarctus du myocarde (Grimm et al., 1998). Le lien entre la 

liaison de la kinase NMRK2 aux intégrines α7 et β1 est loin d’être clairement identifié, mais 

on sait par exemple que l’ADP-ribosylation de l’intégrine α7, qui est une modification post-

traductionnelle dépendante du NAD+ via ART1, augmente son affinité pour la laminine 

(Haas et al., 2015). Ainsi, l’absence de NMRK2 à proximité de l’intégrine α7 pourrait altérer 

localement la production de NAD+ nécessaire à son ADP-ribosylation et déstabiliser le lien 

avec la laminine et la matrice extracellulaire. 
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4.4 Implication de la kinase NMRK2 dans la réponse à l’exercice 

dans le muscle strié squelettique et cardiaque 

4.4.1 Introduction 

Comme nous l’avons montré, NMRK2 semble être impliquée dans l’homéostasie du 

NAD au cours du vieillissement. Les mutants Nmrk2KO présentent un phénotype cardiaque 

modéré caractérisé par une cardiomyopathie dilatée, même si elle se stabilise et n’évolue 

pas vers une insuffisance cardiaque terminale, et qui est en effet associée à une réduction 

des taux de NAD à 24 mois. D’autre part, on sait que le vieillissement du muscle 

squelettique est associé à un processus de sarcopénie, caractérisé par une réduction de la 

masse musculaire et de la force développée. Parmi les mécanismes moléculaires impliqués 

dans les processus liés à l’âge, l’altération du métabolisme du NAD+ a été décrite comme 

jouant un rôle majeur dans un grand nombre de tissus, incluant le cœur et les muscles 

squelettiques (Mericskay, 2016; Yoshino et al., 2018). Le vieillissement musculaire est 

associé à une réduction des capacités à l’endurance, qui est attribuée non seulement à une 

altération des performances cardiovasculaires mais également à une réduction de la qualité 

et de la quantité des mitochondries dans les cellules musculaires (Johnson et al., 2013; 

Lanza & Nair, 2010). En dépit de ces limitations, la pratique d’une activité physique régulière 

reste l’une des stratégies les plus efficaces pour contrer le processus de sarcopénie et 

réduire l’inflammation chronique (Cruz-Jentoft et al., 2014; Denison et al., 2015; Monteiro-

Junior et al., 2018; Ziaaldini et al., 2017). 

C’est pourquoi nous nous nous sommes intéressés dans cette étude au rôle de la 

kinase NMRK2 dans l’adaptation à l’exercice chez des animaux âgés. Pour cela, nous avons 

donc exploré la capacité d’animaux Nmrk2KO âgés de 16 mois à suivre un protocole 

d’entrainement en endurance, puis nous avons évalué les processus adaptatifs mis en place 

dans le muscle squelettique en terme notamment de diamètre et de type de fibres 

musculaires en réponse à l’exercice, ainsi que la modulation des voies métaboliques dans 

le cœur et le muscle squelettique.  
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4.4.2 Résultats 

Cette étude a fait l’objet d’une publication en premier auteur dans le journal 

Frontiers in Physiology en Septembre 2018. J’ai réalisé la totalité des expériences publiées 

dans ce papier, de l’entrainement en endurance des animaux jusqu’aux analyses 

histologiques et en biologie moléculaire
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Background:Skeletalmuscleagingismarkedbythedevelopmentofasarcopenic

phenotype,aglobaldeclineof muscleenergeticcapacities,andanintoleranceto

exercise.Amongthemetabolicdisordersinvolvedinthissyndrome,NADmetabolism

wasshowntobealteredinskeletalmuscle,withanimportantrolefortheNAMPTenzyme

recyclingthenicotinamideprecursor.AnalternativepathwayforNADbiosynthesishas

beendescribedforthenicotinamideribosidevitaminB3precursorusedbytheNMRK

kinases,includingthestriatedmuscle-specificNMRK2.

Aim:Withthisstudy,ourgoalistoexploretheabilityof16-month-oldNmrk2−/−mice

toperformenduranceexerciseandstudytheconsequencesonmuscleadaptationto

exercise.

Methods: 10controland6Nmrk2−/− micewereusedandrandomlyassignedto

sedentaryandtreadmillendurancetraininggroups.After9weeksoftraining,heartand

skeletalmusclesampleswereharvestedandusedforgeneexpressionanalysis,NAD

levelsmeasurementsandimmunohistochemistrystaining.

Results: EndurancetrainingtriggeredareductionintheexpressionofCpt1band

AcadLgenesinvolvedinfattyacidcatabolismintheheartofNmrk2−/−mice,notin

controlmice.NADlevelswerenotalteredinheartorskeletalmuscle,noratbaseline

neitherafterexercisetraininginanygroup.Myh7geneencodingfortheslowMHC-Iwas

morestronglyinducedbyexerciseinNmrk2−/−micethanincontrols.Moreover,IL-15

expressionlevelsishigherinNmrk2−/−miceskeletalmuscleatbaselinecomparedto

controls.Nofibertypeswitchwasobservedinplantarisafterexercise,butfastfibers

diameterwasreducedinagedcontrolmice,notinNmrk2−/−mice.Nofibertypeswitch

ordiametermodificationwasobservedinsoleusmuscle.

Conclusion: Inthisstudy,wedemonstratedforthefirsttimeaphenotypeinold

Nmrk2−/−miceinresponsetoenduranceexercisetraining.AlthoughNMRK2seemsto
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bepredominantlydispensabletomaintainglobalNADlevelsinheartandskeletalmuscle,

wedemonstratedamaladaptivemetabolicresponsetoexerciseincardiacandskeletal

muscle,showingthatNMRK2hasaspecificandrestrictedrole inNADsignaling

comparedtotheNAMPTpathway.

Keywords:heart,skeletalmuscle,aging,NAD,NMRK2,exercise,endurancetraining

INTRODUCTION

Skeletalmusclesarehighlyplasticorgansthatadapttheirshape
andperformancetothephysiologicaldemand.Inasimplified
way,resistancetrainingleadstohypertrophyoffiberswhile
endurancetrainingstimulatesoxidativemetabolisminfibers.
Thisplasticityhoweverisprogressivelylostwithaging,which
isassociatedbothwithareductioninmusclemassandstrength
atbaseline(sarcopenia)andareducedgaininperformanceand
muscleremodelinginresponsetoresistanceexercise(Kumar
etal.,2009).Muscleagingisalsoassociatedwithreduced
enduranceexercisecapacitythatisattributednotonlyto
decreasedcardiovascularperformancebutalsotoanintrinsic
decreaseinthequalityandquantityofmusclecellmitochondria
(LanzaandNair,2010;Johnsonetal.,2013).Hence,sarcopenic
musclesaresupposedtodifferinthevariousbiochemical
pathwaysinvolvedinexerciseresponse(Ziaaldinietal.,2017).
Yet,despitetheselimitations,regularexerciseremainsoneof
themosteffectivestrategytocounteractsarcopeniaandlower
chronicinflammatorycytokinesoverloadalthoughoptimization
oftheprotocolsandabetterunderstandingofthemechanisms
involvedinthelowerresponseofsarcopenicmusclesresistance
trainingarestillrequired(Cruz-Jentoftetal.,2014;Denisonetal.,
2015;Ziaaldinietal.,2017;Monteiro-Junioretal.,2018).
Amongthe molecular mechanismsinvolvedintheaging

process,alterationsinthe metabolismofthe Nicotinamide
Adenine Dinucleotide(NAD+)hasbeenshowntoplaya
majorroleinmosttissues,includingheartandskeletalmuscles
(Mericskay,2016;Yoshinoetal.,2018).
NADhastheparticularityofbeingbothacoenzymeand

asignalingmolecule.Asacoenzyme,NADisrecycledfrom
oxidized NAD+ toreduced NADHintheoxido-reduction
reactionsoftheenergymetabolism,withoutnetconsumption
ofthetotal NADpoolintheseprocesses. Asasignaling
molecule,NADisaco-substratemoleculehydrolyzedbyseveral
cellularenzymes,notablythesirtuins(SIRT)deacetylases,the
polyADPribosepolymerases(PARP)andtheCD38andCD157
ADPribosecyclases(Mericskay,2016;Yoshinoetal.,2018).
Thesepathwaysactassensorsofenergeticandredoxstate
toregulateenergymetabolism(SIRT1,SIRT3),oxidativestress
responseandcellsurvival(PARP1)andCa2+signaling(CD38)
inallcelltypes.Inagedmouseskeletalmuscle,thereismore
than50%declineinNAD+ levelsthataltersSIRT1activity
andreducedthelevelofnuclearandmitochondrialencoded
mitochondrialproteins(Gomesetal.,2013).
The sirtuins, PARP1 and CD38/CD157 proteins all

cleavethe NAD+ intonicotinamide(NAM)andadenine
diphosphate-ribose(ADPR)fortheirenzymaticactivities.

Differentsalvagepathwayexistthatcompensateforthiscellular
consumptionofNAD+(Mericskay,2016;Yoshinoetal.,2018).
Amajorpathwayinmuscleisinitiatedbythenicotinamide
phosphoribosyltransferase(NAMPT).NAMPTusestheNAM
derivedfromtheactivityofNAD+ consumingenzymesbut
alsonutritionalNAM(vitaminB3),togeneratenicotinamide
mononucleotide(NMN)thatisthenfusedtotheADPmoiety
ofATPbythenicotinamideadenilyltransferases(NMNAT,1to
3)toformthedinucleotide.GeneticdepletionoftheNAMPT
enzymeinadultskeletalmusclesleadstofiberdegenerationand
progressivelossofbothmusclestrengthandtreadmillendurance
(Fredericketal.,2016).Thecontributionofthedeamidated
precursors,nicotinicacidandtryptophantoNAD+synthesisis
minimalinskeletalmuscles(Morietal.,2014).
More recently,analternativepathwayforthesynthesisof

NMNwasdiscoveredbasedonthephosphorylationofthe
nucleosideformoftheNAMbase,thenicotinamideriboside
(NR),bytheNRkinasesNRK1andNRK2(officialsymbol
NMRK1andNMRK2;BieganowskiandBrenner,2004;Belenky
etal.,2007).NMRK2isexpressedpredominantlyinskeletal
muscleswhereasNMRK1seemstobeubiquitouslyexpressed
butmoreabundantinliverandkidneys(Ratajczaketal.,2016;
Fletcheretal.,2017).Nmrk2−/− mice(12–14weeks)showed
noalterationintotalNADlevelsinskeletalmusclesandno
phenotypeatbaselineorafter6weeksofenduranceexercise
protocolasregardmusclefibercross-sectionalareaandmuscle
fibertypedistribution(Fletcheretal.,2017).
ConsideringthatNADmetabolismbecomescrucialduring

aging,weexploredinthepresentstudytheabilityofmiddle-
ageNmrk2−/−mice(16month)toperformenduranceexercise
trainingandtheimpactofthistrainingonmusclefibercross-
sectionalarea, musclefibertypedistributionand myokines
expressionindifferentmuscles.

MATERIALSANDMETHODS

AnimalsandEnduranceTraining
Allexperiments withanimalsconformedtothe Directive
2010/63/EUoftheEuropeanParliamentandwereapprovedby
theethicscommitteeCharlesDarvin#5andauthorizedbythe
MinistryofResearchinapplicationoftheFrenchRuralCode,
notablythearticlesR.214-87toR.214-126(agreement00369.03:
RoleofthekinaseNMRK2inskeletalmuscles).Theanimal
experimentswereperformedintheUPMCuniversityCenterfor
ExperimentalExploration,UMS028,105Boulevarddel’Hôpital,
Paris75013,holdingtheagreement#A751315.
ConstitutiveNmrk2knocked-out micewereobtainedand

genotypedinaC57BL/6NTacgeneticbackgroundaspreviously
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described(Vauretal.,2017).HomozygousNmrk2−/− mice
wereviableandfertile.Forthisstudy,16sixteen-monthold
female micewereused(n= 10C57BL/6Nwild-type mice
andn=6Nmrk2−/− mice).Halfoftheanimalswerethen
randomlyassignedtosedentaryorendurancetraininggroups
(n=5C57BL/6Nwild-typemiceandn=3Nrmk2−/−mice
foreachcondition).Micewereacclimatedtothetreadmillfor3
consecutivedays,andfirstsubmittedtoanexerciseperformance
testinvolvingawarmupphaseat5to15cm/sfor15min,
followedbyanacuteexercisephasewherethespeedofthe
treadmillwasprogressivelyincreaseduntilreachingsignsof
exhaustion(morethan5shockswithin60s,or morethan
5consecutivesecondsontheshockgridwithattemptingto
reengageonthetreadmill).Endurancetrainingprotocolwas
carriedoutfor9weeksandwascomposedofawarmupphase
at5to15cm/sfor15minfollowedby0to45minat15cm/sand
afterthat45mininwhichspeedwasprogressivelyincreasedfrom
15to30cm/s.Protocolwasstrictlyidenticalforeveryanimalused
inthisstudy.

RT-qPCRAnalysis
Total RNA were extractedfromtissue samples using
TRI ReagentR (Molecular Research Center)andatissue
homogenizer(PrecellysR,BertinInstruments)followingthe
manufacturerinstructions.RNAconcentrationswerequantified
byspectrophotometryusingNanoDrop2000(ThermoFisher
Scientific).cDNAswerereversedtranscriptedfrom2µgof
RNAusingtheiScriptTM ReverseTranscriptionkit(Biorad).
Quantitative PCRreactions werecarriedouton CFXTM

Real-Time PCR DetectionSystem(Biorad),intriplicates
foreachsampleina7.5µLvolumecontaining3.75µLof
SsoAdvancedTMUniversalSYBRR GreenSupermix,0.5µMof
eachforwardandreverseprimersand2.5µLof1:20diluted
cDNA.Primerssequencesusedinthisstudyareavailable
onrequest.TheexpressionofHprt (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase)geneorthemeanoftheexpression
ofRplp0(RibosomalProtein,Large,P0)andYwhaz(Tyrosine
3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Activation
ProteinZeta)geneswereusedasareferencefornormalization
inheartandgastrocnemiusmuscle,andplantarisandsoleus
muscles,respectively.

NADExtractionandQuantification
Metaboliteswereextractedbyhomogenizingtissuesamplesin
abufferedethanolsolution(75%ethanol/25%HEPES10mM
pH7.1,10µL/mgoftissue) withatissuehomogenizer
(PrecellysR,BertinInstruments).Extractswereheatedat80◦C
for5min,chilledoniceandcentrifugedforat15000g
for15minat4◦C. NADlevels werequantifiedusingan
MTT-formazanrecyclingassay.Samplesextractswerediluted
in watertoafinalvolumeof25µL. Afteradding100
µLofreactionbuffer(600mMethanol,0.5mM3-(4.5-
dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazoliumbromide(MTT),
2mMphenazineethosulfate(PES),120mMBicine(pH7.8),yeast
alcoholdehydrogenase0.05mg/mL(SIGMAA3263),kinetics
ofthereactionwasassessedbymeasuringODat550nmevery
30sfor40minusingaTECANInfiniteF500microplatereader.

SamplesNADconcentrationsweredeterminedbycomparing
theslopeofthereaction(OD/s)toarangeofstandardNAD+

concentrations.

ImmunofluorescentStaining
Immediatelyaftersacrifice,fast(plantaris)andslow-twitch
(soleus)muscleswhereembedinTissue-Tek(Sakura,USA)and
frozeninliquidnitrogen-cooledisopentaneat−150◦C.They
whenthenstoredat−80◦Candslicedinto8µmcryosections
withCM1860Cryostat,(Leica).Immunohistochemicalstaining
ofMyosinHeavyChain(MHC)isoformswasperformedusing
mousemonoclonalantibodiesBAD5(MHC-Ispecific,alternate
nameβ-MHC,IgG2b,1:100dilution),SC-71(MHC-IIAspecific,
IgG1,1:100dilution)andBF-F3(MHC-IIBspecific,IgM,1:100
dilution)respectively,obtainedfrom DevelopmentalStudies
HybridomaBank(DSHB,UniversityofIowa).Lamininstaining
wasalsoperformedforlabelingbasement membranesusing
arabbitpolyclonalantibody(L9393,Sigma).Briefly, muscle
sectionswerefixedwith4%PFAfor5min,washedtwice(5min
each)inPBS,permeabilizedin0.1%Tritonfor10min,washed
twiceinPBS,saturatedin5%IgG-freeBSAfor45min,washed
onceinPBS,incubatedwith1:100 mouseFABfor20min,
washedonceinPBS.Primaryantibodieswerethenincubated
overnightat4◦C.Afterwashing3timesin0.1%Tween20in
PBS,secondaryantibodieswereusedtoselectivelybindtoeach
primaryantibody:goatanti-mouseIgG2bconjugatedwithAlexa
FluorR350,goatanti-mouseIgG1conjugatedwithAlexaFluorR

555,goatanti-mouseIgMconjugatedwithAlexaFluorR488,and
goatanti-rabbitconjugatedwithAlexaFluorR633,alldilutedat
1:400in5%IgG-freeBSA.After3washesin0.1%Tween20in
PBS,musclesectionweremountedusing70%glycerol.Pictures
weretakenusingandinvertedfluorescencemicroscope(DMi8,
Leica).PureMHC-IIXfiberswerenotstainedbytheseantibodies
andappearedblack.FibertypedistributionandMinFeretwere
assessedusingImageJsoftware.

StatisticalAnalysis
Animalswereassignedtosedentaryorendurancetraininggroups
byrandomization.Shapiro–Wilktestwereappliedtotestfor
normalityofdistributionbeforetouseparametrictest.To
assessstatisticalsignificancebetweencontrolandNmrk2−/−

miceatexhaustiontest,t-testsforindependentsampleswere
performed.ForRT-qPCRanalysis,NADlevelsandfibertype
andMinFeretcomparisons,two-wayANOVAforindependent
sampleswereperformed,followedbypost-hocTukeytestsfor
multiplecomparisonwhenaninteractionbetweenthegenotype
andtheendurancetrainingfactorswasestablished. Global
MinFeretdistributionstatisticaldifferenceswereassessedusing
Chi-squaretest.Valuesareexpressedasmean±SEM.

RESULTS

EnduranceTrainingandMuscle
PerformanceinNmrk2−/−Mice
Consideringtheoldageofthemice,16monthsatthebeginning
oftheendurancetrainingprotocol,andthepotentialeffectof
Nmrk2deficiencyonexercisecapacities,trainingprotocolwas
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adaptedbystartingataverylowspeed(15cm/s,100mrun
persession)thatwasprogressivelyincreasedtoreach30cm/s
(890mpersession)attheendoftheprotocol.Allanimals
wereabletofollowthecompletetraining(Figure1A).To
assessiftherewasanydifferenceintermofexercisecapacity
andendurancebetweencontrolandNmrk2−/−mice,animals
weresubmittedtoatreadmillexhaustiontest1weekafterthe
beginningoftheprotocol.Nmrk2−/−micereachedexhaustion
after24.0± 2.3minvs.22.6± 1.8minforcontrol mice
(Figure1B),ataspeedof39.0±2.3cm/svs.36.7±1.8cm/sfor
controlmice(Figure1C),withnostatisticaldifferencebetween
thegroups.After9weeksoftraining,therewasnosignificant
bodyweightchangeintrainedcontrolandNmrk2−/− mice
(Figure1D).

EffectsofEnduranceTrainingonCardiac
GeneExpressionandNADLevels
TogaininsightonNADmetabolismmodulationinheartby
exerciseinoldmice,wefirstanalyzedthegeneexpressionprofile
ofseveralmainenzymesresponsibleforitsbiosynthesisand
consumption.Nmrk2geneexpressionwasabsentasexpected
inNmrk2−/− mice,butnotmodifiedbytrainingincontrol
mice.Nmrk1andNamptexpressionswerenotmodulatedby
endurancetrainingincontrolandinNmrk2−/−mice,neither
wastheexpressionofthesirtuinsSirt1andSirt3(Figure2A).

FIGURE1|Dailyrunningdistanceduringendurancetraining,endurancetest

andbodyweightevolution.(A)Evolutionofthedailyrunningdistanceimposed

tocontrolandNmrk2−/−miceduringthe9weeksofendurancetraining.(B,

C)Maximumspeed(B)andtime(C)reachedatexhaustionduringendurance

test.(D)Evolutionofbodyweightalongthetrainingprotocol.N=5in

eachsedentaryandtrainedcontrolgroup,andN=3ineachsedentaryand

trainedNmrk2−/−group.Statisticalanalysis:(B,C),t-testforindependant

samples.(D)two-wayANOVAforindependentsamples.

Inlinewiththoseobservations,wedidnotobserveadifference
regardingNADlevelsincardiac muscle(Figure2B).Pgc1a,
knowntobeactivatedintheheartbyexercise,wasslightly
increasedwithoutreachingstatisticalsignificance,whenthere
wasnoinductioninNmrk2−/−mice(Figure2C).Cardiacstress
markerBnfwasnotclearlymodulatedbyexerciseorlackof
NMRK2(Figure2D).TheMyh7geneencodingtheslowβ-MHC
wasincreasedinonlyonesedentaryNmrk2−/−mousethatdid
notshowanyothermajordiffferenceinothertestedgenesin
theheartandskeletalmusclecomparedtotherestofthegroup.
Interestingly,Cpt1bandAcadLgenes,involvedinfattyacids
catabolism,weresignificantlyloweredbyexerciseinNmrk2−/−

mice,butnotcontrolmice(p<0.05,Figure2E).Nocleareffects
couldbeidentifiedonPdk2andPdk4expression,twoisoforms
ofPDK,whichnegativelyregulatesglycolysis,neitheronglucose
transportersGlut1andGlut4(Figure2F).

EffectsofEnduranceTrainingonSkeletal
MuscleGeneExpressionandNADLevels
Nmrk2 beinghighlyexpressedinskeletal muscle, wealso
investigated NAD metabolism modulation enzymes in
gastrocnemiusmuscle.NoeffectwasobservedregardingNampt
orSirt1andSirt3genesexpression,butNmrk1wasreducedin
Nmrk2−/− miceincomparisontocontrols(genotypeeffect,
p< 0.01,Figure3A).Inparallelwiththeseobservations,no
majormodulationoftotalNADlevelswasobserved(Figure3C).
Wealsostudiedtheexpressionlevelsofmyosinheavy-chain
isoforms,knowntobe modulatedbyendurancetrainingin
young mice.Interestingly,Myh7 genecodingfortheslow
MHC-IisoformwasstronglyinducedbyexerciseinNrmk2−/−

mice(p< 0.01,Figure3B),toahigherlevelcomparedto
trainedcontrolmice(p< 0.05)whennostatisticallysignificant
effectofexercisewasfoundincontrolmice.Nomodulationof
otherMHCisoformsgeneexpressionwasobserved(Myh2for
MHC-II1,Myh1forMHC-IIXorMyh4forMHC-IIB).
Consideringtheemergingroleofskeletalmuscleinautocrine

andparacrinesignaling,wealsoanalyzedtheexpressionof
several myokinesinslow(soleus)andfast-twitch(plantaris)
muscles.Insoleusmuscle,aneffectoftrainingandgenotype
wasobservedforIL-15expression,a myokinethatmediates
muscle-fatcrosstalk,seemstobehigherintrainedNmrk2−/−

micebutnointeractioncouldbeidentified(Figure3D).Sparc,
amyokinelinkedtomuscleatrophy,andFndc5,aprecursorof
irisincorrelatedtobrowningofadiposetissue,werenotmodified
byexercise,evenincontrolanimals.Nomodificationsofthe
expressionofthese3geneswasobservedinplantarismuscle
althoughtheglobalprofilewasstrikinglysimilartotheone
observedinthesoleusmuscle(Figure3E).

ModulationofMHCIsoformsDistribution
andMinferetDiameterinFastandMixed
Muscles
TogofurtherintheunderstandingoftheeffectsofNMRK2
deficiencyonskeletalmuscleadaptationtoexercise,weanalyzed
thedistributionofMHCisoformsandminimalFeretdiameter
offibersinfastplantarismuscleandthemixedmoreoxidative
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FIGURE2|GeneexpressionanalysisandglobalNADlevelsinleftventricle.(A)RelativequantificationbyRT-qPCRofNmrk1,Nmrk2,Nampt,Sirt1,andSirt3mRNA

levelsinleftventricule.(B)MyocardialNADlevels.(C–F)RelativequantificationbyRT-qPCRofPgc1α(C),BnfandMyh7(D),Cpt1bandAcadL(E),Pdk2,Pdk4,

Glut1,andGlut4(F)mRNAlevelsinleftventricule.n=5incontrolandtrainedcontrolgroups,n=3inNmrk2−/−andtrainedNmrk2−/−groups.Resultsare

expressedasmeanvalues±SEM.Statisticalanalysis:two-wayANOVAforindependentsamples.ip<0.05forinteraction,###p<0.001forgenotypeeffect,
§p<0.05and§§p< 0.01forendurancetrainingeffect.*p<0.05fromTukey’smultiplecomparisonstestwhenapplicable.

FIGURE3|GeneexpressionanalysisandglobalNADlevelsinskeletalmuscle.(A,B)RelativequantificationbyRT-qPCRofNmrk1,Nmrk2,Nampt,Sirt1,Sirt3(A),

andMyh7,Myh2,Myh1,andMyh4myosinisoforms(B)mRNAlevelsingastrocnemiusmuscle.(C)GastrocnemiusNADlevels.(D,E)Relativequantificationby

RT-qPCRofIL-15,Sparc,andFndc5myokinesmRNAlevelsinsoleus(D)andplantarismuscle(E)respectively.Resultsareexpressedasmeanvalues±SEM.

Statisticalanalysis:two-wayANOVAforindependentsamples.ip<0.05forinteraction,##p<0.01and###p<0.001forgenotypeeffect,§p<0.05and
§§p<0.01forendurancetrainingeffect.*p<0.05and**p<0.01fromTukey’smultiplecomparisonstestwhenapplicable.
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soleusmusclesbyimmuno-histochemicalstaining.Inplantaris
muscle,nofibertypeswitchwithexercisecouldbedetected
(Figures4A–E).Asexpected,notypeIfibersweredetectedin
thisfastmuscle. MinFeretdiametertrendtobereducedwith
exerciseincontrol mice,reachingstatisticalsignificancefor
MHC-IIXfibers,whennochangeswereobservedinNmrk2−/−

mice(Figure4F).AnalysisofMinFeretdiameterdistributions
ofall musclefibersshowedastatisticallysignificantshiftof
distributiontowardthinnermusclefiberswithtrainingincontrol
mice(p<0.0001,Figure4G),whennoeffectoftrainingwas
observedwithNmrk2−/−mice(Figure4H).
Inthesoleusmuscle,therewasnodifferenceintermoffiber

typerepartitionbetweencontrolandNmrk2−/−mice,andno
fibertypeswitchingwasobservedwithexerciseinanygroup
(Figures5A–E).NotethatnoTypeIIbfasttwitchglycolytic
fibersweredetectedinthismuscleasexpected.Nodifference
eitherwasfoundregardingallmusclefibersMinFeretdiameter
distributions,intermofgenotypeorexerciseeffect(Figures
F–H).

DISCUSSION

ThestimulationofNAD+synthesisbytheNRvitaminB3,the
substrateofNMRKenzymes,hasbeenshowntobebeneficialfor

musclephysiologyandmitochondrialfunctioninthecontextof
agingorgeneticmyopathiesinmanystudies(Mouchiroudetal.,
2013;Ceruttietal.,2014;Khanetal.,2014;Fredericketal.,2016;
Ryuetal.,2016;Zhangetal.,2016).Oneexceptionbeingashort
reportthatNRmildlydecreasesexerciseperformanceinratsina
swimmingexhaustiontestalthoughnomusclephenotypingor
molecularanalyseswereperformedtounderstandthislackof
response(Kourtzidisetal.,2016).
WehaveshownrecentlythatNmrk2levelsarestrongly

inducedinthecontextdilatedcardiomyopathytriggeredby
heart-specificdeletionoftheSRFtranscriptionfactorandthat
NR-supplementeddietorvoluntarywheelrunningdelaysthe
onsetofheartfailureinthismodel(Delouxetal.,2017;Diguet
etal.,2018).NMRK2,astriated musclespecifickinasehas
recentlybeenshowntoberequiredinmusclecells,inredundancy
withthemoreubiquitousNMRK1,torespondtotheboosting
effectofNRonNADlevel(Fletcheretal.,2017).Here,we
showedthatagedNMRK2deficient micepresentanaltered
responsetoexercisetraining.Intheheart,Cpt1bandAcadL
genes,involvedinβ-oxidation,werereducedwithexercisein
Nmrk2−/−mice.Ingastrocnemiusmuscle,Nmrk1levelswere
reducedinNMRK2deficientmice,andslowMHCisoformMyh7
wasmorestronglyinducedbyexerciseinNmrk2−/−micethan
incontrols.Endurancetrainingreducedthediameteroffibersin
controlmicebutnotinNmrk2−/−mice.

FIGURE4|MHCisoformsdistributionandMinFeretdiameterinplantarismuscle.(A-D)Myosinisoformsandlamininimmunofluorescencehistochemistry(MHC-I

(MYH7)inblue,MHC-IIA(MYH2)inred,MHC-IIB(MYH4)ingreen,laminininmagenta)on8-µmtransversalcryosectionsofplantarismusclefrom18weeksoldmice,

WTorNmrk2−/−,sedentaryortrained.Scalebars=200µmforwholemuscleimages,60µMformagnifiedimages.(E)Fibertypeproportionscalculatedfromwhole

musclesections.FibersnegativeormixedforTypeI,IIA,orIIBMHCisoformswhereassignedtoaseparatedcategory,incomparaisontopureMHCisoformspositive

fibers.(F)FibersMinFeretdiameter(µM).(G,H)GlobalMinFeretdistributionswhithincontrolandtrainedcontrolmice(G),andNmrk2−/−andtrainedNmrk2−/−mice

(H).n=5incontrolandtrainedcontrolgroups,n=3inNmrk2−/−andtrainedNmrk2−/−groups.Resultsareexpressedasmeanvalues±SEM.Statisticalanalysis

(E,F),two-wayANOVAforindependentsamples.ip<0.05forinteraction,§p<0.05forendurancetrainingeffect.*p<0.05fromTukey’smultiplecomparisonstest

whenapplicable.(G,H),Chi-squaretestforMinFeretdistributioncomparisons.
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FIGURE5|MHCisoformsdistributionandMinFeretdiameterinsoleusmuscle.(A–D)Myosinisoformsandlamininimmunofluorescencehistochemistry[MHC-I

(MYH7)inblue,MHC-IIA(MYH2)inred,MHC-IIB(MYH4)ingreen,laminininmagenta]on8-µmtransversalcryosectionsofsoleusmusclefrom18weeksoldmice,

WTorNmrk2−/−,sedentaryortrained.Scalebars=200µmforwholemuscleimages,60µMformagnifiedimages.(E)Fibertypeproportionscalculatedfromwhole

musclesections.FibersnegativeormixedforTypeI,IIA,orIIBMHCisoformswhereassignedtoaseparatedcategory,incomparaisontopureMHCisoformspositive

fibers.(F)FibersMinFeretdiameter(µM).(G,H)GlobalMinFeretdistributionswhithincontrolandtrainedcontrolmice(G),andNmrk2−/−andtrainedNmrk2−/−mice

(H).n=5incontrolandn= 4intrainedcontrolgroups,n=3inNmrk2−/−andtrainedNmrk2−/−groups.Resultsareexpressedasmeanvalues±SEM.

Statisticalanalysis(E,F),two-wayANOVAforindependentsamples.(G,H),Chi-squaretestforMinFeretdistributioncomparisons.

Incardiacandskeletalmuscle,NADlevelshasbeendescribed
tobehighlyregulatedbyNAMPT,thatactsasaratelimiting
enzymerecycling NAMinto NMNtoform NAD+ (Mori
etal.,2014).NMRK1andNMRK2enzymeswereidentified
morerecentlyasalternativeenzymeusingNRasanalternative
precursortosalvageNAD+ levels(BieganowskiandBrenner,
2004).HereweshowthatglobalsteadytissuelevelsofNADare
notalteredintheheartandskeletalmuscledespitetheabsenceof
NMRK2.Thisresultisinagreementwitharecentlypublished
studyinyoungNmrk2−/− micethatalsoreportedtherewas
noalterationofglobalNADlevelsinquadricepsmuscleinthe
KOmiceincomparisontocontrols,withconcentrationsaround
400pmol/mgoftissue,whichareidenticaltoourfindingsin18
month-oldmice(Fletcheretal.,2017).Incontrast,however,the
authorsdidnotobserveadifferenceintermofNmrk1expression
inyoungNmrk2−/−mice,whenwefoundaclearreductionat
18-monthofage.HoweverNamptexpressionismaintainedat
thisageinNmrk2−/− mice,whichisapparentlysufficientto
sustaingloballevelsofNAD.Interestingly,whileNADlevels
werestronglyreducedintheskeletalmuscle-specificNampt−/−

micethatwereintoleranttoexercise,NRhadapotentrescuing
effectonexerciseintolerance,fibersizeandATPproduction
despitehavingnoimpactontotalNADtissuelevelsandvery
minoreffectonmitochondrialNADpool(Fredericketal.,2016).

ThesefindingshowthattheNMNproducedfromNRbyNMRK
enzymesisnotequivalenttotheNMNproducedbyNAMPT
tosynthesizeNAD.So,whileitisclearnowthatNMRK2is
dispensableforthemaintenanceofglobaltissueNADlevels,it
suggeststhatNMRK2isinvolvedinthesynthesisofasubfraction
oftheNADpoolthatisefficientlyusedbythemusclecells.
Skeletalmuscleadaptationstoexercisevariesdependingon

thetypeofexercise.Tofocusonenduranceexercise,different
studieshaveclearlydemonstratedinhumanthatendurance
traininginducesaswitchfromglycolytictoamoreoxidative
phenotype(AndersenandHenriksson,1977).Inyoungrats,10
weeksrunningprogramtriggersasimilarshifttowardslower
oxidativeisoformsofmyosininplantarismuscle,whennoshift
wasreportedinsoleusmuscle(Fitzsimonsetal.,1990).Here,
weshowthatinagedmice,treadmillrunningexerciseincreases
theexpressionofMyh7gene,whichencodesaslowcontractile
isoformofmyosinheavychain(MHCI)thatuseslessATPper
unitofworkbecauseofitslowermyosinATPaseactivity,relative
tofastmyosinisoforms,andisthusmoremetabolicallyefficient
inthecontextofendurancetraining.Interestingly,theincrease
inMyh7 expressionwassignificantlystrongerinNmrk2−/−

micecomparedtocontrols,suggestingthatNMRK2signaling
isnormallybluntingtheexpressionofslowmyosininmuscle
orreciprocallythatthelackofNMRK2reultsinahigherneed
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forthemuscletoreducetheenergyrequiredforcontraction.
Wealsofoundthatenduranceexerciseledtoareductionof
themeandiameterofmusclefibersintheplantarisbutnotthe
soleusofcontrolmicewhereasthisphenomenondidnotoccurin
Nmrk2−/−mice.ItisimportanttonoticethatNmrk2expression
is2timeshigherinplantarismusclecomparedtosoleus(Fletcher
etal.,2017),whichmayexplainwhileitfunctionismoreeasily
putinevidenceinthismuscle.
Consideringtheemergingroleofskeletalmuscleinautocrine

andparacrinesignaling,wealsoanalyzedtheexpressionof
severalmyokinesknowntobeactivatedbyexercise.Among
them,IL-15isacytokinesecretedbyskeletal musclethat
promotesenduranceadaptationsviaastimulationofthe
oxidativeenergymetabolismandtheSirt1/PGC1aaxisinyoung
mice(Quinnetal.,2013).IL-15levelsareincreasedbyexercise
inhumans(Rinnovetal.,2014).Ontheotherskeletalmuscle
agingandsarcopeniaareassociatedwithlowlevelsofIL-15
(Yalcinetal.,2018).Here,weshowthatexercisereducedIL-15
mRNAlevelinagedcontrolandNmrk2−/−mice.Ontheother
hand,weshowedthattheIL-15geneexpressionisupregulated
atbaselineinthesoleusofNmrk2−/−mice.Sinceweobserved
atrendtohavethinnermusclefibersinplantarisbutnotsoleus
muscleofNmrk2−/−comparedtocontrols,itsuggeststhatthe
localincreaseinIL-15productioninthesoleusmaycontribute
topreservemusclemass.ThelinkbetweenNMRK2-dependent
NADmetabolismandIL-15signalinginoxidativemetabolism
willdeservetobefurtherexploredinthefuture.Inthesameline,

ourobservationthatgenesinvolvedinfattyacidsβ-oxidation
(FAO)areabnormallyrepressedintheheartofNmrk2−/−mice
upontrainingwhileitiswellknownthatFAOisincreasedduring
exercisetorespondtothehigherenergydemand(Jeppesen
andKiens,2012)suggestamaladaptativemetabolicresponsein
absenceofNMRK2.
Inconclusion,wedemonstratedforthefirsttimeaphenotype

inoldNmrk2−/− miceinresponsetoendurancetraining
suggestingthatNMRK2deficientmicearepronetodevelop
muscledysfunctionwithaging.
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4.4.3 Discussion 

Dans cette étude, nous montrons que les animaux âgés Nmrk2KO sont capables de 

subir un protocole d’entrainement en endurance et ne présentent pas d’intolérance à 

l’exercice, corroborant l’idée que ces mutants ne développent pas d’insuffisance cardiaque 

à un stade avancé. Cependant ces animaux présentent une expression cardiaque réduite 

des gènes Cpt1b et AcadL impliqués dans le métabolisme des acides gras qui peut être 

interprétée comme une réponse maladaptative quand on sait que les acides gras sont la 

source d’énergie majoritaire des cellules cardiaques, notamment au cours de 

l’entrainement en endurance.  

Dans le cœur et le muscle squelettique, les taux de NAD+ ont été décrits comme 

étant principalement régulés par la NAMPT, qui agit en tant qu’enzyme limitante dans le 

recyclage du NAM en NMN pour former du NAD+ (Mori et al., 2014). Les kinases NMRK1 et 

NMRK2 ont été identifiées plus récemment comme des enzymes alternatives utilisant le NR 

comme précurseur alternatif pour restaurer les taux de NAD+ (Bieganowski & Brenner, 

2004). Dans cette étude nous montrons que les niveaux tissulaires globaux de NAD ne sont 

pas altérés dans le cœur et le muscle squelettique, en dépit de l’absence de NMRK2. Ces 

résultats sont en accord avec une autre étude récemment publiée chez des animaux 

Nmrk2KO jeunes dans laquelle aucune altération des niveaux globaux de NAD n’a été 

retrouvée dans le muscle du quadriceps en comparaison avec des animaux contrôles, avec 

des concentrations de 400 pmol/mg similaires à notre étude (Fletcher et al., 2017). 

Cependant, les auteurs n’observent pas à cet âge de différence d’expression de Nmrk1 chez 

les jeunes souris Nmrk2KO, alors que nous rapportons une réduction nette à l’âge de 18 

mois. L’expression de la Nampt est cependant stable à cet âge chez ces souris, et est 

apparemment suffisante pour maintenir les taux globaux de NAD. De manière intéressante, 

les taux de NAD sont drastiquement réduits dans un modèle d’inactivation de la Nampt 

spécifiquement dans le muscle squelettique et les animaux présentent une intolérance à 

l’exercice, et le traitement au NR permet dans ce modèle d’abolir cette intolérance et de 

restaurer la taille des fibres musculaires et la production d’ATP sans pour autant augmenter 

les taux tissulaires de NAD (Frederick et al., 2016). Ces résultats montrent que le NMN 
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produit à partir du NR par les kinases NMRK n’est pas forcément équivalent à celui produit 

par la NAMPT pour la synthèse du NAD. Ainsi, s’il est assez clair que NMRK2 n’est pas 

nécessaire au maintien des concentrations tissulaires de NAD, cela suggère que NMRK2 est 

potentiellement impliquée dans la synthèse de NAD à un niveau plus compartimenté pour 

être utilisé efficacement par les cellules musculaires.  

Les adaptations du muscle squelettique à l’exercice varient selon le type 

d’entrainement effectué. Si l’on se concentre sur l’exercice en endurance, un certain nombre 

d’études ont clairement démontré chez l’homme que l’entrainement en endurance induit 

une transition des fibres musculaires d’un phénotype glycolytique vers un phénotype plus 

oxydatif (Andersen & Henriksson, 1977). Dans une étude chez de jeunes rats, un 

programme d’entrainement de 10 semaines induit une transition similaire vers des 

isoformes de myosine  plus lentes et oxydatives dans le muscle plantaris, sans transition 

observée dans le muscle soleus (Fitzsimons et al., 1990). Dans notre étude, nous montrons 

que chez la souris âgée, l’entrainement en endurance augmente l’expression du gène 

Myh7, qui code pour l’isoforme de myosine lente MHC-I. Cette isoforme consomme en effet 

moins d’ATP en comparaison avec des isoformes plus rapides, et permet ainsi une meilleure 

efficacité métabolique dans le contexte de l’exercice en endurance. De manière 

intéressante, l’induction de la Myh7 est significativement plus élevée chez les animaux 

invalidés pour Nmrk2, suggérant que l’activité de la kinase réprime en temps normal 

légèrement l’expression de cette isoforme de myosine ou à l’inverse que la perte de NMRK2 

résulte en une hausse des besoins d’économie énergétique pour le muscle. Nous avons 

également observé que l’exercice en endurance induisait une réduction de la taille des 

fibres musculaires dans le plantaris mais pas dans le soleus des animaux contrôles, et que 

ce phénomène n’a pas lieu chez les animaux Nmrk2KO. Mais il est important de soulever que 

l’expression de Nmrk2 est deux fois plus élevée dans le muscle plantaris en comparaison 

avec le muscle soleus (Fletcher et al., 2017), ce qui pourrait expliquer pourquoi cet effet est 

plus facilement mise en évidence dans ce muscle. 

Compte-tenu du rôle émergeant du muscle squelettique dans la signalisation 

autocrine et paracrine, nous avons également étudié l’expression de certaines myokines 

connues pour être activées par l’exercice. Parmi elles, l’IL-15 est une cytokine sécrétée par 
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le muscle squelettique et qui induit une adaptation à l’exercice en stimulant le métabolisme 

oxydatif et l’axe SIRT1/PGC-1α chez des animaux jeunes (Quinn et al., 2013). Les taux d’IL-15 

sont induis avec l’exercice également chez l’homme (Rinnov et al., 2014). Cependant, le 

vieillissement musculaire et la sarcopénie sont connus pour être associés à une réduction 

de l’expression de cette myokine (Yalcin et al., 2018). Dans cette étude, nous montrons que 

l’exercice réduit les taux l’expression de l’ARNm IL-15 chez les souris contrôles et Nmrk2KO 

âgées. Cependant, nous montrons que l’expression d’IL-15 est augmentée à l’état basal 

chez les animaux Nmrk2KO sédentaires dans le soleus. En lien avec la tendance observée à 

l’amincissement des fibres musculaires dans le muscle plantaris mais pas le muscle soleus 

chez les souris Nmrk2KO, ces résultats suggèrent que la production locale d’IL-15 dans le 

soleus peut avoir contribué à la préservation de la masse musculaire. Le lien entre le 

métabolisme du NAD dépendant de la NMRK2 et la signalisation IL-15 sur le métabolisme 

énergétique devra être étudiée plus en détail. De même, la répression anormale de gènes 

impliqués dans l’utilisation des acides gras que nous avons observés dans le cœur des 

souris Nmrk2KO avec l’entrainement, alors que la β-oxydation est bien connue pour être 

augmentée avec l’exercice pour répondre à la demande énergétique (Jeppesen & Kiens, 

2012), suggère également une réponse métabolique maladaptée dans le cœur en absence 

de NMRK2.  

En conclusion, nous avons pu observer pour la première fois dans cette étude un 

phénotype chez des souris Nmrk2KO âgées en réponse à l’entraiment en endurance, 

démontrant que la déficience en NMRK2 peut induire une dysfonction musculaire avec le 

vieillissement.  
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4.5 Implication de la kinase NMRK2 dans les effets liés à la 

supplémentation au NR dans la cardiomyopathie dilatée 

4.5.1 Introduction 

Dans l’étude publiée récemment par l’équipe dans le journal Circulation, nous avons 

démontré que la supplémentation en NR dans le contexte de l’insuffisance cardiaque 

induite par la cardiomyopathie dilatée (CMD) avait des effets bénéfiques sur la fonction 

cardiaque en protégeant notamment le cœur en partie de la dilatation et de l’altération de 

la fonction contractile (Diguet et al., 2018). Ces effets sont corrélés à une protection du 

métabolisme du NAD, et associés à une induction de la voie de la kinase NMRK2. Pour 

mieux comprendre les effets de cette suractivation de NRMK2 dans le contexte de la CMD 

et déterminer dans quelle mesure les effets constatés de la supplémentation en NR sont liés 

à cette kinase et non à celle de son isoforme ubiquitaire NMRK1, nous avons généré un 

modèle d’animaux double-transgéniques en croisant des animaux de nos modèles SRFHKO 

et Nmrk2KO de manière à empêcher l’action de la kinase NMRK2 lors de l’installation de la 

CMD. Ces animaux sont appelés « dKO » pour double-knockout dans la suite de ces travaux. 

Nous avons également cherché à comprendre quels étaient les effets de cette suractivation 

de NMRK2 en dehors du stress énergétique associé au contexte pathologique, et avons 

pour cela généré un nouveau modèle d’animaux transgéniques permettant la suractivation 

de la kinase de façon inductible dans le cœur. Chez ces deux modèles, nous avons suivi la 

fonction cardiaque par échocardiographie, et étudié la modulation du métabolisme du 

NAD et du métabolisme énergétique dans le muscle cardiaque, sous régime normal ou 

supplémenté en NR. 

Ces travaux sont en cours de finalisation et seront bientôt soumis dans un journal 

pour publication. Dans un souci d’uniformité de ce manuscrit et pour la compréhension 

d’un des membres du jury anglophone, les parties résultats et discussion qui suivent sont 

rédigées en anglais.  
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4.5.2 Results 

Impact of NR treatment on cardiac function and morphology in SRFHKO in presence of 

absence of Nmrk2 gene activation 

Five days after tamoxifen injection, eighteen SRFHKO and nineteen double SRFHKO and 

Nmrk2KO (dKO) mice were assigned to control diet or NR supplemented groups. LV function 

was assessed by echocardiography before (at baseline) and forty days after tamoxifen 

injection (Figure 1). For the statistical analysis, 2-way ANOVA for independent factors was 

performed. We observed an effect of the NR diet on LV ejection fraction (LVEF) at 40 days, 

that was significatively improved (p=0.0048) in comparison to control diet (CD) in both 

SRFHKO (44.4 ± 4.6% vs. 32.6 ± 3.1%) and dKO (55.2 ± 4.6% vs. 40.7 ± 4.3%) mice (Figure 

1A). Interestingly, we also evidenced a genotype effect between SRFHKO and dKO mice 

independently of the diet, with a slightly improved LVEF at 40 days in dKO mice (p=0.0375). 

There was no significant interaction between these 2 factors. NR treatment also reduced LV 

dilation during systole as illustrated by a smaller increase in end-systolic volume (ESV) at 40 

days (p=0.0212, Figure 1B). A similar trend occurred with end-diastolic volume (EDV) but 

without reaching statistical significance (p=0.0625, Figure 1C). In accordance to these 

findings on LV chamber volumes, NR treatment also reduced the thinning of the LV posterior 

wall (LVPW) at 40 days in systole (p=0.0161, Figure 1E), with a similar trend in diastole 

(p=0.0517, Figure 1F). We also observed that the stroke volume was slightly larger at 40 

days in dKO mice compared to SRFHKO mice (p=0.0352, Figure 1D) but no effect of NR 

treatment was evidenced (p=0,3947, Figure 1D). The stroke volume represents the 

difference between EDV and ESV, and it can be increased because of a reduction of ESV, 

which is associated with a more powerful systolic contraction, and/or because of an increase 

in EDV, associated with increased filling in diastole. The echocardiography data for dKO 

mice indicates that the increase in the stroke volume is rather due to the latter, i.e. increased 

chamber dilation. Despite this small difference in stroke volume, there was no effect of NR 

treatment or NMRK2 inactivation at 40 days after treatment on cardiac output (CO), which 

represents the product of the stroke volume and the heart rate, even though it seemed more 

preserved within dKO mice compared to SRFHKO mice (Figure 1G). LV mass index, 

calculated from LV mass estimated from the echocardiography measurements normalized 
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over the animals body weights, showed no difference between SRFHKO and dKO mice nor 

with NR supplementation (Figure 1H). Detailed measurements of each parameter at 

baseline and 40 days after tamoxifen injection are presented in Table 1. In conclusion, in 

agreement with our previous finding (Diguet et al., 2018), NR supplementation improves 

LVEF and limits LV chamber dilatation and thinning in SRFHKO mice though we show here 

that this effect is not dependent on the expression of Nmrk2. Surprisingly, and on the 

contrary to our expectations, Nmrk2 deletion even seems to provide a slight improvement 

to cardiac function and remodeling in the context of the SRFHKO cardiomyopathy at this age 

of 3.3 month (40 days of treatment starting at 2 month).   

 

Impact of NR treatment on NAD levels and energy metabolism in SRFHKO and dKO mice 

Global NAD levels were measured in liver and heart tissue 40 days after tamoxifen 

injection. In the liver, NR diet triggered a strong induction of total NAD levels compared 

with control diet, in both SRFHKO (1206.2 ± 99.1 vs. 622.8 ± 43.3 pmol/mg of tissue, 

p=0.0203) and dKO mice (1370.9 ± 287.0 vs. 727.6 ± 56.2 pmol/mg of tissue, p=0.0134) 

(Figure 2A). This increase was essentially due to an increase of NAD+ content, as NR did not 

modify NADH levels in any of the groups. Interestingly, total NAD levels in the heart were 

more reduced in dKO mice under control diet in comparison to control mice (760.7 ± 40.4 

vs. 971.3 ± 46.1 pmol/mg of tissue, p=0.0275), as SRFHKO total NAD levels were reduced as 

well but without reaching statistical significancy with controls (867.1 ± 43.9 vs. 971.3 ± 46.1 

pmol/mg of tissue, p=0.4707) (Figure 2B). NR did not modify total NAD levels in both 

SRFHKO (814.7 ± 26.2 vs. 867.1 ± 43.9 pmol/mg of tissue, p=0.9461) and dKO mice (897.1 ± 

58.8 vs. 760.7 ± 40.4 pmol/mg of tissue, p=0.3783). Nmrk2 gene expression was strongly 

induced in SRFHKO mice with control and NR diet, and no expression was detected in dKO 

mice as expected (Figure 2C). mRNA levels of Nampt were reduced in SRFHKO and dKO 

mice (Figure 2D). Expression of cardiac stress marker Bnp was induced in every condition 

in comparison to controls but without reaching statistical difference (Figure 2E), and Myh7 

levels  were  strongly  induced  in  every  groups  as  well  (Figure  2F).  Expression  of  Sod2  
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enzyme involved in superoxide anion detoxification was reduced in every group and was 

not modified change by NR treatment (Figure 2G). Genes involved in mitochondrial 

biogenesis were altered as well, with a reduction of the expression of Pgt1b (Figure 2I) and 

Tfam (Figure 2J), but interestingly not Pgt1a (Figure 2H). mRNA levels of Cpt1b, involved 

in fatty acid oxidation which are the major source of energy in adult heart, were reduced in 

all experimental groups in comparisons to controls (Figure 2K) but not the expression of 

Pdk4 involved in glucose metabolism (Figure 2L). Global protein acetylation assessed by 

western blot was not statistically changed between SRFHKO or dKO mice nor in consequence 

of NR treatment, even though there was a trend for a reduction of acetylation within dKO 

mice under control diet (Figure 2N). Enzymatic assay revealed that citrate synthase (CS) 

activity were reduced in the heart of SRFHKO mice compared to controls, and that NR was 

able to protect against this decline (Figure 2O). Surprisingly, dKO mice under control diet 

had CS activity equivalent to controls, and NR did not change it. Activity of mitochondrial 

respiratory chain complex I (Figure 2P) and cytochrome-c oxidase (Figure 2Q) were not 

modified in any condition. 

 

Impact of NMRK2 overexpression and NR treatment on cardiac function and 

morphology 

To assess the effects of NMRK2 overexpression in a non-pathological context in the 

heart, we followed cardiac function by echocardiography, before (at baseline) and 1 to 8 

months after tamoxifen injection triggering the overexpression of NMRK2. Five days after 

tamoxifen injection, nine control and fourteen Nmrk2TG mice were randomly assigned to 

control diet or NR supplemented groups. Cardiac muscle contractility, illustrated by LV 

ejection fraction, was progressively reduced in every group between baseline and 8 months 

after tamoxifen injection when the study was ended (Figure 3A). There was also a mild 

dilation of the LV with time between those timepoints in systole as showed with the 

enlargement of the LV diameter and the increase of the end-systolic LV volume in systole 

(Figures  3B  and  3D).  The same  trend  was  observed  on  those  parameters  in  diastole  
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(Figures 3E and 3G). However, no thinning of the cardiac walls was detected neither in 

systole nor in diastole (Figures 3C and 3F), resulting in an increase of the thickness/radius 

ratio (Figure 3H) overtime, indicative of an eccentric dilation process. No difference was 

observed in any of those parameters between control and transgenic mice nor with or 

without NR supplementation at any timepoint. 

 

Impact of NMRK2 overexpression and NR treatment on NAD levels and energy 

metabolism 

Considering that no effect of NMRK2 overexpression could be observed overtime 

on cardiac function until at least 8 months of overexpression, we chose to analyze the NAD 

and energy metabolism phenotype on Nmrk2TG mice after 2 months of overexpression. In 

the heart, there was a moderate but significant trend for Nmrk2TG mice to have higher NAD 

levels compared to control lice (Figure 4A), with no global effect of NR treatment even 

though it almost reached statistical significance (p=0.0871, Figure 4A). In the liver, no 

global effect of NR treatment could be evidenced even though a close to statistical trend 

was observed (p=0.0984, Figure 4B), due to dispersion between individuals in NR treated 

groups. As expected, Nmrk2 gene expression was highly increased with a fold change to 

control around a hundred times in Nmrk2TG mice, with no changes induced by NR treatment 

(Figure 4C). At the protein level, NMRK2 was also higher in Nmrk2TG mice compared to 

control mice under control diet (Figure 4L), and NR diet surprisingly induced a reduction of 

the NMRK2 protein expression in Nmrk2TG mice. No changes in Nampt expression occurred 

with NR treatment or NMRK2 overexpression (Figure 4D), but interestingly Nmrk2TG mice 

showed higher Sirt1 mRNA levels in comparison to control mice (Figure 4E). At the protein 

level, there was no changes of NAMPT, SIRT1 or SIRT3 expression with NMRK2 

overexpression or NR treatment (Figures 4M-P). Expression of cardiac stress markers Anf 

and Myh7 were slightly improved in groups under NR diet (Figures 4F-G), but this is to put 

in comparison with the much higher induction of those markers, especially Myh7, that 

occurs in the context of severe cardiac stress during DCM (Figure 2F). Pgc1a expression 

was globally higher in transgenic mice compared to control mice with no effect of NR 
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(Figure 4H). Expression of mitochondrial transcription factors Tfam and Nrf1 was not 

modified in transgenic mice or in response to NR (Figure 4I-J).  
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4.5.3 Discussion 

In this study, we showed that NR treatment was able to improve LVEF and counteract 

LV chamber dilation in SRFHKO mice, reinforcing our previous findings (Diguet et al., 2018). 

However, Nmrk2 gene deletion did not alter those beneficial effects of NR, suggesting 

they’re not dependent on the expression of the kinase. Surprisingly, and on the contrary to 

our expectations, Nmrk2 deletion even seems to provide a slight improvement to cardiac 

function and remodeling in the context of the SRFHKO induced cardiomyopathy. This was 

exhibited by a slight increase in LVEF and stroke volume with a two-way ANOVA genotype 

effect, even though post-hoc Tuckey’s did not show any significance between 2 by 2 groups 

comparison.  

The paradoxical improvement in LVEF and stroke volume in the dKO mice compared 

to SRFHKO mice is complex to understand and require to consider different parameters that 

varies in a different way within the non treated and NR treated groups.  

In absence of NR treatment, the difference in stroke volume between dKO and 

SRFHKO is around 24.3 µL (96.1 µL in SRFHKO vs. 71.8 µL in dKO mice). However, the 

decomposition of this parameter, which is the difference between ESV and EDV, shows that 

it is essentially a larger EDV in dKO (250 µL vs. 230 µL in SRFHKO mice) that explains this 

difference while the ESV are similar between both genotypes (157.9 µL in SRFHKO vs. 153.9 

µL in dKO). Hence, in absence of NMRK2, the LV filling in diastole is increased while 

maintaining systolic function, suggesting either an improvement of relaxation of the LV wall 

and/or a trend to structural dilatation that does not yet impair systolic function. The latter 

would interestingly be a similar phenomenon to the one we observed previously in young 

simple Nmrk2KO that dilated more and had an increased EDV in comparison to control mice 

in response to transverse aortic constriction surgery (Tannous et al., in preparation). 

With NR treatment, EDV and ESV were reduced in both genotypes, SRFHKO and dKO, 

in comparison to respective control diet groups, but ESV was even more reduced in dKO 

mice resulting in a higher stroke volume. The mild improvement of cardiac function in the 

context of  DCM  within  mice  deleted  for  NRMK2  is  surprising,  as  the  induction  of  this  
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pathway with heart failure led us to think it would be important for NAD salvage and the 

improvement of energy metabolism. However, we could not shed into light any 

preservation of mitochondrial biogenesis pathways such as a Tfam of Pgc1b transcription 

factors, or energy metabolism pathways such as Cpt1b, indicating that dKO mice still 

present the same molecular alterations that SRFHKO mice.  

Global cardiac NAD levels were not drastically altered with DCM in SRFHKO nor dKO 

mice in this study, in contrast to our previous findings (Diguet et al., 2018). This could be at 

least partially explained by the difference in the age of the mice used in our last study and 

this one. Indeed, mice used in our previous study were 9-month-old at the beginning of NR 

treatment and 10.5-month-old at the end of the study after 45 days, whereas mice used in 

this study were younger and 2-month-old at the beginning of the study, ending at 3.3-

month-old after 40 days of treatment. The choice to study the effects of NRMK2 deletion in 

the SRFHKO model at a younger age was made after we showed that LV function was already 

altered in Nmrk2KO mice at this age of 9 to 11 months. Inactivating the SRF gene at this age 

would result in inducing a DCM in a context of an already altered LV function, and that’s 

what we wanted to avoid with starting on with 2-month-old mice. NAD metabolism is known 

to be altered with aging, in parallel with an alteration of the enzymes consuming NAD, which 

could explain why NAD levels are less altered in consequence of DCM in younger mice.  

SRFHKO dKO SRFHKO 
+ NR

dKO 
+ NR

0.0

0.1

0.2

0.3
mi
ll
il
it
er
s

EDV (ESV + SV) at 40 days

ESV

SV

-15 %

%vs. control diet

-22 %

-29 %
-40 %



 

 229 

Even if NMRK2 pathway is not essential to maintain global NAD levels using NR in 

cardiac stress conditions, the role of its induction remains unclear and we aimed to 

investigate it further in a non-pathological context. For this, we generated Nmrk2TG mice in 

collaboration with Gareth Lavery at the University of Birmingham. The follow-up of cardiac 

function by echocardiography revealed that between baseline and 8 months after tamoxifen 

injection (10-month-old mice) a mild dilation of the LV developed in systole as evidenced 

by the increased EDV. No thinning of the LV walls was measured, sign of an eccentric 

dilation remodeling. This trend was the same overtime between all groups, independently 

of the genotype or the diet, indicating this dilation process was probably related to the 

aging process when the heart adapts its morphology to follow the increase of the animals’ 

body weight, and that NRMK2 overexpression had no positive of negative impact of LV 

function at least until 8 months after induction. There was a mild but significant increase of 

NAD levels in Nmrk2TG mice in comparison to controls, independently of NR treatment. 

Interestingly, there was a mild activation of the Sirt1/Pgc1a axis at least at a transcriptional 

level, which has been described previously as a pathway activated in energetic stress 

conditions by AMPK and upregulated in pressure-overload in the heart (Oka et al., 2011). 

Nmrk2TG mice do not present major signs of cardiac dysfunction, but this could be an 

interesting field to investigate as it could be one early sign of an underlying condition not 

detectable by echocardiography. Nmrk2TG mice also present a very moderate increase of 

cardiac stress markers Anf and Myh7, but this has to be compared with the level of induction 

of these markers in a strong model of cardiac stress such as the SRFHKO mice. It would be 

interesting to see in the future how Nmrk2TG mice would be able to react to cardiac stress, 

using TAC or myocardial infarction models.  

In conclusion of this study, we showed that NR treatment was able to prevent the 

alteration of cardiac function in SRFHKO mice, but that the kinase NMRK2 was not necessary 

to support those effects and to maintain global NAD levels in this context. The 

overexpression of NMRK2 in the heart in a non-pathological context had no positive or 

negative effect on cardiac function by echocardiography, in correlation with the previous 

findings.    



 

 

 

 

 

 

V. Conclusion générale 
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Les objectifs de ces travaux de thèse ont été de déterminer le rôle de deux stratégies 

thérapeutiques pour lutter contre les altérations métaboliques qui sont décrites dans 

l’insuffisance cardiaque associée à la CMD, l’exercice musculaire et la stimulation du 

métabolisme du NAD par le NR.  

Comme nous l’avons montré, l’exercice musculaire permet de façon très 

encourageante d’améliorer la fonction cardiaque dans le contexte de la CMD induite par la 

délétion du gène SRF (Deloux et al., 2017). Ces effets bénéfiques de l’exercice dans la CMD 

sont également décrits chez l’homme (Holloway et al., 2012; Legallois et al., 2016), mais les 

mécanismes sous-jacents à cette amélioration ne sont pas particulièrement bien identifiés. 

Notre étude chez la souris a ainsi participé à lever le voile sur les mécanismes impliqués et 

à montrer que cette amélioration fonctionnelle passerait par une réduction de l’installation 

de la fibrose cardiaque, associée à une répression transcriptionnelle des isoforme de 

collagènes I et III, améliorant ainsi la compliance ventriculaire. Les voies de signalisations 

médiées par l’AMPK, senseur du stress énergétique cardiaque, pourraient être impliquées 

dans ces mécanismes de remodelage bénéfique. En effet, des résultats préliminaires 

encore non publiés par le laboratoire montrent que l’inactivation de l’isoforme α2 de 

l’AMPK est corrélée à un développement fibrotique, ce qui suggère qu’elle pourrait être 

impliquée en temps normal dans l’inhibition des voies d’installation de la fibrose. De 

manière intéressante, nous avons également montré une réactivation des voies PPARα et 

PGC-1α, impliquées dans l’utilisation des acides gras et la stimulation de la biogenèse 

mitochondriale dans le cœur, et qui sont habituellement altérées dans le contexte de la 

CMD, et l’AMPK est connue pour activer la voie PGC-1α (Cantó & Auwerx, 2009). L’AMPK 

étant activée par l’exercice (Kemp et al., 1999), elle pourrait ainsi être un acteur central dans 

les modifications structurelles et métaboliques qui permettent l’amélioration de la fonction 

cardiaque dans notre modèle. Des croisements sont en cours au laboratoire entre nos 

lignées d’animaux AMPKα2KO et SRFHKO pour confirmer cette hypothèse. En parallèle, il n’est 

également pas à exclure que les effets bénéfiques du NR sur la fonction cardiaque puissent 

en partie liés à des effets systémiques de l’exercice sur la fonction vasculaire et musculaire.  

D’autre part, nous avons démontré que la stimulation des voies de biosynthèse du 

NAD+ par le NR, utilisé par les kinases NMRK, permettait également de compenser en partie 
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la perte de fonction cardiaque induite par la CMD (Diguet et al., 2018). Cette amélioration 

fonctionnelle est associée à une stimulation du métabolisme du NAD come le montre 

l’augmentation des taux de métabolites dérivés du nicotinamide et est associée à une 

induction de la kinase NMRK2 au niveau transcriptomique et protéique, corrélé à une 

réduction de la NAMPT habituellement majoritaire pour le maintien des taux cellulaires de 

NAD. Ces résultats nous ont conduit à étudier plus en détails l’activité de cette kinase in vivo 

dans le cœur et aussi dans les muscles squelettiques puisque ce sont les deux seuls tissus 

dans lesquels cette kinase est exprimée. 

  

Rôle de la voie Nmrk2 dans la biosynthèse du NAD+ et les effets liés au NR 

Les kinases NMRKs sont des enzymes qui phosphorylent le NR pour donner du NMN, 

qui est ensuite utilisé par les NMNATs pour donner du NAD+. Une augmentation du taux de 

NAD a été observée en réponse au traitement au NR chez la levure (Belenky et al., 2007; 

Bieganowski & Brenner, 2004), ainsi que dans des cellules humaines en culture (Yang et al., 

2007). Une autre étude publiée par l’équipe de Johan Auwerx a également montré que le 

traitement au NR chez la souris induisait une augmentation des taux globaux de NAD dans 

différents organes comme le muscle squelettique, le foie ou le tissu adipeux, même si 

malheureusement le cœur n’est pas décrit dans cette étude (Cantó et al., 2012).  

Il existe deux isoformes des kinases NMRK utilisant le NR : une isoforme ubiquitaire 

NMRK1, présente dans tous les types cellulaires, et une seconde isoforme NMRK2 

spécifique du muscle strié, localisée uniquement dans le tissu cardiaque et le muscle 

squelettique comme nous l’avons montré. Si ces deux kinases NMRK1 et NMRK2 sont 

relativement proches, elles présentent des particularités distinctes comme une affinité 

différente au NR, NMRK1 ayant un KM de 0.088 mM pour le NR, quand NMRK2 présente un 

KM de 0.19 mM (Tempel et al., 2007). Cependant la constante catalytique Kcat de NMRK2 est 

plus élevée que celle de NMRK1. De plus, la kinase NMRK1 peut utiliser l’ATP et le 

guanosine triphosphate (GTP) comme substrat pour phosphoryler le NR en NMN, alors que 
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la NMRK2 utilise spécifiquement l’ATP pour cette réaction (Dölle & Ziegler, 2009; Tempel 

et al., 2007).  

Nos résultats chez les mutants Nmrk2KO et Nmrk2TG suggèrent que l’isoforme NMRK2 

spécifique du muscle strié n’est pas essentielle pour le maintien des taux globaux de NAD 

dans le cœur en conditions basale, son inhibition ou sa surexpression n’ayant pas d’impact 

majeur. Notre étude chez le double mutant SRFHKO-Nmrk2KO a également montré que la 

kinase NMRK2 ne semble pas essentielle dans un contexte de stress énergétique cardiaque 

malgré l’activation de cette voie, et qu’il existe probablement une redondance entre 

l’activité de cette kinase et celle de la NMRK1. Une étude récente a montré que la perte de 

fonction de NMRK1 n’est pas critique pour le maintien des taux de NAD+ dans le foie 

(Ratajczak et al., 2016), même si cette kinase prends tout de même une part importante 

dans la biosynthèse du NAD+ dans les hépatocytes en réponse à une supplémentation en 

NR et en NMN. Une étude encore plus récente suggère que la perte de fonction de NMRK2 

n’a pas d’impact sur les taux de NAD+ dans le muscle squelettique et qu’elle n’induit pas de 

dysfonction majeure chez des animaux jeunes (Fletcher et al., 2017), comme nous l’avons 

également observé chez nos souris Nmrk2KO plus âgées (Deloux et al., 2018). Dans un 

modèle cellulaire de myoblastes en culture, cette même équipe a démontré que 

l’inactivation sélective de chacune des kinases NMRK n’empêchait pas l’augmentation des 

taux cellulaires de NAD+ en réponse à une supplémentation en NR, sauf en cas de double 

inactivation de ces kinases. Ainsi, ces observations corrélées à nos différentes études 

semblent indiquer que les kinases NMRK1 et NRMK2 partagent une redondance dans leur 

utilisation du NR pour produire le NMN nécessaire à la formation du NAD+, et qu’il est 

nécessaire d’inactiver simultanément ces deux kinases pour vraiment altérer la biosynthèse 

de NAD à partir du NR.  

 

Compartimentation du NAD et de la kinase NRMK2 

Si les taux globaux de NAD ne sont pas majoritairement altérés par la délétion de la 

kinase NMRK2 ou augmentés par la supplémentation en NR, on peut envisager qu’ils soient 
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modulés de façon différente en fonction des compartiments cellulaires. En effet, il est 

possible que le NAD ne soit pas réparti uniformément dans les cellules mais qu’il existe 

différents pools répartis dans les différents compartiments cellulaires que sont le noyau, le 

cytoplasme et les mitochondries. Il est généralement admis que le NAD peut passer 

librement à travers les pores nucléaires et qu’il est ainsi globalement à l’équilibre entre le 

cytoplasme et le noyau, en revanche, il ne pourrait pas passer la membrane interne 

mitochondriale. Le pool de NAD mitochondrial est ainsi considéré comme relativement 

distinct du reste de la cellule, avec des ratios NAD+/NADH très différents entre le cytosol et 

les mitochondries (Pittelli et al., 2010; Stein & Imai, 2012). La répartition du NAD entre le 

cytosol et la mitochondrie est d’ailleurs également différente en fonction du type cellulaire 

et peut atteindre 70% dans les mitochondries des cardiomyocytes, où les besoins en 

phosphorylation oxydative sont particulièrement élevées (Alano et al., 2007). Chez la levure, 

deux transporteurs du NAD+ à la membrane mitochondriale ont été identifiés (Todisco et 

al., 2006), mais ils ne semble pas avoir d’équivalent chez les mammifères (Ying, 2008). Les 

mitochondries disposeraient d’ailleurs en partie de leur propre machinerie de production 

du NAD+ avec notamment la NMNAT3, localisée spécifiquement à la matrice interne 

mitochondriale. La NAMPT serait cependant une enzyme strictement cytosolique, comme 

suggéré dans plusieurs études dans différents types cellulaires (Nikiforov et al., 2011; 

Revollo et al., 2004; Sasaki et al., 2006). Il faut donc faire l’hypothèse que le NMN serait lui 

capable de passer dans la mitochondrie du moins dans des cellules humaines HeLa et des 

hépathocytes de rats (Barile et al., 1996; Nikiforov et al., 2011), bien qu’il n’y ait pas de 

transporteur identifié à l’heure actuelle. De façon intéressante, une possible implication de 

la thymidine kinase 2 dans la phosphorylation du NR en NMN dans la mitochondrie a été 

évoquée, mais cette activité n’a pas pu être mise en évidence (Nikiforov et al., 2011). Ainsi 

à l’heure actuelle, le dogme est que le NAD mitochondrial serait issu du NAM et du NR 

convertis préalablement en NMN dans le cytosol, puis transportés dans la mitochondrie 

pour donner du NAD via la NMNAT3. 

Une étude très récente est cependant venue challenger ce dogme (Davila et al., 

2018). Dans ces travaux, basés sur l’utilisation d’acide nicotinique riboside (NAR) 

doublement marqué avec des isotopes lourds, les auteurs montrent que les mitochondries 
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isolées à partir de myoblastes et d’hépatocytes en culture seraient capables d’incorporer le 

NAR directement, donc potentiellement le NR, pour être ensuite transformé en NAD à 

l’intérieur des mitochondries. Les auteurs ont cependant observé ce phénomène dans deux 

types cellulaires, et on ne sait pas encore si cela s’applique également aux cardiomyocytes. 

Les résultats obtenus au cours de cette thèse vont cependant dans le sens d’une 

compartimentation de la synthèse du NAD en réponse au NR, du moins d’après les résultats 

de mesure de l’activité glycolytique et de la chaine respiratoire en réponse au NR dans des 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés en culture. En effet, nous avons montré que la 

supplémentation en NR dans des cellules déplétées en NAD était capable d’agir sur la 

biosynthèse du NAD de manière à stimuler la glycolyse dans le cytosol, mais pas l’activité 

de la chaîne respiratoire dans la mitochondrie. Une des hypothèses serait que les kinases 

NMRK pourraient aussi être localisées de façon préférentielle dans le cytosol à proximité 

des complexes glycolytiques et ainsi fournir localement à partir du NR le NAD nécessaire à 

l’activité de ces complexes. Ces hypothèses devront être vérifiées par des expériences de 

co-immunoprecipitation des kinases NMRK avec les complexes glycolytiques. Il serait 

également intéressant de confirmer la compartimentalisation de la production de NAD en 

réponse au NR en utilisant des sondes fluorescentes sensibles au taux de NAD et adressées 

spécifiquement dans les différents compartiments développées récemment (Cambronne 

et al., 2016). De nouvelles sondes sensibles à l’état redox du NAD+/NADH sont également 

disponibles depuis peu (Zhao et al., 2016) et permettraient d’avoir une nouvelle vision de 

la régulation du métabolisme énergétique in vivo par le NR dans le modèle SRFHKO. Des 

expériences de traçage métabolique du glucose en réponse au NR en utilisant du 

[13C6]-Glucose sont actuellement en cours pour affiner l’hypothèse du lien entre la 

supplémentation en NR et la stimulation préférentielle de la glycolyse, ex vivo dans des 

cardiomyocytes en culture et in vivo dans les souris SRFHKO. 

Le fait qu’on ne détecte pas de modulation majeure du taux global de NAD dans le 

cœur lorsqu’on inactive la NMRK2 n’exclue pas qu’elle puisse contribuer à la production de 

NAD dans un ou plusieurs microdomaines cellulaires. Cette contribution locale à la synthèse 

de NAD ne représenterait probablement qu’une fraction très minoritaire du pool global de 

NAD et les variations induites par la perte de NMRK2 ne pourraient pas être détectées dans 
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des extraits tissulaires. Cette hypothèse est soulevée par le fait que le mutant Nmrk2KO 

développe un phénotype cardiaque associé à une altération des dépôts de laminine dans 

la matrice extracellulaire plusieurs mois avant qu’une atteinte sur le pool global de NAD 

dans le cœur puisse être détectée (Tannous et al., en préparation). Dans cette étude, nous 

avons mis en évidence que la perte de NMRK2 induisait un dépôt et une organisation 

anormale de la laminine dans la matrice extracellulaire du myocarde. NMRK2, connue 

également sous une isoforme du nom de Muscle integrin binding protein (MIBP), aurait un 

lien avec les intégrines α7 et β1 sous membranaires et connectées à la laminine dans la 

matrice cellulaire. L’ADP-ribosylation de l’intégrine α7 NAD+-dépendante via ART1 serait 

importante pour son adhésion à la laminine (Haas et al., 2015), et l’absence de NMRK2 dans 

ce microdomaine à proximité de l’intégrine α7 pourrait ainsi altérer localement la 

production de NAD+ nécessaire à son ADP-ribosylation et déstabiliser le lien avec la 

laminine et la matrice extracellulaire. 

 

 Pharmacodynamique et effets systémiques du NR 

Dans les travaux effectués dans le cadre de cette thèse, nous avons principalement 

étudié les effets du NR au niveau du tissu cardiaque dans le modèle de CMD induit par la 

délétion du gène SRF. Cependant, il n’est pas à exclure que les effets du NR puissent 

également être liés à des effets systémiques sur les autres organes, sur lesquels le NR aurait 

un effet bénéfique et qui agiraient ensuite indirectement sur la fonction cardiaque en 

réduisant la charge hémodynamique sur le cœur des souris SRFHKO. On parle d’ailleurs 

d’administration de NR, mais on ne sait pas s’il arrive réellement intact dans le cœur et les 

organes périphériques, ou s’il est transformé au cours de son absorption en d’autres 

métabolites comme le NMN ou le NAM. Deux études publiées dès les années 1980 chez le 

rat a montré que le NAD+ administré par gavage était rapidement transformé en NMN et 

NR dans l’intestin, avant d’être convertis en NAM pour passer dans la circulation (Baum et 

al., 1982; Gross & Henderson, 1983). Le NR administré dans l’eau de boisson semble arriver 

intact dans le foie dans une faible proportion, mais pas dans le muscle squelettique par 

exemple (Frederick et al., 2016). Une étude récente visant à évaluer le devenir du NR et du 



 

 237 

NMN après administration a montré que ces deux précurseurs étaient rapidement 

dégradés et étaient retrouvés principalement sous forme de NAM dans la circulation 

sanguine, et comme l’étude de Frederick qu’une certaine quantité de NR arrivait finalement 

intact dans le foie, et également dans d’autres tissus comme le rein ou le muscle 

squelettique mais dans une moindre mesure (L. Liu et al., 2018). Si ces nouvelles données 

sont intéressantes et permettent de réfléchir quant au devenir du NR administré in vivo, il 

faut cependant rappeler que le mode d’administration de ces précurseurs, réalisé ici par 

gavage ou en intraveineuse, n’est pas la norme dans la littérature où est plutôt privilégiée 

l’administration de ces précurseurs à plus long terme dans l’eau de boisson ou la nourriture. 

Si le NR administré oralement est principalement transformé en NAM avant d’atteindre le 

cœur, cela pourrait expliquer pourquoi la kinase NMRK2 n’a que peu d’impact dans le tissu 

cardiaque, et que ce soit la NAMPT qui soit l’enzyme prédominante pour le maintien des 

taux de NAD.  

Dans tous les cas, l’administration de NR a été décrite comme permettant d’atténuer 

les atteintes hépatiques et préserver la fonction mitochondriale en réduisant notamment le 

stress oxydant chez la souris (S. Wang et al., 2018). Le NR améliore également la fonction 

mitochondriale en stimulant la biogenèse mitochondriale dans le muscle squelettique de 

modèles murins de maladies mitochondriales (Cerutti et al., 2014; N. A. Khan et al., 2014). 

Dans un modèle d’obésité induite par un régime riche en graisses, le NR permet 

d’augmenter la synthèse du NAD+ dans les tissus musculaires et le foie, et ainsi préserver 

l’activité des sirtuines 1 et 3, et permet une meilleure sensitivité à l’insuline et une réduction 

du cholestérol (Cantó et al., 2012). Une autre étude montre que le NR diminue aussi 

l’intolérance au glucose tout en réduisant le développement de la stéatose hépatique chez 

des souris pré-diabétiques (Trammell, Weidemann, et al., 2016). Chez l’homme également, 

de plus en plus d’études s’intéressent à l’administration chronique de NR, et on sait déjà 

qu’il permet de réduire la rigidité vasculaire qui se développe au cours du vieillissement (C. 

Martens et al., 2017).  

Ainsi, ces différentes études montrent que le NR peut agir sur des tissus 

périphériques comme le foie, le muscle squelettique ou les vaisseaux qui sont 

habituellement atteints dans le contexte de l’insuffisance cardiaque, et dont la préservation 
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pourrait influer en retour par un effet systémique global pour améliorer la fonction 

cardiaque.  

Pour conclure, ces travaux ont permis de mettre en évidence le rôle bénéfique de 

l’exercice et de la supplémentation en NR sur la fonction cardiaque dans le contexte de la 

CMD, même si la kinase NMRK2 ne semble pas prendre une part essentielle à ces effets. 

Compte tenu des études préliminaires chez les modèles animaux et des premières études 

cliniques chez l’homme montrant que l’administration chronique de NR est bien tolérée 

chez les patients sains (C. R. Martens et al., 2018), il semble que la thérapie métabolique par 

la supplémentation au NR soit très prometteuse. De nombreuses études sont réalisées à 

l’heure actuelle pour évaluer son impact dans différents contextes physiopathologiques 

chez l’homme. En effet, 25 essais cliniques en cours s’intéressent à l’utilisation du NR dans 

le cadre du vieillissement, du syndrome métabolique ou des fonctions cognitives et 

cardiovasculaires, et notamment une étude sur l’insuffisance cardiaque systolique1. Ces 

études apporteront dans les années qui viennent des réponses essentielles sur l’intérêt de 

la supplémentation thérapeutique en vitamine NR chez l’homme.  

  

                                                
1 https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03423342?term=Nicotinamide+riboside&rank=3 
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