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Résumé

L’activitt NADPH oxydase, responsable de la promunct’anions superoxydes microbicides,
résulte de 'assemblage des protéines cytosoligd@shox, p67phox, p4Qhox et Racl/2 avec le
cytochromebssg, I'élément membranaire redox formé par les pre@®iNox2 (gp9phox) et
p22phox. L'étude de « variants » CGDXcaractérisés par une expression normale de Nax&em
non fonctionnelle, permet d’établir un lien direxitre une région et une fonction spécifique de
cette protéine. Cependant, la modélisation cetielldé ces variants est nécessaire pour I'obtention
d’'un matériel biologique suffisamment abondant afetborder la compréhension des mécanismes
d’activation du complexe NADPH oxydase au niveaulénalaire. Ce modele est une lignée
myeélomonoblastique humaine inductible en granuksyt neutrophil-like ») dont le ge@YBB,
codant Nox2, a été inactivé par recombinaison hogua (lignée PLB-985 X-CGD). L'approche
expérimentale consiste a reproduire ces variants d modele par mutagenése dirigée,
transfection stable et sélection clonale. Afin demprendre le rble joué par la boucle D
intracytosoliquede Nox2 *TSSTKTIRRS® dans le fonctionnement du complexe NADPH
oxydase, une approche par modélisation cellulalemtique a celle explicitée plus haut a été
entreprise. Nous avons mis en évidence que le esraplent de la boucle D de Nox2 par celle de
son homologue Nox4 (mutant PLB-9B5loopnoxs-NOX2) était a I'origine d’'une « super-activité »
NADPH oxydase (Li edl., 2005).

Le présent travail consiste a élucider les mécaggsmoléculaires a l'origine de la super-
activité oxydase de ce mutant. Le mutant D-loopNhx42 présente une activité NADPH
oxydaseex vivo de 2 a 8 fois supérieure a celle de cellules P8B-8ansgéniques WT-Nox2
(transfectées par I'ADNc sauvage) en réponse asistimuli. Cette suractivité oxydase est plus
importante en réponse aux stimuli solubles, etmptant aux deux activateurs ionomycine et
fMLF, impliqguant une augmentation du taux de caitiuntracellulaire. Cette suractivité a
également été mise en évidence dans un systemdifigmp vitro contenant uniquement les
protéines purifiees du complexe oxydase et actarél’pcide phosphatidique. Par contre, aucune
suractivitt NADPH oxydase n’est observée dans Iémes conditionsn vitro en activant par
I'acide arachidonique.

L’activitt NADPH oxydase du mutamk vivo présente une sensibilité accrue au calcium libre
intracellulaire, et elle est moins dépendante diaires événements de phosphorylation lors de son
activation comparée aux cellules WT-Nox2. Ainsi,slaractivité du mutant D-loopNox4-Nox2
pourrait provenir d’'une modification de la confoitina de Nox2, induite par les mutations de la
boucle D, favorisant I'activation et/ou la stakilion de I'état activé du complexe NADPH
oxydase. L’état conformationnel actif de Nox2 mwutéeait indépendant de certains événements de
phosphorylation/déphosphorylation des facteurssofiques et/ou de Nox2. Il reste a présent a
mettre en évidence ce changement conformationreepeéciser les protéines et les acides aminés
phosphorylés impliqués.

Nous avons également démontré que la surprodudi@s par le mutant D-loopNox4-Nox2
améliore son pouvoir bactéricide vis-a-vis de lache atténuée de aeruginosa PAO1. De plus,
nous avons pu mettre en évidence I'existence de pleases distinctes et interdépendantes dans le
processus de bactéricidie de ce microorganismelgsmrphagocytes. La premiére phase est
oxydase-dépendante (production g'@irectement bactéricides) et est nécessaire &figgation
de la seconde phase (activation de protéaseswheszyranulaires microbicides).

Mots-clés: NADPH oxydase; CGD; Nox2 (gppiox); cellules PLB-985 X-CGD
transgéniques ; cytochrorbesg; microbicidie



Abstract

The NADPH oxidase of professional phagocytes isrucial component of the innate
immune response due to its fundamental role inpttoeluction of microbicidal superoxide
anions. NADPH oxidase becomes activated after ddgyenf cytosolic proteins p4ihox,
p67phox, p4Qphox, and Racl/2 with cytochronigsg, the transmembrane redox core composed
of proteins Nox2 (gp9dhox) and p2phox. Study of X-CGD *“variants”, characterized by a
normal expression of mutated Nox2 which is non-fiomal, permits to ascertain a direct
relation between a region and a specific functibriNox2. However, modelization of these
variants in a cellular model is necessary to obtairabundant biological material in order to
investigate molecular mechanisms of NADPH oxidastvation. This cellular model is a
human myelomonoblastic line inducible in granulesyt(“neutrophil-like”) which lack
endogenous Nox2 expression becauseC¥BB gene targeting (X-CGD PLB-985 cells).
Experimental procedure consists in reproducingethesiants into this model by means of
directed mutagenesis, stable transfection and kckelaction. In order to understand the role
played by the intracytosolic D-loop of Nox?TSSTKTIRRS® in NADPH oxidase function,

a similar approach as described hereinbefore ha® lagplied. We have observed that
replacement of the D-loop of Nox2 with D-loop o ihomolog Nox4 (mutant PLB-985-

loopnoxa-NOX2) induced a NADPH oxidase super-activity (Liakt 2005).

We have investigated molecular mechanisms respenfsiboverproduction of superoxide
anions by the D-loopNox4-Nox2 mutant. The superanuexhibits amex vivo oxidase activity
which is 2 to 8 times higher than that of the tgamc PLB-985 cells WT-Nox2 (transfected
with wild cDNA) after stimulation by a range of agsts. This superoxide anions
overproduction is more important during soluble ragbdependent activation, especially with
ionomycin and fMLF, two activators involving an nease of intracellular calcium
concentration. This overproduction is also obsenvedtro in a cell free system using only
purified proteins of the oxidase complex, and atéd by phosphatidic acid. In contrast, no
NADPH oxidase super-activity is observedvitro in the same conditions after activation with
arachidonic acid.

Ex vivo NADPH oxidase activity of D-loopNox4-Nox2 cells m#ests an enhanced
sensitivity to free intracellular calcium, and &s$ dependent on some phosphorylation events
occurring during activation compared with WT-Nox&ls. Then, the super-activity of the D-
loopNox4-Nox2 mutant could come from a modificatmfrNox2 conformation, induced by D-
loop mutation, improving activation and/or stalalion of the NADPH oxidase activated state.
The activated conformational state of mutated Noduld be independent of some
phosphorylation/dephosphorylation events of thesytic factors and/or Nox2. Now, we have
to demonstrate this conformational change, andpexi/ the phosphorylated proteins and
amino acid residues implicated.

We have also proved that superoxide anions oveggtamh by the D-loopNox4-Nox2
mutant improves its killing activity against atteed strain ofP. aeruginosa PAOL.
Moreover, we have found that the bactericidal psecef this microorganism by phagocytes
consists in two distinct and interdependent phasks.first phase is oxidase-dependent (O
production directly bactericidal), and necessaryptimize the second phase (activation of
microbicidal granular proteases and enzymes).

Key words NADPH oxidase; CGD; Nox2 (gp#hox); transgenic X-CGD PLB-985 cells;
cytochromebssg, killing
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|. Processus de phagocytose et microbicidie par le paolcléaire

neutrophile

(pour revue voir Underhill et Ozinsky, 2002)

|.1. Description générale de la phagocytose

Le processus de phagocytose a été décrit pourelaigre fois par Metchnikoff en

1883. Les cellules phagocytaires constituent lanpree ligne de défense de I'hGte contre les

microorganismes. Ces phagocytes professionnelssapteles macrophages, les monocytes et

les polynucléaires neutrophiles ou éosinophilest sapables de phagocyter, tuer et digérer les

bactéries et champignons lors d’épisodes infectiees polynucléaires neutrophiles sont les

principaux représentants du systeme immunitaired iet constituent plus de 60% des

leucocytes circulants.

N\

ferrmyd-
paptides

Cellules stromales

@

Chernokings
LTE4
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gy - PAF
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IL-&8 LTB4 PAF Endothélivm

Heutrophile

Figure T Schéma de la migration chimiotactique des neutroplesvers le site inflammatoire
et infectieux depuis la circulation sanguine. Malés chimiotactiques : formyl peptides
bactériens, dérivé du complément C5a, et chemaokine=leukine-8 (IL-8), leukotriéne B4
(LTB4), platelet activating factor (PAF) produpsr les cellules stromales. (D'aprés Witko-
Sarsat eéll., 2000 ; adapté de Foxmanagt 1999)
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Lors d’'une infection, les neutrophiles circulantitsmobilisés au niveau du foyer
infectieux par chimiotactisme grace a des molécategeptides produits situ qui diffusent
dans les capillaires voisins (Figure 1). Les corgposhimiotactiques sont notamment les
formyl-peptides produits par les bactéries dégradésd que le formyl-méthyl-leucyl-
phénylalanine (fMLF), le dérivé C5a du complémehinterleukine-8 (IL-8), et les
leukotrienes, comme le LTB4, produits par les ¢efitavoisinantes. A partir de la circulation
sanguine, les neutrophiles traversent par diapddgsoi des capillaires pour rejoindre le lieu
de l'infection ou ils reconnaissent la bactérie pertermédiaire de récepteurs spécifiques
localisés sur leurs membranes plasmiques (réceptaux dérivés du complément et aux
immunoglobulines).

La phagocytose peut alors débuter : les neutrapléiteettent des pseudopodes qui
englobent la bactérie pour former un phagosomeasuole de phagocytose. La phagocytose
est suivie de I'étape de dégranulation. Les granajgoplasmiques du neutrophile fusionnent
avec le phagosome pour former le phagolysosome légugl ils déversent leur contenu en
enzymes et protéines lytiques (protéases et hygkg)a Simultanément, la NADPH oxydase
membranaire est activée et produit une énorme fg@atiinions superoxydes §Q convertis
en dérivés toxiques de I'oxygéne, dont notammeide hypochloreux (HOCI). Le HOCI est
synthétisé par la myéloperoxydase (MPO) a partipeioxyde d'hydrogéne {B,) provenant
de la dismutation des,Q L’action conjointe des dérivés de I'oxygene et dazymes lytiques

conduit a la dégradation du pathogene (Figure 2).

& Microorganismes

.oo..\

®
[ ]
L
@ Membrane
.. vacuolaire Cytoplasme
Neutrophile
NADPH
40,"
Granules
(hydrolases
( K+) . protéases)
pHT pH!

Membrane 4H-
plasmique

Figure 2 Représentation schématique du phagolysosome wleopkile. (D'aprés Roos et
Winterbourn, 2002)
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1.2. Les granules cytoplasmiques du polynucléaire neutpahile
(pour revue voir Gullberg etl., 1999)

Les premiéres observations ont montré la présenee ndmbreux granules
cytoplasmiques déchargeant leur contenu dans laiol@cphagocytaire contenant le
microorganisme internalisé (Cohn et Hirsch, 196&s granules sont formés a partir de I'étape
promyélocytaire de maturation du neutrophile. dstsclassés en quatre catégories selon leur
contenu protéique et enzymatique : les granulesigirés ou azurophiles, secondaires ou

spécifiques, tertiaires ou a gélatinase, et legules sécrétoires.

Les granules azurophiles (ou primaires) contienmpemicipalement des enzymes et
peptides impliqués dans la mort et la dégradatiomitroorganisme. lls possedent entre autres
de la MPO, les protéases cathepsine G et élasiaseque des défensines et du lysozyme. La
cathepsine G est une sérine protéase « chymotrifksin catalysant I'hydrolyse de liaisons
peptidigues au niveau d’acides aminés hydropholmdsmimeux. L'élastase est aussi une
sérine protéase, qui clive les peptides au nivéacidks aminés neutres. Les défensines sont
des peptides cationiques riches en cystéine, quvepe S’intercaler dans les membranes
microbiennes et former des pores. Le lysozyme est hydrolase acide hydrolysant les

glycosaminoglycanes de la paroi bactérienne.

Les granules spécifiques renferment également éSipes de dégradation telles que
le lysozyme et la gélatinase (enzyme catalysantliage du collagéne de la matrice
extracellulaire) mais aussi de la lactoferrine tgiree aux propriétés bactéricides qui fixe le fer.
En outre, les granules spécifiques contiennent debneux constituants des récepteurs
membranaires impliqgués dans I'adhérence et l'atitimadu neutrophile (intégrines, récepteur
au fMLF...etc).

Les granules tertiaires contiennent des enzymegubs telles que la gélatinase qui,
en dégradant le collagene de la matrice extrae@iiylfavorise la migration du neutrophile sur
le site de l'infection. Enfin, les vésicules séairéts sont formées de nombreux constituants des
récepteurs membranaires impliqgués dans le chintistae et 'adhérence du neutrophile tels

gue les intégrines et le récepteur au fMLF.

Les granules spécifiques, les granules tertiairéssevésicules sécrétoires sont surtout
un important réservoir de cytochrorbgsg, la sous-unité catalytique de la NADPH oxydase
phagocytaire (plus de 80 % de la quantité totale).
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1.3. Activation du métabolisme oxydatif du neutrophile

La phagocytose s’accompagne d’une intense consaomaioxygéne communément
appelée explosion respiratoire (« respiratory beys(Baldridge and Gerard, 1932). Cette
activité fut d’abord attribuée a la respiration eohiondriale mais il a été démontré par la suite
gue cette explosion respiratoire était insensibbe iahibiteurs des mitochondries (cyanure et
antimycine), puis associée a une accélération dle aes hexoses mono-phosphates et enfin
gu’elle conduisait en realité a la production déars superoxydes O (Sbarra etl., 1959 ;
Rossi efal., 1964 ; Babior eal., 1973).

L’enzyme responsable de la synthése,d'&st la NADPH oxydase (Nicotinamide
Adénine Dinucléotide Phosphate réduit). La NADPHdase est un complexe multi-protéique
catalysant le transfert d’électrons depuis une oudééde NADPH, issue du « shunt » des

hexoses mono-phosphates, vers une molécule d’ogygeluite en anion superoxyde:
NADPH + 2Q — NADP" + H" + 20,”

La NADPH oxydase du neutrophile est activée par steauli solubles tels que le PMA
(phorbol 12-myristate 13-acétate), le fMLF et I'anycine, ou par des stimuli particulaires
tels que des bactéries opsonisées. L’activationaddADPH oxydase est transitoire et la
cinétique de production dQ differe profondément selon I'agoniste employé (Dedn et
Karlsson, 1999).

[.3.1. Les dérivés toxiques de I'oxygene
»  L’anion superoxyde @ est une molécule tres instable qui peut travelser
membrane plasmique (Mao et Poznansky, 1992). Lemnsrsuperoxydes ont peu d’effet
toxique direct sur les microorganismes car ils ssdmt rapidement une dismutation, spontanée

ou catalysée par la superoxyde dismutase (SOperxyde d’hydrogéne :

20,7+ 2H — O, + H,0;,

»  Le peroxyde d’hydrogene B, est relativement stable et peut difuser a travers
les membranes. Il a un pouvoir bactéricide mapeut étre converti en ion hypochlorite QCI
oxydant tres puissant également bactéricide. Cédtetion est réalisée par la MPO, libérée lors

de la dégranulation des granules azurophiles.
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H-O, + CI + H — H,O + HOCI
HOCI— H" + OCI
(HOCI + C — Cl, + OH)

L’'acide hypochloreux HOCI peut réagir avec des amirt former des chloramines dont la
durée de vie est plus longue et la toxicité trgsartante pour certaines d’entre elles :

HOCI + RNH, —» RNHCI + H,O

> H,O, peut aussi étre réduit en radical hydroxyl @Hi est un composé

extrémement toxique : O+ F€" — O, + F&*

FE" + H0, —» OH + OH ™ + Fe"*
Cependant, dans le phagolysosome, la présencectidelaine fixant le fer

empéche sa formation.

>  Enfin, I'association de $D, et OCI produit un oxygéne singulé®, qui réagit

notamment avec les lipides membranaires, initiargi &eur peroxydation.

Les dérivés toxiques de l'oxygene sont hautementébaides mais tout aussi
cytotoxiqgues et peuvent étre a lorigine de pathas inflammatoires chez ['héte.
L’organisme possede des systemes de régulation d&finutter contre un exces d’agents
oxydants et en particulier des systémes d’élimimatdu HO, via la catalase ou la glutathion

(GSH) peroxydase au niveau du cytosol :

Catalase : 2 O, — 2H,O0 + O
H.02 P

GSF-peroxidas

<
NADP" + GSH GSSG + NADPH

A

GSF-réductas
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[.3.2. Roble des anions superoxydes

(pour revue voir Rada at., 2008)

L’activitt NADPH oxydase est requise dans les ropltiles pour une microbicidie
efficace (Selvaraj dl., 1966). Un défaut de fonctionnement de la NADPHKldase résulte en
un syndrome d’immunodéficience grave : la granulmsa septique chronique (Chronic
Granulomatous Disease, CGD) (Holmeslet1967 ; voir § IV)Les dérivés oxygénes de 40
énumérés dans le paragraphe précédent, sont ggmérdl reconnus comme hautement
toxiques et bactéricides par eux-mémes. Bien queréel pouvoilin vivo ait pu étre remis en
guestion (Reeves at., 2003), la participation des dérivés de 'oxygenele la MPO en tant

gu’agents toxiques dans le neutrophile semble oog#é par de nombreuses observations.

Tout d’abord, parmi les pathogénes responsablesnfiestions observées chez les
patients CGD, les microorganismes au phénotypdatasg-négative» sont rarement observés
(Winkelstein etal., 2000 ; van den Berg al., 2009). Il se produit probablement un
phénomene de compensation par ©Hgénéré par le pathogene dans le phagolysosome des
neutrophiles CGD qui permet son élimination. De mgmdes bactérie€.coli OxyR-
déficientes, c'est-a-dire incapables d'activer feaction enzymatique catalase, sont éliminées
par le neutrophile plus efficacement que des biastéauvages (Staudingerkt 2002).

D'autre part, la production phagosomale de HOGIligée par la MPO a partir du
H.O,, serait suffisante en elle-méme pour tuer deséhbast phagocytées (Jiangatt, 1997 ;
Hampton etal., 1998). Des neutrophiles déficients en MPO, maisspdant une activité
oxydase normale, ne peuvent pas normalement élinn@ivo tous les microorganismes,
notamment certaines especes @andida (Lehrer et Cline, 1969 ; Diamond at., 1980 ;
Decleva etal., 2006). Cependant, les personnes déficientes e® Mént couramment
asymptomatiques (Kutter, 1998). De ce fait, la MP@rait nécessaire au processus
d’élimination de microorganismes mais son absewce @tre plus ou moins compensée par les

autres éléments impliqués dans la microbicidie.

L'activité oxydase est a 'origine d'un autre mim@ane primordial dans I'élimination des
pathogénes : la compensation de la charge indute I transfert d'électrons dans le
phagolysosome et la libération de iHans le cytosol. En effet, la NADPH oxydase est
électrogénique, ce qui signifie que le transfeéettrons a travers la paroi vacuolaire génére
une charge au niveau de la membrane. Cette variahio potentiel de membrane stoppe
rapidement le flux d’électrons a moins que la charg soit compensée par le passage d’ions
chargés positivement du cytosol au phagolysosomd’ions négativement chargés dans le

-6 -
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sens opposé (Hendersonatt, 1987 ; DeCoursey dl., 2003). Or, dans le neutrophile, la
compensation de charge induite par l'activité NAD&tydase est realisée jusqu'a 95% par
transfert de protons Hlans le phagosome, via des canaux protons spésfity SOP ou Hv1)
et/ou via la NADPH oxydase elle-méme (Maturanal 2002 ; Murphy et DeCoursey, 2006 ;
Okochi etal., 2009). Ce flux massif de Hdans le phagolysosome permet de maintenir
l'activité oxydase, de fournir les protons esséntiela conversion de I0Oen HO, et HOCI,

de prévenir les écarts de pH dans le cytoplasmle ghagolysosome, et ainsi fournir un

environnement optimal au neutrophile.

Plus récemment, le cation "Ka également été proposé dans le processus de
compensation de charge dans le neutrophile a hade®% environ (Reeves at, 2002 ;
Rada efal., 2004 et 2008 ; Segal, 2005), ainsi que I'anion(&hluwalia, 2008). L'existence
d’'un faible flux potassique dans le neutrophilesnjgas remise en cause mais son importance
dans la microbicidie est controversée. Selon kgtrx du Pr Segal et de ses collaborateurs, le
maintien d'un pH alcalin et la force ionique dud'ehtrée de K dans le phagolysosome
permettent la dissociation des protéases catiosiqitachées a la membrane granulaire
négativement chargée. Aprés solubilisation dansohapartiment phagolysosomal, elles sont
activées et peuvent dégrader les bactéries. L'ogydades lors pour principale fonction de
fournir un environnement alcalin et hypertoniquin afactiver les protéases qui seraient les
agents bactéricides majeurs. Or, de nombreusesvalisas vont a I'encontre d’une hypothese
aussi réductrice sur le réle de la NADPH oxydasmi(pevue voir : Murphy et DeCoursey,
2006 ; Rada eal., 2008). Notamment, on peut noter le fait que o file K, également
observé par I'équipe du Dr Ligeti, se produit quesit intégralement durant la phase initiale
de production d'@ alors que la bactéricidie n’est pas encore totatgrafficace. En effet, il a
été observé que 70% des mouvements HerK déja eu lieu lorsque l'activité oxydase du
neutrophile n'est qu'a 20-25% de son taux maxirhaloartant le taux de bactéricidie &
aureus n’est alors que de 10% (Radaakt 2004).

l.4. La microbicidie par le neutrophile

L’élimination de microorganismes pathogenes esprnacessus complexe qui requiert
la migration du neutrophile, la phagocytose du pgéme, la production de dérivés de
'oxygene et la dégranulation avec libération degyees et peptides antimicrobiens. Le
fonctionnement correct de chacune de ces étapegesssaire a une microbicidie efficace de

tous les pathogenes. Comme indiqué précédemmemictabicidie intraphagolysosomale est
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le résultat de l'action concertée des especesivéaale I'oxygéne, des enzymes et peptides
antimicrobiens, et du flux ionique de compensatercharge qui soutient I'activité oxydase et
maintient un environnement optimal. Cependant, gomance de chacun des éléments

microbicides dépend de la nature du microorganisme.

Ainsi, des neutrophiles de patients CGD sont quasinincapables d’éliminer des
microorganismes tels qu& aureus et C. albicans mais peuvent tueE. coli presque aussi
efficacement que des neutrophiles normaux (Weisk,e1985 ; Rada al., 2004 ; Decleva et
al., 2006). Les microorganismes responsables de laritgagles infections dans la CGD sént
aureus, Aspergillus spp, Candida spp. et des enterobacilles Gram-négatif dont notamment
Serratia marcescens, Salmonella spp. etBurkholderia cepacia (Winkelstein efal., 2000 ; van
den Berg efal., 2009). Les bactéries « catalase-négative » soptment observées dans les
infections CGD. Il est supposé l'existence d’'un npr@éne de compensation par lgOhl
généré par le pathogéne dans le phagolysosomeetdgophiles CGD (Winkelstein et.,
2000). Cependant, certains pathogénes « catala#d/po> impliqués dans la CGD restent
virulents méme en cas de déficience de leur catgl@bang etl., 1998 ; Messina edl.,
2002). Ainsi, d'autres facteurs de virulence peuvétie a l'origine de la pathogénicité

observée chez les patients CGD.

Concernant. aureus et C. albicans, leur élimination peut aussi étre inhib&evivo
dans des neutrophiles déficients en MPO. Sachaet ags neutrophiles ont une activité
oxydase normale, voire augmentée, et sont douéprattessus de dégranulation, on peut
supposer que des mécanismes MPO-dépendants sohirabst requis pour une destruction
optimale deS. aureus et C. albicans (Diamond efl., 1980 ; Decleva &l., 2006).

Des expériences réalisées sur des souris transgdnigpourvues d’élastase et/ou de
cathepsine G ont confirmé que la combinaison deiVil@ NADPH oxydase et des enzymes
antimicrobiennes est absolument requise pour éimgfficacement tous les microorganismes.
Des souris KO pour I'élastase sont sensibles digctions palC. albicans et par des bactéries
Gram négatif mais pas par des germes Gram paalgifgueS. aureus. A l'inverse, avec un
défaut en cathepsine G, les souris résistéhtalbicans mais pas &. aureus. Finalement, un
défaut simultané en cathepsine G et élastase doadui défaut de microbicidie équivalent a
celui obtenu avec des neutrophiles CGD (Reevesl.et2002 ; Belaaouaj eal., 1998 ;
Tkalcevic efal., 2000).



Introduction

Les enterobacillePseudomonas sont des pathogenes opportunistes a Gram négatif et
« catalase-positive », fréquemment rencontrés dhss infections nosocomiales. Des
Pseudomonas spp sont responsables d’infections observées chezpdésnts CGD et plus
particulieremenPseudomonas cepacia, reclassée eBurkholderia cepacia (Winkelstein etal.,
2000 ; van den Berg et., 2009). L’espéc®. aeruginosa, phénotypiquement apparentéB.a
cepacia, est responsable d’'infections pulmonaires oppstes principalement chez les
patients atteints de mucoviscidose (fibrose cystiqu poumon)P. aeruginosa possede un
systeme de sécrétion de type Il qui peut lui petmaed’accomplir la lyse cytotoxique des
cellules de I'héte dont celle des neutrophiles (izax etal., 1999). Ce systeme de sécrétion
de type Il est généralement tres actif dans lesclses isolées de patients atteints de
mucoviscidose. Au contraire, les souches non-meso@kP. aeruginosa ont un systéeme de
sécrétion de type lll trés peu actif et sont dositament plus sensibles a la bactéricidie par les
neutrophiles. La souche non cytotoxiqueRd@eruginosa utilisée dans le cadre de nos travaux
est la souche standard PAO1 (B.W. Holloway).

Au-dela de leur fonction microbicide immédiate ddmaeutrophile, les dérivés de
'oxygene sont des molécules pro-inflammatoiresstant la réponse immunitaire. Or, les
patients atteints de CGD souffrent également dérsynes d’hyper-inflammation. Ceci a été
longtemps mis sur le compte d’hyper-inflammatioesosdaires a des infections par des
germes non identifiés car décapités précocementeptaitement antibiotique. Des travaux
récents ont démontré que les hyper-inflammatiorsesiées chez les patients CGD peuvent
étre plutbt expliqguées par une dysrégulation imnaine (pour revue voir Rosenzweig, 2008).
De plus, les patients CGDX et leurs meres porteageda mutation suCYBB qui ont
schématiquement une activité oxydase réduite di f@r rapport aux neutrophiles normaux,
souffrent également de maladies auto-immunes (lépgthémateux, discoide). Il apparait que

les syndromes d’hyper-inflammation peuvent étr@sdaires a :

- Une production d’espéce réactives de l'oxygengoirtante par activation de
'oxydase des phagocytes lors d’'une infection dawjet sain par des pathogenes tyfes
Aureus, Aspergillus, C. albicans (germes principaux rencontrés dans la CGD), pduvan

entrainer des dommages inflammatoires au niveatisses infectés.

- Une tres faible production de dérives oxygénés gar activation partielle de
'oxydase, soit par activation d’analogues de lmifie des Nox (cf. 8 Ill) dans les tissus

infectés, permettant I'élimination de microorgangsmet virus tels quélelicobacter pylori,
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Cryptococcus, Influenza, et induisant & long terme des syndromes hyp&rmhatoires et
auto-immuns (cas des patients CGD et de meresceciX-CGD) (Schappi &ll., 2008).

Des mécanismes physiopathologiques et moléculagrpliquant les hyper-
inflammations des patients CGD ont été récemmemn@s. Ces hyper-inflammations
pourraient étre dles a des défauts de chimiotaetiste phagocytose, d’apoptose, et de
dégradation de matériel phagocyté. Ces défautgidmmels chez les patients CGD seraient
liés a une production anormale de cytokines priainmimatoires suite a une activation du gene
NFkB indépendante des dérivés oxygénés (Bylundalet 2007), a la diminution de
'expression de certains récepteurs de I'immunitarfl etal., 2008), mais également a une
dysrégulation du catabolisme du tryptophane erdrdginne absence de tolérance vis-a-vis des
cellules T (Romani eal., 2008). Ainsi, les dérivés oxygénés pourraientiraua role anti-
inflammatoire direct, leur absence ou la tres &aiphantité produite dans la CGD expliquerait

les hyper-inflammations observées dans cette nealadi

Il. La NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase est un complexe multi-protéiquanposé d'un élément
membranaire, le cytochrom®sg, de protéines cytosoliques pphiox, p67phox et p4@hox
(phox pour « phagocytic oxidase ») et de deux petitegpres G Racl/2 et RaplA.

Dans les phagocytes au repos, les composants deldise sont dissociés et répartis
entre la membrane plasmique ou granulaire et lesoyt(Figure 3). Les protéines pptox,
p47phox, p67hox sont associés dans le cytosol selon une stoectrieniél :1 (Lapouge et
al., 2002). Rac2 est aussi localisée dans le cytdgm, a son inhibiteur RhoGDI (Rho
Guanosine-5'-diphosphate dissociation inhibitoryvfiag etal., 1993). RaplA est ancrée a la
membrane avec le cytochrorgg (Quinn etal., 1992b). Lors de l'activation du phagocyte par
des éléments pathogénes, une série dinteractiooipe-protéine et protéine-lipide se
produisent. Les facteurs cytosoliques jpiabk, p67hox et p4@hox subissent des événements
de phosphorylation et migrent vers les membranasnpfjues ou ils se fixent au cytochrome
bsss. Rac2 subit de méme une translocation a la merabromvertie sous sa forme active
c’est-a-dire liée a une molécule de GTP (guanoSiftephosphate) (Quinn eél., 1993 ;
Bokoch et Zhao, 2006). L'association des difféerergeus-unités déclenche l'activité oxydase
avec transfert des électrons du NADPH cytosoligees wne molécule d’oxygene via une

molécule de FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) (FigB).
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NADPH NADP* + H*

Figure 3 Modele d'activation de la NADPH oxydase phagocyta& Les sous-unités
membranaires Nox2 (gpphox) et p22hox forment le cytochrombsss. La molécule de FAD
et les hemes (Fe) sont liés a Nox2. Au repos,degposants cytosoliques gabx, p67hox et
p47phox forment un hétérotrimere, et la protéine Rac esihtanue inactive dans le cytosol,
associée a RhoGDI et a une molécule de GDP (guamdsidiphosphate). Lors de
I'activation, la protéine Rac est libérée de RhoGidinvertie sous forme active avec fixation
d’'une molécule de GTP et recrutée a la membrane.tioés protéines p4box, p67hox et
p47phox subissent des événements de phosphorylation {(dgssocient au cytochrorbgg a

la membrane plasmique. Un transfert d’électrong pkurs avoir lieu du NADPH, via le FAD
et les hemes, vers I'oxygene moléculaire pour fordes Q.

[I.1. Le flavocytochromebsggg

Le cytochromebssg est une flavohémoprotéine intégrée a la membi@nestituee de
deux sous-unités : la sous-unitéou p22hox et la sous-unité glycosyléeou gp9pbhox ou
Nox2 (Parkos etl., 1987 ; Huang eal., 1995 ; Wallach eél., 1996). Les deux sous-unités
sont assemblées selon une stcechiométrie 1 :1.thehtpmebssg a été identifié en 1978 dans
les vacuoles phagocytaires de granulocytes huniSiegal etal., 1978). Il a été référencé en
tant que cytochromiessg du fait de la valeur de sa bande d’absorpti@n558 nm (Cross &t.,
1984) mais il est également nommé cytochrdr#d5 en rapport avec son potentiel standard
de réduction inhabituellement bas de -245 mV (fiesatial., 1995). Le cytochrombssg porte
un FAD (flavin adenine dinucleotide) et deux gromeats prosthétiques héminiques avec des
potentiels redox de -225 et -265 mV a pH 7.0 (Suobirretal., 1992 ; Segal eal., 1992 ;
Quinn etal., 1992a ; Cross dl., 1995b). La réaction de transfert d’électrons émule en

deux étapes: une premiere étape de transfert électron du NADPH au FAD (activité
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diaphorase) suivie d'une seconde étape via lespgroants héminiques pour finalement
réduire I'oxygene en 9 (Figure 3) (Doussiere afl., 1996 ; Li etal., 1997 ; Cross edl.,
1999b).

Dans les neutrophiles au repos, la plupart du tytonebssg est concentrée dans les
granules (spécifiques), et seulement 5 a 20 % sstnbuvés au niveau de la membrane
plasmique (Ginsel e., 1990). Lors de 'activation du neutrophile, learqules fusionnent a la
fois avec la membrane de la vacuole phagocytains massi avec la membrane plasmique
(Morel etal., 1985).

[1.1.1. Nox2/gp9Iphox
La sous-unité gp3hox ou Nox2 est une glycoprotéine de 570 acides anuaé’d5,3
kDa, glycosylée sur trois des cinqg sites potentielsN-glycosylation : Asri?, Asm*® Asrf*
dans le neutrophile humain (Harperakt 1985 ; Wallach e#l., 1997). Nox2 est I'élément
redox de I'oxydase. Nox2 est codée par le d&vieB localisé sur le bras court du chromosome
X au locus Xp21.1 (Royer-Pokoraatt, 1986).

Son profil d’hydrophobicité indique la présencesdehélicesu transmembranaires en
N-terminal, contenant les trois sites extracelhglside glycosylation situés sur deux des
boucles extracellulaires du modeéle proposé. Danswadele (Figure 4), les premiers acides
aminés sont cytosoliques (Pacletlet 2004) et Nox2 comporte deux boucles intracytoses
B et D. La boucle B est impliquée dans l'interactientre Nox2 et p4hox (DelLeo etal.,
1995a), les arginines 91 et 92 étant particuli@m@nessentielles a I'assemblage des facteurs
cytosoliques (Biberstine-Kinkade at., 1999). La boucle D, localisée prés dupassage
transmembranaire, participe au transfert des éestdu FAD aux hémes, en particulier les
résidus chargés LYS, Arg™®® et Arg"®® (Li et al., 2005). Les deux hémes non identiques sont
liés & quatre résidus histidines dfueB 5 passage transmembranaire de Nox2 ‘¥idis™° et
His?®/His**> Leur incorporation est nécessaire au maintiedadstructure de Nox2 et ils
participent au transfert des électrons du FAD @ensla membrane (Yu at., 1997 ; DeLeo et
al., 2000 ; Biberstine-Kinkade, 2001).
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Figure 4: Modele structural de Nox2 Les asparagines glycosylées situées sur les déxucl
externes sont indiquées par leur numéro de résides histidines liant les hemes par la lettre
H suivie de leur numéro de résidu. Les domainesntiats de fixation du NADPH et du FAD
sont encerclés en pointillés.

La partie C-terminale cytosolique contient lessspetentiels de fixation du FAD et
du NADPH, déterminés par comparaison avec des ségaede flavoenzymes de la famille
des ferredoxines NADP réductases (FNR) (Taylaal et1993). Les sites de liaison potentiels
du FAD sont localisés au niveau des acides anffié@®FTLSA*? et *4IRIVGD>* (Segal et
al., 1992, Sumimoto ., 1992). Ces deux séquences sont similaires ssamtigagées dans la
liaison de l'anneau isoalloxazine et de la chaibéyt du FAD dans les FNR et glutathion
réductases. Il a été prouvé que le résidi*flast primordial & I'incorporation du FAD et que
cette incorporation est directement impliquée darstabilité du cytochrombssg (Yoshida et
al., 1998). Quant au NADPH, il se fixe au niveau datogl régions potentielles : la région
riche en glycine’®MLVGA GIGVTP F*® contenant le motif GXGXXP qui s'associerait au
pyrophosphate du NADPH via des liaisons hydrogéfeestégion ***YWLCR**® dont la
tyrosine formerait une liaison hydrogéne avecbese du NADPH, la régiot?‘GLKQ>"’ qui
fixerait I'adénine du NADPH, et le double motif Cy5Gly>*® qui lierait le nicotinamide du
NADPH (Rotrosen edl., 1992 ; Sumimoto &dl., 1992). Selon la structure 3D de Nox2 prédite
par Taylor e@l. en 1993, I'hélicer **DESQANHFAVHHDEEKD®, localisée prés du site de
fixation de I'adénine du NADPH, recouvrirait lelsit dans lequel le NADPH se fixe. Durant
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I'activation de I'oxydase, I'accés du NADPH poutréire régulé par l'interaction de cette
hélicea avec les facteurs cytosoliques (Liakt 2007). Cette région, et notamment les résidus
Asp®®® His* and Asp®, est essentielle au processus de transfert detsofle du NADPH au
FAD (Li etal., 2005).

Nox2 est synthétisée sous forme d’un précurseus gpfitenant des chaines latérales
riches en mannose (Porterakt 1994). La maturation compléte de Nox2 requiegridssence
de p2hox qui facilite la glycosylation et stabilise Nox2}tal., 1997 ; Maly etl., 1993).
Les protéines Nox2 et ppBox isolées sont rapidement dégradées par le proté&addeieo et
al., 2000 ; Block efal., 2007). Nox2 mature porte une majorité de N-acglytosamine et
galactose, et une minorité de sucres mannose, sguéacose et xylose (Harperatt, 1985).

La glycosylation n’est pas nécessaire a la fonatetalytique de Nox2 mais semble protéger la
protéine de la dégradation protéolytique (Paclet.eP001).

Selon certains travaux, Nox2 serait aussi un canabtons participant au processus
de compensation de charge lors de sa propre activiiienderson edl., 1998 ; Maturana et
al.,, 2002). Les histidines 111 et 119 situées de gad’autre de l'histidine 115 de Nox2
pourraient former un motif permettant le transpatH en paralléle du transfert d’électrons.
Cependant, ce réle de canal a proton est cont®etilox2 ne serait pas elle-méme le canal a
protons mais modulerait le flux de protons via tfes canaux a protons voltage-dépendants
(Banfi etal., 1999 ; Murphy et Decoursey, 2006). Le canal agm® impliqué pourrait étre le
canal VSOP (« voltage sensor only protein ») ou,Hydi a récemment été localisé dans la
membrane plasmique et la membrane phagosomaleag@q@ytes (Sasaki at., 2006 ; Okochi
etal., 2009).

[1.1.2. Sous-unité p2phox
La sous-unité p3hox est une protéine de 195 acides aminés, de 21 Kkibm.est
codée par le gen@YBA situé sur le bras long du chromosome 16 (locu4p(Pinauer edl.,
1990). Contrairement a celui de Nox2, qui est uament exprimé dans des cellules
lymphoides et myéloides, TARNmM de p2@x a été détecté dans d’autres types cellulaires.
P22phox contient une région riche en proline en C-term{taPPRPP et 1 'GGPPGGE®)
qui interagit avec les domaines SH3 (src homola&gyon 3) (Leto etl., 1994 ; Sumimoto et
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al., 1994). D’'aprés la prédiction des domaines hydobpk et les études d'interactions
cytosoliques, p2ahox contiendrait deux passages transmembranaires eed@ins travaux
prédisent jusqu’a quatre passages (Figure 5) (Detvad., 1998 ; Heyworth etl., 2003 ;
Taylor etal., 2004 ; Groemping et Rittinger, 2005). PB@x n'est pas le centre redox de
'oxydase mais est indispensable a la maturatiorcygtochromebssg et a I'assemblage du
complexe oxydase. Elle participe en effet a laikt@lslu complexe et interagit directement via
son domaine PRR avec les facteurs cytosoliguesnmoent avec p4hox (Porter etal.,
1994 ; Leusen dl., 1994a ; Dahan el., 2002). Il est a noter que certains travaux swegger
une implication de pZthox dans l'incorporation et la coordination d’'un desries (Quinn et
al., 1992a ; Foubert @l., 2001).

27 34 108 114

Membrane

Cytosol

N

Figure 5: Modeéles structuraux de p2phox. La région PRR est représentée par un rectangle
gris. A) Avec deux passages transmembranairesyetapaylor etal., 2004. B) Avec trois
passages transmembranaires, d'aprés Groemping.,eR005. C) Avec quatre passages
transmembranaires, d’aprés Heywortlalet2003.

[1.1.3. Le processus de transfert d’électrons
Le mécanisme de transfert d’électrons implique s&gges d’oxydoréduction (Figure
6). La premiére étape consiste en un transfertede électrons du NADPH au FAD (1). Puis
un électron est transféré depuis le FADBEduit jusqu’a 'héme interne. Il y a formatiorud’

composé radicalaire FAL{2). Sachant que I'héme ne peut accepter qu’uhé&eatron & la
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fois, I'hneme interne réduit d’abord I'heme extel3¢ avant de recevoir le deuxieme électron
du FAD (5). L’héme externe réduit transfére ensuite umctéda & une molécule d’oxygéne,
conduisant a la génération d’'un anion superoxygleL@ second électron suit alors le méme

cheminement de I'héme interne vers I’heme extedhet enfin vers I'oxygene (7).

FAD 5/( Cytochomeb .~ 6 - Cytochrome b m‘? 0z
e,
o
NADPH / - 2

Cytochrome b Cytochrome b

azumv 2e  FAD'

NADP - 5 P 4 0;
WmJ“ -225mV szﬁanv Xﬁnﬂ
FADH ., Cytochrome b, Cylochrome b o,
I\\ Héme interne Héme axterna
Cytosol S Phagoesome

Figure 6: Mécanisme de transfert d’électrons par le cytochrombsss. Le transfert de deux
électrons du NADPH s’effectue en 7 étapes d’oxydiecéon avec passage des deux électrons
vers le FAD (1), puis transmission d’'un premiercéien via les hemes (2, 3, 4) et enfin
transfert du second électron & partir du FAa les hémes (5, 6, 7). L'activité diaphorase
correspond aux étapes 1 et 2. INT : iodonitroteliam. (D’apres Cross et Segal, 2004)

L’activité diaphorase correspond au transfert d#tns jusqu’au centre redox du
FAD. Cette activité peut étre distinguée de l'atéivNADPH oxydase en employant un
accepteur final d’électron de potentiel redox cotilppa avec le transfert direct des électrons
depuis le FAD : I'INT (iodonitrotetrazolium). La géon de Nox2 responsable de cette activité
correspond aux résidus 221 a 570. L'activité diapb® est intrinseque et ne nécessite pas la
présence de facteurs cytosoliques. Cependantatdsufs p6@hox et Rac permettent de la
stimuler (Han e#l., 2001 ; Nisimoto eal., 2004).

I1.2. Rap1A

RaplA est une petite protéine G de 22 kDa, treswddote dans les neutrophiles,
membre de la famille Ras. Les petites protéinee@ les nucléotides guanidiques guanosine-
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5'-triphosphate et -diphosphate (GTP et GDP). Eiasst actives lorsqu’elles sont liées a une
molécule de GTP. Le géne codant RaplA est situkesimromosome 1 (locus 1p13.3). RaplA
est associée au cytochrofgg selon une stoechiométrie 1:1 dans les neutropf@esnn et
al., 1992hb). RaplA posséde un site de géranylgéramylan C-terminal qui permet son
ancrage a la membrane. L'association avec le cybooh bssg est inhibée par une
phosphorylation de RaplA en C-terminal réaliséelparotéine kinase A AMPc-dépendante
(Bokoch etal., 1991). La phospholipase D (PLD) via la phosphairgh de la protéine kinase
C (PKC) a également été impliquée dans l'activatierRaplA (M’Rabet edl., 1998). Sous sa
forme active, c’'est-a-dire liée au GTP, RaplA se fplus étroitement au cytochrorbesg
(Bokoch etal., 1991).

Le role de RaplA n’a pas encore été clairementiddu&lle pourrait étrén vivo un
régulateur de la NADPH oxydase. Des travaux mohtopre RaplA pourrait augmenter
I'efficacité de la voie de transduction du sign&@dépendante, et d’autres, réalisés sur les
cellules HL-60, suggerent un réle d’activateur fida I'activité oxydase (Labadia af., 1993 ;
Maly etal., 1994 ; Gabig etl., 1995). Rap1A est activée par de nombreux stiteldique le
fMLF, le PAF ou le GM-CSF « granulocyte-macrophagéony-stimulating factor », et ceci
méme en I'absence de cytochrobgs (M'Rabet etal., 1998).

[1.3. Les facteurs cytosoliques du complexe oxydase phagtaire

[1.3.1. Sous-unité p4phox

Le facteur p4phox est une protéine de 390 acides aminés, de 44,7 dddgée par le
geneNCF1 situé sur le bras long du chromosome 7 au locad.28 (Lomax e#l., 1989). La
sous-unité p4phox tient la fonction « d’organisateur » ou « d’adé@ia» en permettant la
translocation de pghox et p4@hox a la membrane. En effet, la translocation dephd¥X se
déroule normalement dans les neutrophiles défieient p6phox alors que pgghox reste
cytosolique dans les neutrophiles déficients enppdx (Heyworth etal., 1991). De plus,
p47phox n'est pas indispensable en systeme reconstituéfr@e system) en présence d’un
large exces de pPliox et Rac (Koshkin edl., 1997).

P47hox contient quatre domaines fonctionnels caractqris8 lui conférant sa
fonction d’adaptateur (Figure 7):

- 1 domaine PXghox homology) en N-terminal : 4-128
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- 2 domaines SH3 (Src homology domain 3) en tandes6-215 et 226-285
- 1 domaine auto-inhibiteur AIR (auto-inhibitorygien) : 292-340

- 1 domaine riche en proline PRR (proline-rich oegi: 360-369

A 4 128 156 215 226 285 292 340 360-369

oX

pa7" P SRS AR e o
LB | nrny PRR

Figure 7: Domaines structuraux de p4phox. Les acides aminés sérines phosphorylés au
cours de l'activation sont indiqués par un tireirn@@®’aprés Groemping et Rittinger, 2005)

Le domaine PX de p4hox peut se lier aux produits phosphatidylinositides|al
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et principalembt au phosphatidylinositol-4-phosphate
[P1(4)P] et au phosphatidylinositol-3,4-biphosm#l(3,4)R] (Ago etal., 2001 ; Kanai eal.,
2001 ; Karathanassis aft, 2002). Le domaine PX de pat¥ox posséde une seconde poche de
liaison aux lipides qui peut contenir des phosghadés comme la phosphatidylsérine (PS) et
I'acide phosphatidique (PA). L'occupation simultarges deux poches est possible et améliore
laffinitt de p4phox pour les membranes (Karathanassis @t, 2002). Les
phosphatidylinositides et les phospholipides PR®tpeuvent a eux seuls stimuler la NADPH
oxydase (Tamura al., 1993 ; Peng eal., 2003). La fixation de p4ghox a ces lipides est
indispensable pour sa translocation et une praoluctianions superoxydes correctes (Ago et
al., 2003).

Les domaines SH3 de pahbx sont impligués dans la liaison a pk@x : le tandem
SH3 de p4phox prend en « sandwich » la région PRR deph2® située entre les résidus 151-
160 (Nobuhisa efal., 2006). Quant au domaine PRR de mgibk, il est engagé dans
'association avec le domaine SH3 C-terminal duteiac p6phox (Finan etal., 1994 ;
Lapouge etal.,, 2002 ; Massenet edl., 2005). Cette association est renforcée par des
interactions entre le segment C-terminal restani4iphox (résidus 372 a 386) et le domaine
SH3 C-terminal de pghox (Kami, 2002). Certains travaux suggéerent que dieréa formation
du complexe oxydase actif, les régions impliquéessd’'association entre pgdhiox et p6phox
évoluent : le domaine SiH3le p4phox interagirait alors avec la région PRR de g (de
Mendez etil., 1996 et 1997).
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En absence de stimulation, phdx est maintenue sous une conformation auto-
inhibée (Yuzawa etl., 2004 ; Durand etl., 2006 ; Marcoux etl., 2009). Dans cette
conformation, le domaine PX et la région auto-iithite AIR interagissent simultanément
avec le tandem SH3 de la protéine. Cette intenadti'bamoléculaire prévient le recrutement
de p4phox a la membrane en absence de stimulation (Figure.@¥y de l'activation du
neutrophile, différentes sérines de la région AllRissent une phosphorylation conduisant, en
coopération avec d’autres agonistes tels que kaardchidonique (Shiose et Sumimoto, 2000),
a un changement conformationnel de gi#k qui dévoile les domaines SH3 et PX (Agalket
1999 ; Marcoux etl., 2009). P4phox peut alors transloquer a la membrane et particper
lactivation de la NADPH oxydase via linteractiode son domaine PX avec les
phosphatidylinositides insérés a la membrane,ataviiaison de son tandem SH3 au domaine
PRR cytoplasmique de pgiaox.

Figure 8: Modele de p4phox dans sa configuration auto-inhibée (au repos) etctivée Les
evénements de phosphorylation, levant les intenastintramoléculaires de pdhbx, sont
schématisés par un P encerclé. PP, PA et PIPXporrdent, respectivement, a la région PRR,
a l'acide phosphatidique et au phosphatidylinosdtdtbiphosphate. La région auto-inhibitrice
AIR est tracée en noir. (D’aprés Durandilet 2006)
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[1.3.2. Sous-unité p6phox

Le facteur p6jghox est une protéine de 526 acides aminés, de 59,8ddd&e par le
geneNCF2 localisé sur le chromosome 1 au locus 1925 (Volppl.e 1988 ; Nunoi efl.,
1988). Le facteur pGhox est considéré comme « l'activateur » du complexgdase, son
association au cytochroniesg est essentielle a I'activité oxydase (Vergnaua .e2000 ; Li et
al., 2007). L’étude de I'association de pBdx avec le cytochrombssg préalablement inséré
dans des liposomes a révélé des modifications omatonnelles détectables par microscopie
a force atomique (Paclet &t, 2000). Ainsi, p6phox peut étre a I'origine d’effets allostériques
sur l'activité catalytique du cytochrommss. P67phox présente quatre types de domaines

fonctionnels (Figure 9):
- 2 domaines SH3 : 240-298 et 457-515
- 4 séquences TPRs (tetratricopeptide repeat86:;337-70 ; 71-104 et 120-154
- 1 « domaine d’activation » AD : 199-210
- 1 région PRR : 219-236

- 1 motif PB1 Phox and Bem1) : 351-429

219.
I 70 104 120 153 199210 236 24p 298 351 429 457 515

526

i 3
p67phox1 TPR 1

Figure 9: Domaines structuraux de p6phox. La localisation de I'acide aminé Tfi
phosphorylé au cours de l'activation est indiquaeym tiret noir. AD : « activation domain ».
(D’aprés Groemping et Rittinger, 2005)

Une séquence TPR «tetratricopeptide repeat » restsequence dégenérée de 34
acides aminés, impliquée dans des interactionsipmprotéine et dans l'assemblage de
complexes multiprotéiques. Les 4 TPRs de la rédieierminale de pgdhox sont requises
dans la liaison a la protéine Rac (stcechiométrd¢ (Ahmed etal., 1998 ; Lapouge «dl.,
2000 ; Grizot efal., 2001a). Deux autres sites adjacents aux séqudmiRiRsseraient engageés

dans cette interaction: la séquence 170-199 et «elomaine d’activation »
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19 KGAVVASVVD % qui est essentiel & I'activité oxydase (Haalet1998). Il a été proposé
gu'apres liaison de RacGTP a jpbadx, le domaine d’activation adoptait une structure
interagissant avec le cytochromgs (Nisimoto etal., 1999 ; Dang e#l., 2001a). Le domaine
d’activation joue un réle critique dans la réguwatidu flux d’électrons et plus probablement
dans le transfert d’électrons du NADPH au FAD (Gresal., 1995a ; Dang edl., 1999a ).
Ainsi, p67hox avec RacGTP sont les éléments activateurs dulogoebssg (Gorzalczany et
al., 2002).

Le domaine SH3 de p6phox permet la translocation de p#idox en se fixant
spécifiqguement a la région PRR de pddx. La spécificité et la haute affinité de cette
interaction provient d’'une part de la liaison dutimBxxP du domaine SH3de p6phox a 8
résidus du domaine PRR de pH@x (GIn362-Pro369), et d’autre part de contacts threatre
le domaine SHg et le segment C-terminal restant de gibk (résidus 372-386 formant deux
hélices a reliées par un coude) (Kami, 2002). Certains wavauggéerent que lors de la
formation du complexe oxydase actif, les régionpliguées dans I'association entre pAGx
et p6phox évoluent : ce serait alors le domaine gHi& p4phox qui interagirait avec la
région PRR de pghox (de Mendez edl., 1996 et 1997). Enfin, le module PB1 de i@k se
lie via des interactions électrostatiques avegpdddans les neutrophiles au repos (Nakamura
etal., 1998 ; Ito etl., 2001).

[1.3.3. Sous-unité Rac

La protéine Rac, membre de la famille des petitd®&3es Rho, est un élément
essentiel a I'activité oxydase lorsqu’elle est seaugorme liee au GTP (pour revue voir Bokoch
et Zhao, 2006). Il existe deux isoformes de Rasd@s cellules phagocytaires : Racl et Rac2.
Les deux isoformes comptent 192 acides aminéséseptent 92% d’homologie de séquence
(Kwong etal., 1993). Rac2 est prédominante dans les neutrgphlites que Racl et Rac2 sont
toutes deux exprimées dans les monocytes et mageph Il a été trouvé chez un unique
patient une mutation inhibitrice (dominant négadifyorigine d’'une immunodéficience sévere
caractérisée par une diminution de I'activité oxgglanais également d’autres fonctions du
neutrophile (Ambruso edl., 2000 ; Williams etal., 2000). En effet, les neutrophiles de ce
patient présentent un défaut de chimiotactismes gtatarisation limitant leur mobilisation vers

les sites infectieux, ainsi qu’un défaut de déglaimn du contenu des granules azurophiles.
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Le recrutement de Rac a la membrane requiert unenggeranylation dans une
région polybasique en C-terminal et se réalise ppddamment de celui de pphox et
p67phox. En outre, la translocation de Rac dans des nghites déficients en Nox2 est moins
importante, ce qui laisse supposer une associgii@tte entre Rac et le cytochrorgsg
(Heyworth etal., 1994). Au repos, Rac est cytoplasmique et assaciéne protéine RhoGDI
(GDP dissociation inhibitor) qui la maintient sot@me inactive (Kwong etal., 1993).
L’activation du neutrophile induit la dissociatiai® RhoGDI et la translocation de Rac a la
membrane (Quinn eti., 1993 ; Abo etl., 1994). Rac est alors convertie sous sa formeegcti
c’est-a-dire liée a une molécule de GTP, sous idacd’'une protéine GEF (GDP/GTP
exchange factor). Rac va alors s'associer aplp®7 et au cytochromedssg et permettre

I'activation de I'oxydase (Figure 10).

Figure 10 Modele de régulation de I'activité du cytochromebssg en deux étapes par Rac2
Dans I'étape 1, Rac2 migre a la membrane et intea&gc la bicouche lipidique via sa partie
C-terminale. Par l'intermédiaire de sa région ®its (rectangle hachuré), Rac2 interagit avec
le cytochromebssg et contribue a I'activation du flux d’électrons 8lADPH au FAD, sans
interagir avec pgihox. P6phox participe a la régulation de ce premier flux doélens via son
domaine d’activation représenté par un rectangbddile. Dans I'étape 2, Rac2 s’associe a
p67phox et induit un changement de conformation deph6X qui permet la poursuite du flux
d’électrons du FAD a 'oxygéne via les hemes. (DegpBokoch et Diebold, 2002)

La région N-terminale de Rac est le site de fixatio GDP et du GTP. Elle contient
deux régions « switch » (switch | et Il), c’estdéeddeux régions adoptant une conformation

différente selon la nature du nucléotide lié a Raes régions de Rac impliquées dans
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I'activation de I'oxydase sont la région switchrégidus 25-45) et les résidus 143 a 175 pour la
liaison a p6phox, et la région «insert » (124-135) probablemeat son interaction avec le
cytochromebssg (Freeman edl., 1996 ; Nisimoto e&l., 1997 ; Toporik etl., 1998). Rac, tout
comme p4phox, a une fonction « d’adaptateur » en fournissard plate-forme stable et
propice aux interactions entre le cytochrotmes et p6phox. En liant p6phox, RacGTP
entrainerait un changement de conformation orig¢rferorablement le domaine d’activation
de p6phox par rapport au cytochroni®sg (Sarfstein eal., 2004 ; Mizrahi egl., 2006). Il a
été proposé que la protéine RacGTP agirait danpreamier temps par elle-méme sur le
transfert d’électrons du NADPH au FAD en interagigsavec le cytochrom®sg, puis que son
association a p@hox permettrait la poursuite du transfert des élestnan les hémes (Figure
10) (Bokoch et Diebold, 2002 ; Kaoait, 2008).

Des protéines GAPs (GTPase-activating proteins§alieées au niveau de la
membrane plasmique, peuvent améliorer I'activitd’@de de Rac (hydrolyse du GTP) et ainsi
participer a I'arrét du burst oxydatif (Moskwaadt, 2002 et 2005).

[1.3.4. Sous-unité p4@hox
Le facteur cytosolique p4Box est une protéine de 339 acides aminés et de 39 kDa
dont I'expression est essentiellement restreintecaliules myéloides (Wientjes at., 1993 ;
Zhan etal., 1996). Le géne codant pgtibx est localisé sur le chromosome 22 au locus
22013.1. La protéine ppliox a été mise en évidence par co-purification aveeépimix

(Tsunawaki etl., 1994). Elle possede trois domaines fonctionriégufe 11) :
- 1 domaine N-terminal PX spécifique au PI(3)P-128
- 1 région SH3 : 170-227

- 1 domaine PB1 en C-terminal (type | — motif P@QB7-329 (motif PC : 283-310)
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24 143 170 228 237 329

ZIVAT IS Lo o s

Figure 11: Domaines structuraux de p4@hox. Les deux acides aminés sérine et thréonine
phosphorylés au cours de I'activation sont indigp@s un tiret noir. (D’apres Groemping et
Rittinger, 2005)

La région PX de p4thox est capable de se lier spécifiguement et fortenaent
phosphatidylinositol-3-phosphate [PI(3)P], la meanta phagosomale étant tres enrichie en ce
lipide (Ago etal., 2001 ; Bravo et al, 2001 ; Ellson @t, 2001a et 2001b). Au repos, une
interaction intramoléculaire du domaine PX aveddenaine PB1 semble empécher la liaison
au PI(3)P (Ueyama etl., 2007). Le domaine PB1 permet d'autre part uneraation tres
stable avec p@hox via son domaine PB1 (Nakamura a&t, 1998 ; Ito etal., 2001).
L’interaction avec p6ghox stabilise fortement p4box car p4@hox est absente ou en quantité
réduite chez des patients atteints de CGD n’exprirpas p6@hox (Tsunawaki etl., 1994).

Le motif SH3 de p4phox peutin vitro s'associer au domaine PRR de jpidk mais I'affinité

de p4®hox pour p4phox est moins forte que celle du motif SHBe p6phox (Grizot etal.,
2001b ; Lapouge eal., 2002 ; Massenet etl., 2005). Par conséquent, il est supposé que
l'interaction p4phox-p4Qphox ne se produit pas vivo dans les neutrophiles. Par contre, il a
été démontré que la région SH3 de gl pouvait s’associer au domaine PRR deph@2
(Tamura etl., 2007).

La sous-unité p4thox n’est pas essentielle a I'activation de I'oxyddses le cadre
d’expériences en systéme reconstitué (cell freeesyset aucun cas de CGD provenant d’'un
défaut de p4phox n'a été répertorié. Etant donné son affinité deurI(3)P, lipide synthétisé
dans la membrane phagosomale, il a été suppog@4@pleox pouvait étre un « adaptateur » au
méme titre que p4hox et ainsi participer au recrutement de ik (Ellson etal., 2001a et
2001b). Or, les premieres expériences réaliséesmmuit a des conclusions contradictoires
guant a la fonction de ppbox. En effet, p4phox s’est avéré activateur ou inhibiteur de
'oxydase (Sathyamoorthy at., 1997 ; Bouin e#l., 1998 ; Someya et., 1999 ; Vergnaud et
al., 2000 ; Lopes edal., 2004). Il a notamment été mis en évidence quelmiOpermettait
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d’augmenter l'affinité de p4ahox pour le cytochromdssg et qu'il favorisait la translocation
des facteurs cytosoliques phox et p6phox (Cross etl., 2000 ; Kuribayashi &l., 2002).

Plus réecemment, 'importance de phox dans la production de,Oa été confirmée
dans le cadre d’'une activation induite par phagmsytvia le récepteur ¥ (Ellson etal.,
2006 ; Suh e#l., 2006 ; Ueyama edl., 2007 ; Tian efal., 2008). Dans ces conditions, la
protéine p4Phox n’est pas primordiale dans le processus d’assgabiaais plutdt dans la
régulation de l'activité aprés assemblage completnaveau du phagosome. En effet, la
translocation de p@hox et p4@®hox au phagosome est antérieure a la cl6ture du pbagost
a lI'accumulation de PI(3)P, donc PI(3)P-indépenelaRtar contre, apres formation compléete
du phagosome, l'association de pdox au PI(3)P est nécessaire au maintien d’'une akttivit
oxydase soutenue. Ainsi, pglibx stimule [l'activité oxydase K&-dépendante via son

association au PI(3)P dans le phagosome matureathkegtal., 2007 ; Tian eél., 2008).

lll. Les homologues de I'oxydase phagocytaire : Nox etbx

(pour revue voir : Lambeth at., 2007 ; Bedard et Krause, 2007 ; Sumimoto, 2008)

[1l.1. Caractéristiques des Nox et Duox

[11.1.1.  Structure des Nox et Duox

Durant les années 90, I'amélioration de la senwbiles techniques a permis la
détection de faibles quantités d’espéces réactied®xygene dans différents types cellulaires
autres que les cellules phagocytaires (épithéliaesculaires, endothéliales, neuronales..etc).
Leur production a d’abord été attribuée a la redwin mitochondriale mais I'utilisation
d’inhibiteurs de la chaine respiratoire et des denwzymes a prouvé qu’'une flavoprotéine
similaire & Nox2 en était responsable. La prem&reyme homologue de Nox2 a ainsi été
décrite en 1999 (Suh at., 1999 ; Banfi etl., 2000). Actuellement, six enzymes homologues
de Nox2 ont été découvertes et répertoriées dams fdeilles : Nox (pour NADPH oxidase)

et Duox (pour Dual oxidase) (Figure 12).
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MNox1-Nox4

Figure 12: Modele structural des différents sous-types d’enzyes Nox et Duox EF : motif
EF-hand liant le calcium, H: histidines en coodlion avec les hemes (Fe). (D’aprés
Sumimoto, 2008)

D’aprés leur séquence, tous les membres de laléamibx (Noxl, 2, 3, 4, 5)
possédent six hélices transmembranaires avec égeqgésidus histidines en coordination avec
les deux hémes, et une région C-terminale cytoselapntenant les sites de fixation hautement
conservés du FAD et du NADPH. Nox1, 3 et 4 sontsgnant identiques a Nox2 en taille
(respectivement 564, 568 et 578 acides aminés)1NoXNox3 présentent 60 % d’homologie
de séquence avec Nox2 alors que Nox4 n'en posasel&% %. Nox5 et les Duox different
beaucoup plus de Nox2 (Figure 12). Nox5 possedesytemnsion N-terminale supplémentaire
contenant quatre motifs EF-hand, sites de liaismmr pne molécule de calcium. La production
de dérivés oxygenés par Nox5 est calcium-dépendaatees motifs EF-hand (Banfi at.,
2001).

Les deux membres de la famille Duox (Duox 1 et @yseédent également une
extension N-terminale, formée de deux motifs EFdhamivis d’'une hélice transmembranaire
additionnelle et d’'un domaine peroxydase-homologue la face externe de la membrane
plasmique. Elles semblent avoir le pouvoir de génétes @ qu’elles transforment
directement en §D, avec leur propre domaine peroxydase (Amezianedsishini eél., 2005).
Cette double fonction parait étre idéalement adapd I'oxydation d'un co-substrat

extracellulaire tel que les protéines de la matrice
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[1.L1.2. Fonction des oxydases non phagocytaires

Ces enzymes sont exprimées dans de nombreux &ssuganes tels que le cerveau,
les testicules, l'oreille interne, le systeme véaice...etc. L'expression des oxydases non
phagocytaires dans une tres large variété de tigsmentre que la production intentionnelle de
dérivés réactifs de I'oxygéne, loin d’étre une jgattrité réservée aux phagocytes, est une
caractéristique de nombreuses et peut-étre mémeoutes les cellules. A de faibles
concentrations, des études récentes indiquent egienécanismes ont été sélectionnés afin de
canaliser ces oxydations dans des voies spécifiqaklss que I'oxydation d’acides aminés
catalytigues du site actif de certaines enzymesyamtea une inhibition réversible de leur
activité (Lee etal., 2002 ; Meng e8l., 2002). De maniére générale, les homologues d& Nox
sont supposés étre impliqués dans la défense dte l&t I'inflammation, la transduction du
signal cellulaire, la régulation de I'expressionnig@e, de la croissance cellulaire et la
perception de I'oxygene (« oxygen sensing ») (pewue voir Bedard et Krause, 2007). Par
exemple, Nox1 est abondamment exprimée dans len amloelle serait impliquée dans les
déefenses de I'hote, mais elle est aussi retrouaés tks cellules musculaires lisses vasculaires
ou elle participerait a la régulation de I'hnypegem (Suh etl., 1999 ; Geiszt e#l., 2003 ;
Gavazzi etal., 2006). Différentes cibles intracellulaires redmasibles ont été impliquées
dans la signalisation oxydase-dépendante tellesagiiioredoxine, des tyrosine phosphatases,

des tyrosine kinases et des facteurs transcripgienn

La caractérisation de I'implication des oxydases pbagocytaires dans les processus
physiologiques et pathophysiologiques est un doendiatude en plein essor et ces oxydases
sont de plus en plus considérées comme d'évensueileles thérapeutiques dans des
pathologies comme le cancer, I'hypertension ounkedadies cardiaques (Bedard et Krause,
2007 ; Lambeth, 2007 ; Sirker @t, 2007 ; Frey e&l., 2008 ; Paravicini et Touiz, 2008). Une
multitude de processus physiologiques mettent erdgs voies de signalisation dépendantes
des oxydases non phagocytaires. Un des systemgduke®tudiés est le systéme vasculaire
dans lequel les oxydases sont impliquées dangldatéon de la pression artérielle mais aussi
dans des événements patho-physiologiques tels tuypettension et I'athérosclérose
(Griendling, 2004).

[11.1.3. Reégulation des oxydases de la famille Nox
Les Nox1, 3 et 4, tout comme Nox2, forment un loitiénere avec p3thox, une
association qui est absolument requise pour gs'dl@ent fonctionnelles (Figure 13). La
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régulation de Noxl1l est la plus proche de celle dx2N Nox1 a besoin d'un facteur

« organisateur », d'un facteur « activateur » etRbe. Des analogues de phdx et de
p67phox ont été identifiés : respectivement Noxol (Noxamiger 1) et Noxal (Nox activator

1) (Banfi etal., 2003 ; Takeya edl., 2003). Nox1 produit des- Oen présence de ces deux
analogues de p#hox et p6phox mais peut aussi s'associer a pddx et p6phox avec
cependant une plus faible affinité. Une activit§dase peut méme étre obtenue en associant
Noxol a p6phox et Noxal a p4phox. Contrairement & Nox1 et Nox2, Nox3 est capable de
produire des @ en absence d'un « organisateur » ou d'un « aetivat. Cependant, son
activité est fortement améliorée par phA@x, p67phox, Noxol et/ou Noxal, cette amélioration

étant variable selon la combinaison de facteurssojiques choisie (Chengat, 2004).

[11.2. Zoom sur Nox4

La protéine Nox4 a initialement été découverte darmsin humain (hommée Renox)
(Geiszt etal., 2000 ; Shiose e#l., 2001) mais elle est exprimée dans divers auipest
cellulaires. Contrairement aux autres Nox qui dontlisées dans la membrane plasmique,
Nox4 se situe dans les membranes internes, auuwnigea réticulums endoplasmique et
sarcoplasmique (Van Buul at., 2005 ; Chen edl., 2008). En outre, Nox4 a été détectée dans

le noyau cellulaire (Kuroda at., 2005).

Nox4 présente 39% d’homologie de séguence avec Hbsa structure est quasiment
identique a celle de Nox2 exceptée au niveau dr dagions extracellulaires : la boucle C est
raccourcie d’'une quinzaine d’acides aminés et laclaoE est allongée de 25 acides aminés
(Figure 4). L’association de Nox4 a g@x est absolument nécessaire a l'activité oxydase.
Cependant, la région PRR de pBax, qui participe a I'assemblage des facteurs cyipges
avec Nox2, n’est pas indispensable avec Nox4 (Kaveahtal., 2005). Or, contrairement aux
Nox 1, 2 et 3, Nox4 génére constitutivement desdd son activité n’est aucunement affectée
par les facteurs cytosoliques (Martynakt 2006 ; Serrander at., 2007). Cette indépendance
aux facteurs cytosoliques peut expliquer pourquoirdgion PRR de ppBox n’est pas
essentielle a l'activité oxydase de Nox4. Ainsgulgmentation de la production @d'Opar
Nox4 semble provenir uniqguement de 'augmentatiersdn expression protéique (Touyz et
al., 2002 ; Murillo etal., 2007).

Cependant, I'existence de partenaires d'activatieste une éventualité suite a la

caractérisation d’isoformes de la protéine Nox4 mhamts négatifs (Nox4B et Nox4C)(Goyal
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et al., 2005). La surexpression de ces deux isoformesiuibren effet a la réduction de
I'activité oxydase. Il se produit probablement urépomeéne de compétition, qui peut provenir
du détournement de partenaires potentiels de Nogdre non identifiés. D’autre part, certains
travaux montrent une augmentation rapide de l'éétioxydase Nox4-dépendante, dans des
délais apparemment trop brefs pour étre compatiles une synthésie novo de la protéine
(Mahadev etal., 2004). Ainsi, dans les chondrocytes humains, iEt& rapporté une
augmentation de la production @Qoar Nox4, induite par I'interleukineBlhumaine en moins
de 20 minutes (Grange ait, 2006). Récemment, une régulation de I'activitédNde4 par des
composés quinoniques a été mise en évidence eédaftats obtenus laissent supposer une
action directe des ces molécules sur la partieriditmle de Nox4 (Nguyen M.V., these de
science, 2008).

IVV. Granulomatose septique chronique : CGD

(Pour revue voir : Stasia et Li, 2008a et 2008an gien Berg adl., 2009)

La granulomatose septique chronique ou CGD (chrgranulomatous disease) est un
syndrome d'immunodéficience héréditaire rare, s\amea une fréquence d'environ 1/250 000
individus. La CGD provient d'un défaut d’activitteda NADPH oxydase des cellules
phagocytaires. Elle se caractérise cliniquementdear infections bactériennes ou fongiques
séveres et récidivantes au niveau des tissus stipkripeau, ganglions) mais aussi profonds
(poumons, foie, tractus intestinal, 0s). La CGDtdemn nom a la présence de foyers
inflammatoires de types granulomateux, constitués cdllules géantes et multinucléées

provenant de la fusion de macrophages ayant pheggodgs microorganismes non éliminés.

Cette maladie, survenant dés le plus jeune ageéestralement diagnostiqguée avant
I'age de un an mais il arrive qu'elle soit diaginpste a I'age adulte (Schapiroatt, 1991;
Cathebras etl., 2001). Le traitement actuel de la CGD repose ntsdlement sur une
prophylaxie antimicrobienne et antifongique, etf@iarlinjection d'interférongy. Les greffes
de moelle sont tres efficaces mais ce recours ezgtere tres limité du fait des risques de rejet

et de mortalité. D'autre part, des essais de tlerggnique ont été réalisés, a l'origine de
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résultats encourageants mais encore préliminaBeseg¢e etal., 2004 ; Ott etal., 2007 ;

Cavazzana-Calvo et Fischer, 2007).

La recherche des bases moléculaires de la CGDrraigel'élucider l'origine de

I'explosion respiratoire et d'identifier la plupa#s composants de la NADPH oxydase. En

effet, les sous-unités Nox2, p#hox et p6'phox ont été identifiees du fait de leur absence dans
les cellules phagocytaires de patients CGD (RopdeR etal., 1986; Volpp etal., 1988;
Nunoi etal., 1988). On distingue quatre types de CGD avec deoces de transmission: les
CGD a transmission autosomale récessive affecésngéne<YBA, NCF1 et NCF2 codant

respectivement pziox, p47phox et p6phox (CGD-AR), et les CGD a transmission liée au
chromosome X touchant le geG¥BB codant Nox2 (CGD-X) (Table 1).

Table t Les différentes formes de granulomatose septiuenique

Dénomination Gene imoliqué Protéine Sous- Mode de Localisation Fréguence
piig affectée type transmission  Chromosomique (%)
gp91phox o Récessive liée
CGD91X cyYBB ou NOX2 X91 3 I'X Xp21.1 50
Taille : 30 kb X91™ 3
Nombre d'exons : 13 x91" 3
o Récessive
CGD22AR CYBA p22phox A22 aUtosomale 16024 5
Taille : 8,5 kb A22+ L oas
écrit
Nombre d’exons : 6
° Récessive
CGD47AR NCF1 p47phox A47 autosomale 70911.23 33
Taille : 15,2 kb
Nombre d'exons : 11
o Récessive
CGD67AR NCF2 p67phox AB7 altosomale 1q25 5
Taille : 37 kb A67 1 cas
décrit
Nombre d’exons : 16
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Les formes de CGD autosomales récessives sonimegtiteplus rares que la forme
lie a I'X, exceptée la forme touchant le g&iteF1 codant p4phox. Dans ce cas, il existe une
mutation plus fréquente : une délétion GT sur lexd. La fréquence élevée résulte
d’événements de recombinaisons chromosomiques HaiFd et des pseudogénes possédant
cette délétion (Roesler at., 2000). Enfin, il existe a ce jour un seul casQ&D lié a une
mutation (dominante négative) de Rac2 (Ambrusa.e2000 ; Williams etl., 2000).

Pres de deux tiers des cas de CGD répertoriésdegntormes récessives liees a I'X
affectant Nox2. Il existe trois variantes de CGDOXssées selon I'expression quantitative et

gualitative de Nox2:

> CGDX°: cette forme se traduit par une absence d'exioresde Nox2,
provoquant aussi I'absence d’expression depp@2 du fait du phénomene

d’auto-stabilisation de ces deux sous-unités.

»  CGDX : Nox2, et par conséquent le cytochrobgg, sont synthétisés mais en

guantité plus faible que la normale. L'activité dage se trouve alors trés réduite
voire abolie. Ces variants sont généralement dilsastes mutations faux-sens a
I'origine d’'une perte partielle de la structure ldex2 empéchant la synthése du
cytochrome bssg, soit a des mutations dans le promoteur du gENBB

provoquant la sous-expression de Nox2 (Stasah,e2003).

> CGDX' : cette forme se caractérise par une expressiomat® de Nox2
associée a une activité oxydase totalement abGles variants proviennent
généralement de mutations faux-sens dans la pacielante » du gene (Stasia et
al., 2002).

La CGD constitue un formidable modéle d’étude dmplexe NADPH oxydase et
plus particulierement les variants CGD)@ui permettent d’accéder a une meilleure
compréhension du mécanisme de fonctionnement degdase (assemblage et interactions,
activation, désactivation). Dix-neuf mutations arijine de CGDX ont été répertoriées,

principalement dans la partie C-terminale cytos@igle Nox2 qui est plus particulierement
impliquée dans le fonctionnement de I'oxydase (Fegl3). L'étude de ces variants permet

d’établir un lien direct entre une région donnéeuse¢ fonction spécifique de Nox2. Ainsi,
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certaines mutations peuvent illustrer I'importaigeséquences telles que les sites de fixation
du NADPH et du FAD.

Arg54Gly
Arg5aSer |
ArgSdMet £

Membrane

cytosol

CO0H Del288-302 ThrLysvalvalThr

Glus6aLys )
His303AsnPra304Ar
LeuS05Arg Prod15Leu g
Prod15His
LeuS46Pro ]
| NADPH
335
540 450 424
Cysi3TArg Thr34iLys
del507-509 GlnLysThr Cys369Arg
insert HislleTrpAla Gly408GIu
AspS00Gly Glyd08Arg
deld88-497

Figure 13 Mutations CGDX" sur le modele structural de Nox2 Les mutations sont
représentées par un rectangle rouge. Les aspasagigeosylées situées sur les boucles
externes sont indiquées par leur numéro de résides histidines liant les hemes par la lettre
H suivie de leur numéro de résidu. Les sites piisntle liaison du FAD et du NADPH sont
illustrés par des rectangles (D’apres Stasal.e2008a).

V. Activation du complexe NADPH oxydase
V.1l. Généralités

L’activité oxydase est spatialement et temporell@mesgulée, sachant qu’une
production excessive et inappropriée d’espécestivéacde I'oxygene par les phagocytes
provogue des dommages aux cellules voisines einflaenmation sévere (Babior at., 1997).
L’activation de Nox2 requiert la translocation desis-unités cytosoliques gtiox, p67phox,
p4Qphox et Rac a la membrane plasmique ou phagolysosamwaleformation d’'un complexe
oxydatif actif. Le processus de translocation etsdémblage des facteurs cytosoliques

nécessite I'activation de Rac et des phosphorylatigversibles d’acides aminés sérine et
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thréonine des facteurs cytosoliques ik, p67hox et p4@hox, ainsi que de pZfox et
Nox2 (Groemping etl., 2005 ; Raad edl., 2009). Ces événements sont induits par divers
stimuli via différentes voies de signalisation @éuvent se recouper ou agir en synergie.
L'intensité et la durée de l'activité NADPH oxydadépendent des stimuli présents et de leur
quantité. Parmi les éléments modifiés lors de ilmwation du neutrophile, le métabolisme
lipidique ainsi que les flux calciques sont pafiEnement importants dans la régulation de la
fonction oxydase du neutrophile (Foyouzi-Youssdfiak, 1997 ; Hii et Ferrante, 2007 ;
Brechard et Tschirhart, 2008 ; Shmelzealet2003 et 2008).

L’activité oxydase peut-étre reconstitugevitro en « cell-free system » réunissant
Nox2, p2hox, p4fhox, p67hox et Rac (Bromberg edl., 1986 ; Abo e#l., 1992). Seul le
facteur p4Phox parait non essentiel bien qu’il tienne tout de raé@m rdéle primordial dans
l'activité du complexe oxydasi vivo (voir 8 11.3.4). En systeme reconstitué, le comple
oxydase est activable par ajout d’un détergerguelle sodium dodécyl sulfate (SDS), ou d’'un
acide gras insaturé tel que l'acide arachidoniqik) ((Bromberg etal., 1986 ; Abo efal.,
1992). Il a été supposé que l'effet activateur ds composés pouvait provenir de leurs
propriétés détergentes qui induiraient une pertigharon spécifique de la membrane et de la
structure des facteurs cytosoliques.

Or, I'AA et dautres acides gras insaturés peuwmuler l'activité oxydase des
neutrophiles intacts et cette réponse peut étrdasienen magnitude a celle obtenue avec le
PMA (Badwey efal., 1981 ; Hardy e#l., 1995). La phospholipase cytosolique BLA4ui est
responsable de la libération d’AA, est méme reqpg une production optimale de @uel
gue soit I'agoniste employé (Danaakt 1998). D’'une part, I'AA participe a la stimulatiae
l'activité de diverses molécules de signalisatiompliquées dans I'activation de la NADPH
oxydase telles que les protéines kinase PKCs (Mtetral., 1984 ; Huang adl., 1997 ; Hii et
Ferrante, 2007). D’autre part, il a été montré quéafortes concentrations I’AA mimait le
changement conformationnel de pH@x lors de sa phosphorylation, mais qu’a plus faibles
doses il agissait en synergie avec la phosphooylate p4phox pour faciliter I'interaction de
p47phox avec p2phox (Shiose et Sumimoto, 2000).

En outre, d'autres travaux montrent que I'AA senatjuis dans l'activation du
complexe oxydase aprées assemblage (Dara.,e1994). Notamment, il existerait des sites
d’action de I’AA localisés dans la portion N-terraia de Nox2 ou I'AA jouerait un réle dans

l'activation du canal a protons "Het dans le transfert d’électrons au niveau du FAD
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(Henderson et al., 1995 ; Susztakakt 1997 ; Mankelow eél., 2003). De méme, différents
travaux suggerent que I'AA affecterait I'oxydase r panduction de changements
conformationnels du cytochroniigsgs ; I'existence d’'un état intermédiaire d’activatidont la
transition a I'état activé serait AA-dépendante @ma été proposée (Doussiérealet 1999 ;
Cross efal., 1999b ; Foubert al., 2002). Enfin, la PLA migre a la membrane plasmique et
interagit avec p4ghox, p67/hox et Nox2 en réponse au fMLF et au zymosan opsonisé
(Shmelzer edl., 2003 et 2008).

L’assemblage de I'oxydase est temporellement lingit@c une perte de détection de
p47phox et p6phox au niveau du phagosome, provenant de leur digBwtiset/ou
dégradation. Les événements a l'origine de la pd#eassemblage et de la désactivation sont
mal connus (pour revue voir DeCoursey et LigetD201l est envisagé une modification d’'un
ou plusieurs éléments de I'oxydase via des dérwggiénés compromettant sa fonction et
provoguant a terme la dissociation du complexeteCeypothése s’appuie sur le fait que la
cinétique oxydative est prolongée, et la dissammtiegradation de pphox et p6phox est
différée, dans les neutrophiles déficients en MPandl etal., 1978 ; Nauseef @l., 1983) ; un
événement MPO-dépendant contribue par conséquinteiminaison de I'activité oxydase,

mais il n’est pas suffisant a lui seul.

Il faut noter que le complexe oxydase activé sub@&me au plus fort de I'explosion
oxydative, un continuel processus d’activation et désactivation avec dissociation et
réassociation d’'un ou plusieurs facteurs (Akardl et1988 ; Cross dl., 1999a et 1999b ; van
Bruggen etal., 2004). La production d'O est donc le résultat d'un équilibre entre des
meécanismes activateurs et des mécanismes menara dédactivation du complexe.
Actuellement, les événements majeurs de désactivatmblent étre des modifications de
'état de phosphorylation de pdhox (déphosphorylation et/ou hyperphosphorylation) et
l'inactivation de Rac sous sa forme liée a une nw&de GDP. L'activation constitutive de
phosphatases et de GAPs ou la prévention de Igppbbogation de p4@hox et I'inhibition de
Rac, résultent en une désactivation de I'oxydastsqyue soient les mécanismes d’activation
appligués (Moskwa etl., 2002 ; Diebold edl., 2004 ; Gillibert etl., 2005).
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V.2. Les voies d’'activation de la NADPH oxydase du neutiphile

V.2.1. Voies d’activation par le PMA : phorbol 12-myristate 13-acétate

Les esters de phorbols comme le PMA ont d'abord oétésidérés comme des
promoteurs de tumeur. lls induisent divers remasigsigénétiques et phénotypiques, dont la
stimulation de la NADPH oxydase (Tauber at, 1982). Cette stimulation provient de
I'activation de la protéine kinase C (PKC) quiwstrécepteur des esters de phorbol (Cat.et
1985). Le PMA induit une stimulation forte et conié de la sérine/thréonine kinase PKC.
L'activité oxydase qui en résulte présente une uenghase de latence et une cinétique
prolongée et intense. De ce fait, le PMA est devMentontréle positif le plus communément
employé pour I'étude de I'activation du complexe Di2H oxydase.

Le PMA n’est pas un activateur physiologique etivactdirectement la PKC en
biaisant toute la signalisation située en amonsdas conditions normales de stimulation du
neutrophile (notamment les phospholipases et laK)PI8t sans augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium. Les nepliles humains contiennent cing des onze
isoformes connues de PKCs: trois isoformes coneenélles cPKCa, Bl et Il , qui sont
dépendantes de la phosphatidylsérine (PS), duddigde (DG) et du CGa&: une nouvelle
isoforme NnPKC3, qui requiert PS et DG mais est“?Gmdépendante ; une isoforme atypique
PKC ¢, DG- et C&™-indépendante, mais activée par la PS, 'acidepstatilique (PA) ou le
phosphatidylinositol (Stasia et., 1990 ; Spitaler et Cantrell, 2004). L’activatides PKCs
dans les neutrophiles est également accompagnéeuddranslocation a la membrane au
niveau de la NADPH oxydase (Dangakt 1995 ; Sergeant et McPhail, 1997).

Ce sont les PKCas, B etd qui participent a I'activation de I'oxydase induipar le
PMA, lisoforme B jouant un réle majeur (Dekker at., 2000). Les PKCs participent aussi
bien a la transduction du signal d’activation qleaphosphorylation finale des facteurs
cytosoliques (Figure 14). En tant qu'effecteur cireles PKCs sont susceptibles de
phosphoryler les sous-unités du complexe oxyda2ghp®, p4Qhox, p47ihox et p6phox (cf.
§ V.3). En tant qu'effecteur indirect, les PKCsia®ts par le PMA stimulent les MAPKs
(mitogen-activated protein kinases) ERK1/2 (extllata signal-regulated kinase 1/2) et p38.

La MAPK est une sérine-kinase, effecteur final @upnascade de signalisation

constituée de trois types successifs de protéimesés : une MAPK kinase kinase (MKKK),
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une MAPK kinase (MKK) et enfin une MAPK. Les MAPK®nNt classées selon cing sous-
familles : les ERK1/2, la p38, la JNK (cid N-terminal kinase), les ERK3/4 et la ERK5. Les
deux isoformes ERK1 (ou p44 MAPK) et ERK2 (ou p4ARK) ainsi que la p38 MAPK sont
exprimées dans les neutrophiles et impliquées tlatmnsduction du signal d’activation de
'oxydase et la phosphorylation finale des facteaysosoliques (cf. 8 V.3). Les MAPKs
ERK1/2 et p38 sont activees par des voies dissnateenant a des événements de
phosphorylation qui peuvent étre différents maissagonvergents, et mener a des réponses
additives. Ainsi, dans les neutrophiles stimulés lgaPMA, ces deux types de MAPKs
participent a la phosphorylation de pb@dx au niveau de sites distincts (Dangakt 2003).
Les MAPKs ERK1/2 et p38 sont également impliquéassd'activation de PLAlors d'une
stimulation récepteur-dépendante, et I'AA qui estpit participe a la stimulation des PKCs et
des MAPKs ERK1/2t p38McPhail etal., 1984; Lin etal., 1993 ; Hazan-Halevy et., 2000 ;

Hii et Ferrante, 2007). L'AA est ainsi le constittid'une boucle de signalisation dans laquelle
il régule positivement sa propre production. Dansds d'une stimulation par le PMA, seules
les MAPKs ERK1/2 participent a I'activation de PLASyrbu etal., 1999). D’autre part, le
processus d'autorégulation par I'AA a été uniquenégabli lors d’'une stimulation récepteur-

dépendante.

PMA
Récepteur: PKCs a @ Vi «—
MAPKs ERK1/2 MAPK -
et p38 ERK1/2
l )
PLAZ
v ¥ AA

Phosphorylation, assemblage, activation de 'oxydase

Figure 14 Schéma non exhaustif des voies de signalisation uitks par le PMA menant a
I'activation de la NADPH oxydase.Le rétrocontrdle positif exercé par I'acide araacmique
sur les kinases PKC et MAPK n’a pas été prouvéderBactivation au PMA.
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V.2.2.Voies d’'activation par le fMLF: formyl méthyl-leucy I-phénylalanine

Le tripeptide formylé fMLF est le principal factednemoattractant produit lors de la
dégradation deEscherichia coli (Marasco etal., 1984). Le fMLF est un puissant
chemoattractant pour les phagocytes. Le fMLF se& laes récepteurs de surface spécifiques
aux formyl-peptides bactériens FPRs (formyl peptideceptors). Ces récepteurs régulent en
aval le chimiotactisme, la dégranulation et |'attivoxydase. Les FPRs sont couplés a une
protéine G (protéine liant le GTP) sensible a larte pertussique (PTX-sensible), de la famille
Gi (récepteursGPCR). Aprés association du ligand fMLF, le récepteuibisun changement
conformationnel qui permet son interaction avecptatéine G. Il se produit alors une
conversion en GTP de la molécule de GDP fixée agani de la sous-unitede la protéine G.
Cette conversion s’accompagne de la dissociatignsdas-unité$ ety du récepteur qui sont
les effecteurs de transduction du signal (Boulaat.efl990 ; Suzuki edl., 1996).

Les agonistes chemoattractants comme le fMLF imdadisine production dO de
courte durée, avec trés peu de phase de latert®rsajue les récepteurs FPRs subissent une
inactivation rapide. L'inactivation du récepteurR;Ret donc l'arrét du signal stimulateur,

pourrait étre le mécanisme de désactivation dgdase stimulée par un chemoattractant.

En aval de la protéine G, différentes cascadesgialgsation sont activées dans les
neutrophiles humains (Figure 15). L'associationarjrécepteur engendre notamment
I'activation de la phospholipase PICqui réalise I'hydrolyse de PI(4,5)En diacylglycérol
(DAG) et inositol-(1,4,5)-triphosphate (IP3) (Takeva etal., 1985 ; Li etal., 2000). L'IP3
entraine une augmentation de la concentration aljtpe en calcium libre Gavia le systéme
SOCE (store-operated €antry) (pour revue voir Bréchard et Tschirhart)@0
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Phosphorylation, assemblage, activation de I'oxydase

Figure 15 Schéma non exhaustif des multiples voies de sigrsaition induites par le fMLF

ou OpZ menant a l'activation de la NADPH oxydaselL’annotation AA en vert indique que
I'activation de la protéine est sensible a I'acadachidonique. Les éléments inscrits en bleu
seraient impliqués uniquement dans la stimulatiorfMLF et « ? » indique une absence de
résultats consensus.

Dans le systeme SOCE, I'IP3 stimule son réceptauaiccalcique dans la membrane
du réticulum endoplasmique, provoquant une vidadgs stocks intracellulaires de €a
(Figure 16). La diminution de la concentration eaf'@ans le réticulum induit, via la molécule
STIM1 (stromal-interacting molecule 1), I'activati@le canaux calciques SOCs localisés dans
la membrane plasmique, qui sont a l'origine d'uifuafextracellulaire de CA L'élévation de
concentration cytosolique en ¥aest transitoire. Le retour & un niveau basal dépdes
pompes & C4 de la membrane plasmique et des pompes SERCAo(eadp)plasmic
reticulum C&™-ATPase) qui sont en charge de reconstituer l&kstecC4" dans le réticulum.
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‘MF‘ Membrane plasmique

Rl
i QD
G

PLCP

Cytosol

Figure 16 Modele de régulation de l'influx calcique SOCE-dépedant dans le neutrophile
humain activé par les chemoattractantsLa fixation du fMLF avec son récepteur induit la
génération d’inositol-triphosphate (IngRia I'activation de la phospholipase @PLCB), qui
induit la libération de Ca du réticulum endoplasmique (ER) via son réceptemal (Insg-

R). La diminution du taux de &adans le réticulum induit, via la molécule STIMActivation

des canaux calciques SOCs situés dans la memblasmigue et permet I'entrée de a
extracellulaire. La reconstitution du stock d&'Gdans le réticulum est réalisée par les pompes
SERCA. (D’apres Bréchard et Tschirhart, 2008).

L'influx calcique est un des événements les plasqures lors de I'exposition au fMLF
sachant que le calcium fait partie intégrante dealasduction du signal (Heyworth et Badwey,
1990) (Figure 15). Notamment, les PKCs conventibeseet la PKCd sont activées en
présence de DAG et/ou de calcium. Le DAG produitlpePL(B peut étre converti en acide
phosphatidique (PA) par une diacylglycérol kinagshifoya et al., 1987) ou par la
phospholipase PLD activée par la MAPK (Paiakf 1988 ; Djerdjouri etl., 1999). Le PA
produit est d'une part directement impliqué darsctivation de I'oxydase du fait de son
interaction avec p4hox, et d’autre part il stimule l'activité de kinastdles que la PKQ
(Erickson etal., 1999), kinase qui phosphoryle p#hdx dans des cellules stimulées par le
fMLF (Dang etal., 2001b).

D'autre part, la phosphatidylinositol-3-kinase oiBKP est également un acteur
primordial dans la transduction du signal fMLF-dégent (Leopoldt etl., 1998 ; Li etal.,
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2000). Les PI3Ks catalysent la phosphorylation duhosphatidylinositol en
phosphatidylinositol-3-phosphatel3P et du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate PI(835)
en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphd@&3,4,5)R;. Le PI(3,4,5)Rpeut étre déphosphorylé
en PI(4,5)R ou PI(3,4)P, par des phosphatases (Vanhaesebroecél.et2001). Dans le
neutrophile, le PI(3)P, PI(3,4)Pet PI(3,4,5)R participent a la régulation de l'oxydase
directement ou indirectement (Brown at, 2003) (Figure 15). Tout d'abord, diverses GEFs
impliquées dans l'activation de Rac possedent umailee de liaison au PI(3,4,5)Fvoquant
une éventuelle intervention de la PI3K dans l'aion de Rac (Welch eal., 2003).
Notamment, certains travaux récents suggérent lenimportant des GEFs P-Rex1 et Vavl
(Kim et al., 2003 ; Welch etal., 2003 et 2005). D’autre part, les PI3Ks peuvemluire
I'activation de certaines kinases contribuant h@sphorylation et activation du complexe
oxydase (Didichenko &tl., 1996). La PI3K, directement activée par la progds du récepteur
FPR, peut activer des phospholipases et des kindmesphatidylinositide-dépendantes telles
gue la PLC et la kinase phosphoinositide-dépend@bt€l, ainsi que les ERK1/2 (Raneakt
1997 ; Le Good etl., 1998 ; Leslie etl., 2001 ; Chen e#al., 2005 ; Suire etl., 2006).
L'activation de la PLC stimule les PKCs DAG- efGdépendantes, et les isoformes de RKC
et { peuvent étre activées par la PDK1. De méme, Vaétde la protéine Akt ou PKB, qui
serait impliqguée dans la phosphorylation de pX, dépend des lipides PI(3,4,3)Rt
P1(3,4)R (Chen etal., 2003 ; Hoyal etal., 2003). Enfin, les phosphatidylinositides sont
particulierement engagés dans l'activité oxydasefalu de leur association aux facteurs

cytosoliques p4phox et p4@hox dans le complexe oxydase actif (8 11.3.1 et 1).3.4

Pour terminer, parmi les effecteurs couplés augptaurs FPRs on retrouve la PLA
et I'AA qui sont absolument requis pour une adivokydase optimale (Dana &t, 1998).
Outre un réle direct sur le complexe oxydase (cV.§), 'AA participe notamment a la
stimulation de l'activité des PKCs, des MAPKs ERK&t p38, de la PI3K, et également a la
mobilisation des stocks de €gMcPhail etal., 1984 ; Hardy e&l., 1995 ; Huang ail., 1997 ;
Hii et Ferrante, 2007).
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V.2.3. Voies d’activation par les microorganismes et partiules opsonisés
La NADPH oxydase est physiologiguement activée ldes la phagocytose de
microorganismes ou de particules opsonisées (DeLab, 1999). Dans ce cas, la cinétique
oxydative débute relativement lentement, augmedgalierement jusqu’a 10 a 30 minutes puis
diminue tout aussi lentement. L'occupation desptmas de surface par le microorganisme se
poursuit probablement durant une assez longue d#riout au long du processus de

phagocytose et de digestion.

La signalisation est initiee via des récepteurs dammunoglobulines Rc
(FcyRIIA/CD32 et FgRIIIB/CD16) et des récepteurs du complément (CRIC@B5 et CR3
ou B2-intégrine CD11b/CD18). Les récepteurs phagomgaionctionnels sont FRIIA et
CRS, alors que les deux autres récepteurs paraislssdt étre des co-récepteurs facilitant leur
fonction (Chuang edl., 2000).

L’ingestion de particules recouvertes d'immunogloies G (IgG) est réalisée grace a
'aggrégation de récepteurs yRil et la phosphorylation de leurs motifs cytoplapmes
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation ifsdtvia des tyrosine kinases. Les
ITAMs phosphorylés servent de sites d’ancrage aytasine kinase Syk, qui déclenche
diverses voies de signalisation, impliquant la P&Kles protéines Rho (Crowleyabt, 1997 ;
Caron et Hall, 1998). La phagocytoseyRt-dépendante est accompagnée de I'activation de

'oxydase, d’'une production d’AA et de cytokines.

L’ingestion de particules opsonisées par les déridé complément C3b/C3bi est
réalisée par le récepteur du complément CR3. tfr@eve que des particules uniquement
recouvertes de dérivés du complément C3b/C3bi né sas suffisantes a elles seules pour
promouvoir la phagocytose. Le neutrophile doit &mmultanément en contact avec des
protéines de la matrice extracellulaire et stinpaé du PMA ou du fMLF. Cette stimulation
parallele engendre la phosphorylation de CR1 gtivea@lors la capacité de liaison de CR3
(Brown, 1986 ; Wright et Meyer, 1986).

Il se produit une coopération entre les réceptaursomplément et les récepteurg Fc
lorsque les cibles recouvertes de C3b/C3bi sonledgmt opsonisées par des anticorps ou
lorsque les ligands du CR3 sont glycosylés (Ehlagdre et Nussenzweig, 1977). Ce
croisement entre les récepteurs de la phagocytése suggéré par le fait que les neutrophiles

de patients déficients en CR3 présentent aussétautide phagocytose anticorps-dépendante
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(Dana efal., 1984). Il a été prouve queyRIIl et CR3 peuvent interagir et activer en synergie
la NADPH oxydase (Dahinden at., 1983 ; Zhou et Brown, 1994). Cette activationlae
NADPH oxydase via la coopération entreylRtll et CR3 requiert RRIl mais emprunte une
voie de transduction du signal différente de celtgoruntée lors d’'une stimulation directe du
récepteur FRII (Zhou et Brown, 1994).

Le zymosan opsonisé par du sérum, ou OpZ, est amsig couramment utilisé dans
I'étude de l'activité NADPH oxydase induite par gbaytose. Le zymosan est un extrait de
levure Saccharomyceserevisiae, phagocyté par les neutrophiles s'il est préatabla
opsonisé par du sérum. Le zymosan opsonisé parédumsstimule simultanément les
récepteurs du complément et des immunoglobuline8 ERFgR (Yagawa etal., 1985 ;
Worku et al., 1995). Il a été clairement mis en cause une a@oiv des différentes
phospholipases PLC, PLD et PLAvec d'importantes productions d'AA, de DAG, de ®A
autres métabolites lipidiques (Figure 16) (Meshuktral., 1988, Della Bianca dl., 1991 ;
Hazan etal., 1997). Les PKCs sont également activées par I'GgpZsubissent une
redistribution au niveau du phagosome (Sergeaktcéthail, 1997). Dans ce cas, c'est encore
la PKCp qui a un réle primordial. Par contre, les PKCspaeticipent pas a l'activation des
MAPKs ERK1/2, comme c’est le cas lors d’'une stitiolapar le fMLF (Hazan edl., 1997).
Les kinases Akt/PKB et MAPKs participeraient aussil'activation de l'oxydase OpZ-
dépendante (Hazan-Halevy et Levy, 2000 ; Yamambrale 2002 ; Chen etl., 2003).
Concernant la p38 MAPK, sa participation est reneisecause par certains travaux (Brown et
al., 2004).

Lors d’'une stimulation par I'OpZ, I'influx calciquest spatialement et temporellement
différent de celui induit par les chemoattractants phagocytose de 'OpZ induit deux influx
calciques distincts (Dewitt et Hallett, 2002). Talidbord, la fixation de la particule sur les
récepteurs membranaires de la cellule provoquepteraiére libération de Gaintracellulaire
prés de la membrane plasmique au niveau du poictkact (Dewitt eél., 2003). Ce flux est
supposé stimuler la diffusion d’autres moléculesepérices au point de contact afin de
compléter le processus de phagocytose. Les cal@sanis en jeu sont localisés a la
périphérie des vésicules de phagocytose et sorinals de ceux stimulés par les
chemoattractants (Stendahl et., 1994). Une seconde augmentation globale de la
concentration cytosolique en €ae produit au moment de la fermeture du phagos@mee.

second flux de G4, provenant de canaux localisés sur toute la serfée la membrane
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plasmique, est corrélé a l'activation de la NADPXyaease. Il semblerait qu’il se déclenche
une fois le lipide PI(3,4,5Paccumulé dans la membrane phagosomale et lié aaider®X
de p4@hox (Ellson etal., 2006 ; Dewitt etl., 2006).

V.2.4. Voies d’activation par I'ionomycine

L’ionomycine est un ionophore a calcium. Les ionm@ls a calcium sont de petites
molécules hydrophobes qui s’intercalent dans ladiibe lipidique de la membrane cellulaire
et augmentent la perméabilité au calcium. Commigjigdprécédemment, les changements de
concentrations en calcium intracytosolique jouent ndle majeur dans la signalisation
récepteur-dépendante des neutrophiles. L'ionomycamese un accroissement rapide du taux
de calcium cytosoligue non seulement par influxraodllulaire mais induit également la
libération de calcium stocké dans les calciosorhésnomycine semble directement agir sur
les membranes des calciosomes et augmenter lenéakilité au calcium tout comme sur les
membranes plasmiques. L’ionomycine active esséatieint les pools d'oxydase
intracellulaires, et ainsi tres peu d'Gont produits dans le milieu extracellulaire (Rmbh et
al.,, 1992). Il a été demontré que l'activation du &ayst SOCE et la signalisation calcium-
dépendante qui en découle induit une production, d'€ssentiellement intracellulaire,
provenant d'une activation préférentielle de I'as@ au niveau des granules plutét qu'a la
membrane plasmique (Granfeldt @t, 2002). L'activation de l'oxydase par I'ionomycine
implique au minimum la PKC et les MAPKs ERK1/2 8BElzi etal., 2001). L'activation des
MAPKSs couplée au calcium peut alors stimuler la PeRla production d’AA (Hazan-Halevy
et Levy, 2000 ; Hazan-Halevy &, 2000).

V.3. Réles des événements de phosphorylation des soustés du
complexe NADPH oxydase

V.3.1. Phosphorylation de Nox2
La phosphorylation de Nox2 a été tres récemmente neis évidence dans le

neutrophile humain lors d’'une activation par le PMA fMLF et 'OpZ (Raad etl., 2009).
Cette phosphorylation de Nox2, qui est médiée palPKC, favorise linteraction avec

p47phox, p67hox et Rac2, et améliore I'activité diaphorase. Nos® ghosphorylée dans sa
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région cytosolique C-terminale au niveau des sémpge’21-405 et 466-570. Ces séquences
contiennent trois sites potentiels de phosphonitapiar la PKC : S&F, Thri® et Set*°.

V.3.2. Phosphorylation de p2phox

La sous-unité pzhox subit la phosphorylation de résidus thréoninesarmtur
I'activation de la NADPH oxydase par le PMA, fMLE ©pZ (Regier etl., 2000).In vitro,
p22phox est le substrat d’'une kinase activée par I'acidesphatidique (kinase PAAK) et le
substrat des isoformes conventionnelles de BK&Ep (Regier etal., 1999). Deux thréonines
sont localisées dans un motif consensus de phogption : Thr*? dans un motif de
phosphorylation par la caséine kinase Il, et*fhdans un motif de phosphorylation par la
PKC. La fonction physiologique de la phosphorylatte p2phox n’a pas encore été élucidée
mais il est tout de méme intéressant de noter @ddt*’ est située juste avant la région PRR
(151-160) qui est impliquée dans I'interaction alescfacteurs cytosoliques hox, p67phox
et p4@hox (Figure 5).

V.3.3. Phosphorylation de p4@hox

Le facteur p4phox subit des phosphorylations lors de la stimulatleri’oxydase, ces
événements se produisant en corrélation avec tuption d'Q " (Fuchs etl., 1997). P4phox
est phosphorylée sur des résidus sérine et thréatont au minimum les résidus THret
Sef'® (Bouin etal., 1998) (Figure 11). Ces phosphorylations sembkme effectuées
directement par la PKC durant l'activation du nephile. Or, au repos, une interaction
intramoléculaire du domaine PX (résidus 24-143)caledomaine PB1 (résidus 237-329)
semble empécher la liaison de pd@x au PI(3)P dans la membrane phagosomale (cf. &,1.3
Ueyama etl., 2007). Il est envisageable que certains des éveémes de phosphorylation de
p4Qphox |&vent cette interaction intramoléculaire, notamtia phosphorylation de S&tdans

le domaine PB1.

V.3.4. Phosphorylation de p6phox
Le facteur cytosolique p®Fox subit quelques phosphorylations mais leur réletn’e
pas encore clairement établi. Indépendamment dphp#,7p67hox est phosphorylée durant

I'activation de I'oxydase quel que soit I'agonigteusi etal., 1993; El Benna edl., 1997 ;
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Forbes etal., 1999b). La signalisation responsable de cettesgiarylation peut emprunter
plusieurs voies : elle est intégralement PKC-dépatelavec le PMA mais partiellement PKC-
indépendante lors d’'une stimulation par le fMLF @&nna etal., 1997). Le site majeur de

>3 (Forbes etl., 1999a) mais la présence d’autres sites a

phosphorylation de p@hox est Th
été mise en évidence, notamment au niveau de séfiieBenna etl., 1997 ; Dang edl.,
2003) (Figure 9). Pghox est ciblée par les MAPKs ERK1/2 et p38 lors d’'stimulation au
PMA et au fMLF (Dang eal., 2003). L'effet de ces kinases est additif etaiad de leurs sites

cibles semblent différer.

Tout comme p4phox, il se pourrait que pphox ait une conformation auto-inhibée
au repos. En effet, un site de phosphorylationadeortion C-terminale de ppiiox (244-526)
semble masqué par la portion N-terminale dans déepre intacte, et ne devenir accessible
gu’'apres un changement de conformation de la pretétn outre, cette moitie C-terminale a
un effet négatif sur I'activation de I'oxydasevitro en systéme acellulaire (Hataakt 1998).
En effet, méme sans AA ou SDS stimulateurs, 'osgdaeut étre activée si piox est
tronquée de sa moitié C-terminale. Et sous l'actien’AA ou du SDS, qui miment entre
autres les événements de phosphorylation, cetibition sur la protéine entiere est levée.
Ainsi, in vivo, la phosphorylation de cette portion C-terminae la p38 MAPK (et dans une
moindre mesure par ERK2) pourrait abroger cettalatign négative.

V.3.5. Phosphorylation de p4phox

P4hox est la sous-unité la plus largement phosphorgdgec un total de 10 a 11
sites de phosphorylation actuellement identifiésiés dans la moitié C-terminale dans les
domaines AIR et PRR (Figure 7). Les acides amindgifigs sont les sérines 303, 304, (310),
315, 320, 328, 345, 348, 359, 370 et 379 (El Bertrah, 1994 ; Faust dl., 1995 ; Fontayne
et al., 2002). Il n'est pas encore clairement établiosites ces sérines sont phosphorylées
lorsque la protéine est encore cytosolique ouderson assemblage a la membrane plasmique
au niveau du cytochrommss. De plus, I'ordre de succession des phosphorylatisest que
partiellement connu. La principale fonction de pddk est de permettre la translocation de
I’hétérotrimére p4phox-p67phox-p47phox a la membrane et de le positionner correctement au
niveau du cytochromésss. Au repos, p4@ghox est maintenue dans une conformation auto-
inhibée qui prévient sa translocation (Figure B4).cours de la stimulation du neutrophile par
des agonistes de l'oxydase, pAdx subit des événements de phosphorylation, notamenent
niveau des sérines localisées dans la région AI&in& 303 a 328) (Figure 17). La
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phosphorylation simultanée des sérines 303, 3B2&tdans le domaine AIR, en coopération
avec d’autres agonistes comme l'acide arachidoniipgit une ouverture de la structure de
p47phox, exposant les domaines SH3 et le domaine PX (Agh,e1999 ; Shiose et., 2000 ;

Marcoux etal., 2009). P4phox peut alors s’'associer a g&x et aux phosphatidylinositides a

la membrane.

Figure 17 Modeéle de conversion de p4dhox dans sa conformation active via les
evénements de phosphorylationd.es sérines phosphorylées lors de l'activatiotiae/dase
sont schématisées par un P encerclé. Les sérirgs38@ et 328, dont la phosphorylation
simultanée léve les interactions intramoléculadesp4phox, sont schématisées par un P
cerclé de rouge. PP, PA et PIP2 correspondergecdgement, a la région PRR, a l'acide
phosphatidique et au phosphatidylinositol-3,4-bggtate. La région auto-inhibitrice AIR est
tracée en noir. (D’aprés Durandakt 2006)

La sérine 345 de phox est impliquée dans la pré-activation du compleX®RH
oxydase par les cytokines GM-CSF et TNBhénomene de « priming »). Ces agents induisent
en effet une phosphorylation de ¥2mpar les MAPKs, qui provoque une augmentation du
degré de phosphorylation de p#dx suite a une stimulation ultérieure. Or, un plustidegrée
de phosphorylation s’accompagne d’'une augmentadi®na translocation et de I'activité
oxydase (Dang etl., 1999a et 1999b; Dewasatt, 2003 ; Dang edl., 2006a). La signification
de la phosphorylation de la €& située elle aussi dans une séquence consensumsuecpar
les MAPKSs, n'a pas encore été élucidée (El Benmad ,€1994).
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Les trois derniers sites de phosphorylation deppd¥ sont localisés dans la région de
fixation au domaine SH3de p6phox. Les sérines 359 et 370 flanquent la région PRRR2-(3
369) et la sérine 379 se trouve dans le coude dggreleux hélices. du motif non-PxxP
impliqué dans la fixation de pgfox (Figure 7). La substitution des sérines 359 et &0
alanines réduit radicalement la phosphorylatioagle de p4@hox, ce qui conduit a un défaut
de translocation et a une inhibition sévére dertmlpction d’'Q". La phosphorylation de ces
deux sérines précede et initie la phosphorylaties dutres résidus sérines de bk
(Johnson e&l., 1998). Lors de l'activation, pgfox se présente sous différentes formes plus
ou moins phosphorylées, ce qui corrobore I'hypathésine phosphorylation graduelle de
p47phox. Seules les formes les plus phosphorylées semblassocier a la membrane et
'ancrage a la membrane parait étre nécessaire quotains événements de phosphorylation
(Heyworth et Badwey, 1990 ; Rotrosenaet 1990). Dans ce modéle, la forme « fermée » de
p47phox s’ouvre graduellement grace a des événements depbpbrylation préalables,
nécessaires a la phosphorylation des autres séi@eendant, il a aussi été montré que
p47phox hyperphosphorylée perdait sa capacité a actitydlase dans les neutrophiles
intacts (Yamaguchi el., 1995). Certaines études laissent supposer gopieolsphorylation de
certaines sérines pourrait avoir un effet inhibitewr I'activité oxydase (Fontayneait, 2002 ;
Mizuki etal., 2005).

Concernant la phosphorylation de 8#rlocalisée dans la zone d'interaction avec
p67phox, son role préte plus a débat. Il a été claireréttili que la substitution de cette sérine
par une alanine provoquait une perte de transtmcate p4phox et inhibait la fixation de
p67phox a la séquence C-terminale de pddx (Faust etal., 1995 ; Massenet et., 2005 ;
Mizuki et al., 2005). Certains auteurs suggérent que la phogialion de Se¥® lors du burst
oxydatif stopperait I'activité oxydase en entrainkndissociation de p@hox (Mizuki et al.,
2005). Cependant, la substitution S379A inhibe ialasganslocation de p4hox alors que,
méme en absence de pBdx, p47hox est capable de migrer a la membrane (Heyworth. et
1991). Il se pourrait donc que la phosphorylatiogafable de S&f° soit nécessaire, au méme
titre que celle de S& et Set’®, pour une ouverture compléte de pdak, la phosphorylation
des sérines 303, 304 et 328 et a terme la trarigloGala membrane. Dans cette hypothése, au
repos la région PRR de p#hox interagit avec le domaine Skl3le p6phox. Lors de
I'activation du neutrophile, S&F est phosphorylée et alors I'association dephdX avec le
domaine SHg de p6phox est atténuée. PPMox reste pourtant fixée a pdfiox pour
s’associer a la membrane, et cette hypothése pgihdre le modéle d’interaction entre
p47phox et p6phox établi par de Mendez et ses collaborateurs (dedstertal., 1996 et
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1997). D’apres ce modele, lors de I'activation ssaiation a la membrane, pbidox reste
fixée a p4phox mais via son domaine PRR et le $HBe p4dphox (cf. § 11.3.2). La
phosphorylation de SEF léverait la premiére interaction (BHox)PRR / SH3(p6phox), a
laguelle succéderait l'interaction (gghox)SH3 / PRR(p6@hox). On peut également envisager

un maintien simultané des deux interactions.

Ces évenements de phosphorylation peuvent étieégalar diverses kinases et a des
degrés variés. Toutes les isoformes de PKC pagtitia la phosphorylation de pahiox et
peuvent induire la production dQ In vitro, les cibles des PKGs, Bll et 3 sont les sérines
303, 304, 315, 320, 328, 359, 370 et 3798 dtant la plus intensément phosphorylée (El
Benna etal., 1996 ; Fontayne dl., 2002). La PKC{ ne peut phosphoryler que les sérines
303/304 et 315. La variation du degré de phosphtioyl des sites selon les isoformes suggere
gue les PKCs pourraient avoir des roles distinatssdes cellules entieres, basés sur un ciblage
plus spécifique de certaines sérines. Bien qu&@ Pphosphoryle moins de sites de pAdx,
elle induit pourtant une production plus importadi®,~ (Fontayne etl., 2002). Il est donc
envisagé que la phosphorylation de certaines spae les PKCs, et d pourrait atténuer
I'activité oxydase ; ainsi les événements de phospation par les PKCs ne seraient pas
exclusivement activateurs. Les MAPKs ERK1/2 papait aussi a la phosphorylation de
p47phox (Dewas etal., 2000). Les MAPKs ERK1/2 et p38 peuvent phosplesrger®’
induisant une augmentation de l'activité oxydasebdse (Dang eal., 2006b). La protéine
kinase PKA a été mise en cause au niveau des s&2e 328 et/ou 359/370 (El bennalet
1996). La kinase Akt ou PKB, effecteur de la PIpKut phosphorylein vitro Serf* et Set?®,
et a été impliquée dans la phosphorylation degbd¥ (Chen etal., 2003 ; Hoyal etl., 2003).
Cependant, des résultats contradictoires ne mdnéecune implication de Akt mais une
activation de PKCs par la PI3K via la phospholipR&€ (Yamamori etl., 2004). D'autres
kinases encore sont susceptibles d'induire cesppbogdations telles que l'effecteur de Rac
PAK (p21-activated kinase) et la caséine kinagPdrk etal., 2001 ; Martyn eél., 2005).
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VI. Assemblage de la NADPH oxydase : modeles d’interaahs
protéines-protéines et protéines-lipides

VI.1. Interactions potentielles des facteurs cytosoliqse

Différentes interactions entre les trois facteuysosoliqgues p4phox, p67hox et
p4Qphox ont été mises en évidence (cf. § 11.3). La comiboraexacte de ces interactions n’est
cependant pas totalement établie. Il existe enderaombreuses incertitudes sur 'existence
méme de certaines de ces interactions ainsi quisiuévolution au cours de l'activation de

'oxydase. L’ensemble de ces interactions est résdams la figure ci-dessous.
P22P"°% pem

PA /PSS /PI(3,4)P,

4 128 136 215 226 285 292 340 360-369

AT

PRR

219-
3 36 70 104 120 153 199210 736 240 298 391 429 457 h15

' 228 237 329

PI(3)P

P22°M%% oory

Figure 18: Représentation schématique des interactions poss#isl entre les facteurs
cytosoliquesp47phox, p67phox et p4Qohox sur les modéles structuraux de Groempingl et
2005. Les fleches indiquent toutes les interactioiésnontrées expérimentalement. Les
interactions des facteurs cytosoliques aveqp@? et les lipides de la membrane plasmique
sont aussi présentées.
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VI.2. Interaction des facteurs cytosoliques avec le cytbrome bssg

Il a été prouvé que les facteurs cytosoliqueppdx, p67phox et Rac s’associent avec
le cytochromédssg (Heyworth etal., 1991 ; Paclet el., 2000 ; Dang edl., 2001a ; Kao edl.,
2008). Les différents sites potentiels de contattteeles facteurs p#f4hox-p67phox et le
cytochromebssg ont été mis en évidence dans un premier tempsip@rmédiaire de cas de
CGD'. En effet, pour certains patients, I'assemblagel’abeydase est défectueux, ce qui
incrimine possiblement le site muté comme un éwdioint de contact entre le cytochrome
bssg et les facteurs cytosoliques (Figure 19). Cepenndandéfaut d’assemblage peut aussi
provenir d’'un changement conformationnel du cytoaie bssg engendré par la mutation
ponctuelle (Stasia edl., 2002). Sept mutations ont été identifiées chez paients, six sur
Nox2 au niveau des résidus 303, 304, 369, 408,e5@®8 (Leusen el., 1994b ; Leusen et
al., 2000 ; Stasia adl., 2002) et une sur ppBox sur la proline 156 (Leusen al., 1994a).
D’autre part, la capacité de petits peptides spp@t a bloguer I'assemblage du complexe et
lactivité oxydase a été testée (Parkabt 1997). Quatre régions de Nox2 nécessaires a
I'association des facteurs cytosoliques ont ététitiées par cette approche : 87-100, 434-455,
491-504, 559-565. La région 87-100 inclut la ségeeB6-93 qui a été impliquée plus
particulierement dans linteraction avec pl@x (DelLeo etal., 1995), et notamment les
arginines 91 et 92 qui sont essentielles a I'astgeb(Biberstine-Kinkade efl., 1999). La
région 491-504 correspond a I'héliee 484-500 qui est susceptible de réguler I'acces du
NADPH a son site de fixation par interaction aves facteurs cytosoliques (Taylor at,
1993). Cette région, et notamment les résidus*®splis*®®, and Asp” est essentielle au
processus de transfert des électrons du NADPH db fEAet al., 2005). En outre, la leucine
505 proche de cette héliceest cruciale dans I'activation du cytochroimgs. La mutation
L505R de Nox2 est a l'origine d’un cas de CGD (Stasia et al., 2005). La reconstitution
d’'une activité oxydasen vitro avec le cytochrombssg muté a révélé que la mutation de cette
leucine perturbe la fixation du NADPH et des facsetytosoliques, plus particulierement celle
de p6phox (Li etal., 2007).

De précédents résultats obtenus par la techniquehage display avaient permis de
révéler des régions d’interactions du cytochrdmigavec p4phox en particulier: les segments
de Nox2 86-93, 450-457, 554-560, et les régionp2phox 156-160 et 177-183 (DeLeo et
al., 1995). Dans le modele établi, le tandem SH3 diplpk (séquences 156-212 et 226-283)

prend en « sandwich » la région PRR deph@f située entre les résidus 151-160. Les acides
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aminés indispensables de pBéx sont Prd>% Prd™® et Arg® (Groemping etal., 2003 ;
Nobuhisa etal., 2006) ; on retrouve ainsi la proline 156 respblesal’'un cas humain de
CGDAR2Z (Leusen etl., 1994a).

D’autre part, les régions de g2®x engagées dans I'assemblage de I'oxydase ont été
déterminées grace a des pentadécapeptides se chanbet couvrant toute la séquence de la
protéine (« peptides walking ») : 51-63 avec gk, 81-91 et 111-115 avec p@ox, 151-

160 (région PRR) avec pghox-p67phox (Figure 19) (Dahan &ll., 2002). Il a également éte
mis en évidence une interaction de X, via sa région SH3, avec le domaine PRR de
p22phox (Tamura etl., 2007). Enfin, la séquence 323-332 dephdX interagit avec pgihox
puis s’associe au cytochrontesg pendant I'activation (Nauseef al., 1993 ; DelLeo edl.,
1996).
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Figure 19 Régions du cytochromebssg impliquées dans I'assemblage et l'interaction avec
les facteurs cytosoliquesLes sept mutations identifiées chez des patié@B et associées a
un défaut d'assemblage sont indiquées par une étaige. Les régions de Nox2 impliquées
dans l'assemblage en général sont représentéesdgsarrectangles gris. Les régions
d'interactions spécifiques a hox sont indiquées par un trait rose, a @k par un trait
gris, a p4@hox par un trait vert et a Rac par un trait bleu. &esles aminés cruciaux dans ces
interactions sont inscrits. (D’apres Nauseef, 2004)
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Les expériences avec peptides ont cependant désdiaans la détermination des
séquences participant a l'assemblage de I'oxydaseprincipe, s'il y a inhibition de
'assemblage par un peptide donné alors on pewaluwenque la séquence est impliquée dans
I'interaction avec les facteurs cytosoliques, rsali'y a pas d'effet inhibiteur du peptide on ne
peut pas conclure définitivement sur l'implicatide la séquence dans l'assemblage du
complexe oxydase. Par exemple, alors que les rmnosaH303N et P304R de Nox2 provoquent
une inhibition de 'assemblage entrainant un ca€@® X', un peptide synthétique contenant
les acides aminés 296 a 309 ne suffit pas a ratumrsin vitro le défaut observé chez les
patients (Stasia @l., 2002). Ceci suggere que la modification de cedeacaminés induit des
changements conformationnels qui alterent indireetd le site de fixation des facteurs
cytosoliques d’'une maniére non reproduite par egsiges. Il est donc nécessaire de combiner
plusieurs approches pour statuer définitivementl’saplication d’'un acide aminé ou d’'une

région dans linteraction directe avec les facteytesoliques.

Enfin, il a été démontré que la translocation de &ms des neutrophiles déficients en
Nox2 est moins importante, ce qui laisse supposer association directe entre Rac et le
cytochromebssg (Heyworth etal., 1994). D’aprés certaines études, le domaineserin de
Rac est engagé dans l'association au cytochrbgge (Freeman efal., 1996 ; Bokoch et
Diebold, 2002). Derniérement, le site d’associatin Rac avec le cytochronigsg a été
localisé au niveau des acides aminés 419-430 de2 NKao etal., 2008). Les résidus

?° et Ly$?® La confirmation d’une interaction

particulierement nécessaires seraienttygy
directe entre Rac et le cytochronigsg corrobore le modele d’activation du transfert
d’électrons du NADPH au FAD par RacGTP, avant semo@iation a pghox pour la

poursuite du transfert des électrons (Bokoch eb@ltg 2002).
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VI.3. Modele d’assemblage du complexe NADPH oxydase

PA PI(3,4)P2

Activation

Activation

p67phox

p47phox

p40phox

Figure 20 Modéle d’assemblage et d’activation du complexe NABH oxydase Au repos,
I'hétérotrimére p4phox-p67phox-p47phox et la protéine Rac sont maintenues dans le
cytoplasme, respectivement, via des interactiomanmléculaires inhibitrices et via la protéine
inhibitrice RhoGDI. Les régions caractéristiques @eotéines sont indiquées, un rectangle
noir correspondant au domaine PRR. Au cours déivaon du neutrophile, les interactions
intramoléculaires sont levées par des événemenbaiphorylation, et Rac est convertie sous
forme active liée a une molécule de GTP. Les fasteytosoliques s’associent au cytochrome
bssg et a des lipides de la membrane plasmique. Lenist d'interactions supplémentaires
entre les facteurs cytosoliques et le cytochrdmgag encore non caractérisées, sont suggérées
par des étoiles jaunes. Les protéines kinases PK®Lé#, subissent également une
translocation au niveau du complexe NADPH oxydase.

VIl.Modele cellulaire PLB-985

La lignée promyélocytaire PLB-985 a été établid 887 par I'équipe du Pr Rado. Les
cellules PLB-985 sont issues d’'une lignée de adlllumaines, myéloides, diploides, obtenues
a partir du sang périphérique d’'une patiente ddetiune leucémie aigiie non lymphoide

(Tucker etal., 1987). Les cellules PLB-985 sont des myélomorsietaa un stade plus précoce
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de maturation que la lignée promyélocytaire HL-&3alement couramment utilisée dans
I'étude de la NADPH oxydase. Les PLB-985 peuverd différenciées en granulocytes ou en
monocytes/macrophages en présence de certainsagduatteurs (PMA, diméthylsulfoxyde
DMSO, acide rétinoique ou diméthylformamide DMF)(Fe 21). Les PLB-985 différenciées
par le DMF en granulocytes, ou « neutrophils-likeexpriment toutes les sous-unités du
complexe oxydase (Nox2, p@ix, pdphox, p67phox et pd@Phox) et sont capables
d’accomplir les principales fonctions d’'un polynémire neutrophile (Pedruzzi at., 2002).
Les cellules PLB-985 divergent néanmoins du netitep sur plusieurs points.
Morphologiquement, elles conservent un noyau phlanaineux et moins polylobé que celui
du neutrophile. Elles expriment environ 10 fois nsode cytochroméssg et ont un pouvoir
microbicide nettement moins puissant que celui dutnophile. Des travaux actuellement
réalisés dans notre laboratoire réveélent égalendest déficiences en certaines protéines

granulaires (travaux de thése de Federica Defendi).

Figure 21 Morphologie des cellules PLB-985 en microscopie éteonique en transmission

A) Cellule PLB-985 promyélocytaire non induite (aglissement x 1273@) Cellule PLB-
985 apres induction d’une différentiation granutaine au DMF (agrandissement x 7810). Le
noyau apparait réduit et polylobé, et le cytoplagmaertient de nombreux granules (D’apres
Tucker efal., 1987).

En 1993, I'équipe du Pr Dinauer a établi une ligRéd3-985 dans laquelle le gene
CYBB codant Nox2 a été inactivé par recombinaison hogu# (Zhen etl., 1993). Cette
lignée de cellules PLB-985 « X-CGD » a été obtepaeinsertion d’'une cassette, codant la
phosphotransférase hygromycine B, par recombinaigmnologue au niveau du 8xon du
gene CYBB (Figure 22). Dans ce modele cellulaire, I'expressisauvage de Nox2 est

totalement abolie et l'activité oxydase est parseéguent nulle. Cette lignée permet ainsi
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d’obtenir en culture des « neutrophils-like » dpetCGDX. Une activité oxydase équivalente
a celle des cellules PLB-985 sauvages (WT) peus @tve reconstituée par transfection stable
de 'ADNc sauvage de Nox2 (cellul#gT-Nox2) (Zhen efal., 1993).

CYBB
Exon 3 Intron 3 Exon 4 PLB-985 WT

l Insertion

m Intron 3 Exon4  PLB-985 X-CGD

Figure 22 Construction de la lignée de cellules PLB-985 X-CGDinterruption du gene
CYBB codant Nox2 par insertion d'une cassette codaphtsphotransférase hygromycine B
(HYG) par recombinaison homologue au niveau dex®n du géne.

Le modele PLB-985 X-CGD est un outil particulierethetéressant pour effectuer
une étude structure-fonction de la protéine Nox2réalisant des mutations de la séquence
sauvage de Nox2. L'approche expérimentale consistmodifier par mutagenése dirigée
’ADNc de Nox2 qui est ensuite cloné dans un vectaxpression eucaryote qui peut alors
étre transfecté de maniere stable dans le modiélgaae PLB-985 X-CGD. L’étude de l'effet
de certaines modifications de Nox2 sur le phénotges cellules PLB-985 a permis
d’améliorer la caractérisation de la synthése etfahctionnement du complexe NADPH

oxydase :

- Caractérisation des meécanismes de synthése et deturation du cytochrome
bsss. Mise en évidence, entre autres, de lI'implicaties histidines 101, 115, 209, 222 dans la
fixation des hémes et la maturation du cytochrdmg (Biberstine-Kinkade e#l., 2001).
L’acquisition des hémes par le précurseur gp65qu€et est nécessaire a I'association de
p22phox (DelLeo etal., 2000).

- Analyse des homologues de Nox2 Il a été prouvé que Noxl présente des
similarités fonctionnelles avec I'oxydase phagoitgt&lox2 car Nox1 est capable de restaurer
une activité oxydase dans les cellules X-CGD PLB-@8eistz etl., 2003).

- Reproduction de mutations humaines de CGD Xafin d’analyser les mécanismes

d’activation du complexe oxydase: la double mutatidis303Asn/Pro304Arg inhibe la
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translocation des facteurs cytosoliques (Stasi.e2002 ; Bionda e#l., 2004), la délétion
A488-497 interrompt le transfert d’électrons verd=lED (Schapiro etal., 1991 ; Yu efal.,
1999), la mutation Leu505Arg altere I'interactioa g6phox avec le cytochromésss et la
fixation du NADPH (Stasia ., 2005 ; Li efal., 2007).

- Etude des sites fonctionnels de Nox2 par mutaggese dirigée :

» Reégion extréme C-terminale : la délétion des llnides acides aminés déstabilise

completement la structure de Nox2 qui n’est plysriexée. Le remplacement dans la région

559-565 des acides aminés non polaires par dessaaidinés polaires ou chargés provoque
une inhibition de I'expression de Nox2. Les demiggsidus sont essentiels a la stabilité de
Nox2 (Zhen etl., 1998).

> Boucle B: impliquée dans linteraction de Noxgea les facteurs cytosoliques, en
particulier les résidus Afget Arg’? (Biberstine-Kinkade edl., 1999)

> Hélice a 484-504 : indispensable & l'activité oxydase, @asdemblage du complexe
oxydase et au transfert d’électrons du NADPH au FABtamment les résidus Af
His*° and Asp® (Li et al., 2007).

Parmi les différentes études effectuées par muémgenlirigée de Nox2 dans le
modeéle PLB-985 X-CGD, notre laboratoire a réaliétutle de leboucle Dintracytosolique de
Nox2 "*'TSSTKTIRRS®(Li et al., 2005). Afin d'élucider sa fonction, ’ADNc codaNbx2 a
été modifié par mutagenése dirigée dans la séquemmspondant a la boucle D. Puis 'ADNc
muté a été cloné dans un vecteur d’expression yatea(pEF-PGKneo) et transfecté de
maniére stable dans le modeéle cellulaire PLB-988G®H. Ces travaux ont prouvé que la
boucle D, localisée avant le® Jassage transmembranaire porteur d’'un des héstes, e
nécessaire au transfert des électrons du FAD d&nxe via les hemes, en particulier les
résidus chargés LS, Arg'®® et Arg®® (*'TSSTKTIRRS™. Or, parmi les remaniements
effectués sur la boucle D, certains ont permisgifeanter significativement l'activité NADPH
oxydase des cellules PLB-985, et notamment le recephent de cette boucle D par son
homologue provenant de I'oxydase non phagocytaoRdN"TASTYAIRVS?® (les cellules
PLB-985 obtenues sont nomméz4oopNox4-Nox2.
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Dans le cadre de I'étude structure-fonction dertdgine Nox2 au niveau de la boucle
D intracytosolique 'T*'TSSTKTIRRS) dans le modéle PLB-985 X-CGD, notre laboratoire a
obtenu pour la premiere fois des mutants PLB-9&sgmtant une activité NADPH oxydase
supérieure a la normale (Li &t, 2005). Le principal objectif de ce travail estiactérisation
de la super-activité du mutant PLB-985loopNox4-Nox2 contenant la boucle D de la
protéine homologue Nox4 ¥TASTYAIRVS™®), et [lélucidation des mécanismes

moléculaires qui en sont a l'origine.

1) Dans un premier temps, le travail a consisté acténiaer la surproduction dOpar le
mutant D-loopNox4-Nox2 (versus les cellules WT-Nps#mulé par divers agonistes
solubles et particulaires. La cinétique de produrcti’O,” des cellules intactes a été
mesurée par chemiluminence en présence de lumghen présence d’isoluminol afin

d’analyser également la localisation des froduits.

2) Dans un second temps, nous avons déterminé srdetéee super-mutant du complexe
NADPH oxydase des cellules D-loopNox4-Nox2 se nestdit aussin vitro. Pour cela,
la production d'Q” a été mesurée en systéme reconstitué en présenoembranes
purifiees de cellules PLB-985 transgéniques, puisysteme simplifié en présence de

cytochromebssg purifié et de facteurs cytosoliques recombinants.

3) Ensuite, nous avons examiné [limplication des voies transduction du signal
d’activation du complexe NADPH oxydase dans la civiée du mutant D-loopNox4-
Nox2. Une étude de I'activitt NADPH oxydasevivo en fonction de I'influx calcique
intracellulaire et en fonction des événements desphorylation a été effectuée.
L'implication des flux calciques et des évenememds phosphorylation sur I'activité
NADPH oxydase du super-mutant a été déterminéénhebant ou en stimulant I'influx

calcique, et en utilisant des inhibiteurs de kinase
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4) Nous avons finalement déterminé si la surproducti@y” par le mutant D-loopNox4-
Nox2 s’accompagnait d'une amélioration du pouvoicrobicide des cellules PLB-985.
Les expériences de bactéricidie ont été réalisées #entérobacillePseudomonas
aeruginosa, un microorganisme responsable d’infections retrées dans la CGD
(utilisation de la souche non cytotoxique PAO1)nBé& cadre de cette étude, le pouvoir
bactéricide des cellules PLB-985 vis-a-visRleaeruginosa a été analysé en fonction de

leur activité NADPH oxydase.
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|. Préparations Biologiques

I.1. Culture de la lignée cellulaire PLB-985 sauvage &-CGD

Les cellules PLB-985 sauvages (WT) @YBB-KO (PLB-985 X-CGD) sont un
généreux don du Dr Mary C. Dinauer (Department edi&rics and Department of Medical
and Molecular Genetics, Indiana USA) (Zhenakt 1993). Les deux types de cellules sont
cultivés en milieu complet constitué de RPMI 164p@émenté avec 2 mM de L-Glutamine,
100 U/ml de pénicilline G, 100 pg/ml de streptomgcet 10% (v/v) de sérum de veau feetal
(SVF) préalablement décomplémenté par une incuba30 min a 56°C. Les cellules sont
incubées en étuve humide & 37°C et 5% de. COdélai de doublement des cellules PLB-985
est de 24h a 48h. Lors d’'un passage, elles sardatilau 1/10Les cellules peuvent alors étre

cultivées environ deux mois.

Lorsque les cellules PLB-985 X-CGD sont tranfect#esc ’ADNc sauvage de Nox2
(cellules WT-Nox2) ou avec 'ADNc muté de Nox2, upeession de sélection du vecteur
transfecté est maintenue par ajout de 0,5 mg/ndétedticine au milieu de culture (géne de
résistance exprimé par le vecteur pEF-PGKneo) {(lal.e 2005). Dans le cas ou les cellules
sont destinées a I'étude du pouvoir bactéricidesedont mises en culture sans antibiotiques au

moins une semaine avant différentiation.

|.2. Différentiation des cellules PLB-985

Apres déenombrement des cellules en cellule de Meka<lles sont différenciées en
granulocytes « neutrophil-like » par ajout de 0,%%v) de dimethylformamide (DMF) en
milieu de culture complet, & raison de 2 X t@llules/ml (Tucker edl., 1987 ; Zhen edl.,
1993). Les deux tiers du milieu sont renouveléa@ jours de culture et les cellules sont

utilisées au sixieme jour de différentiation (J6).

1.3. Congélation et décongélation

[.3.1. Congélation
Les cellules sont dénombrées en cellule de Malasts#d cellules sont reprises dans
1 ml de milieu composé de DMSO 10% (v/v) et de S3P%o (v/v). Elles sont ensuite
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progressivement congelées en cryotube pendant 180°€ dans une boite de congélation
Nalgerm™ Cryo contenant de I'isopropanol. Les cryotubest $imalement conservés en azote

liquide.

[.3.2. Décongélation
Le cryotube est immédiatement plongé dans un bainema 37°C. Les cellules

décongelées sont rapidement diluées dans un gralneg de milieu de culture complet
contenant 20% (v/v) de SVF. Les cellules sont é¢adavées 3 fois (centrifugation de 10 min a
400g a température ambiante) puis resuspendues Jdanisde milieu de culture complet
contenant 20% (v/v) de SVF. Le milieu de culture08 de SVF est renouvelé le lendemain
jusqu’a un volume final de 6 ml. Ensuite, les delusont cultivées en milieu complet
classique a 10% (v/v) de SVF.

l.4. Purification des neutrophiles humains a partir de ang frais

L’Etablissement Francais du Sang de Grenoble foutni sang frais prélevé sur
héparine. Les neutrophiles sont isolés sur gradientdensité Ficoll-Hypaque selon une
meéthodologie adaptée de celle préalablement dguaiteBOyum en 1968. Le sang total est
dilué au demi dans du tampon PBS (« phosphate+edffealine solution »: KCI 2,7 mM ;
KH,PO, 1,5 mM ; NaHPO, (12H:0) 8,1 mM ; NaCl 137 mM ; pH 7,3) contenant 1% Jwie
citrate de sodium trisodique stérile. Cette dilntest déposée délicatement sur un gradient de
densité Ficoll-Hypaque (d = 1,077) a raison d’'ufuate de Ficoll pour deux volumes de sang
dilué. Une centrifugation de 20 min a 880g a 204Ccélération et freinage lents) permet de
séparer la couche lympho-monocytaire (anneau ladintterface du plasma et de la couche de
Ficoll) des polynucléaires et érythrocytes qui stomicentrés dans le culot. Le surnageant est
éliminé et le culot est remis en suspension dansil5fle tampon de lyse hypotonique a pH 7
composé de NKCl 155 mM, KHCQ 10 mM et EDTA (2HO) 0,1 mM. La lyse des
erythrocytes s’acheve dans la glace en 5 a 15 lresneutrophiles sont ensuite récupérés par
centrifugation a 460g pendant 7 min a 4°C, lavés pnemiere fois par le tampon de lyse, une
seconde fois par du PBS et repris dans le tampdd #Bine concentration finale de®10

cellules/ml.
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1.5. Morphologie cellulaire par coloration May-Grinwald Giemsa

La coloration de May-Griinwald Giemsa est une méthiel coloration permettant de
de distinguer les différentes cellules sanguines péaliser une formule leucocytaire. Cette
technique repose sur I'action complémentaire dex demlorants neutres et sur I'affinité
différentielle des éléments cellulaires pour leli@nts acides ou basiques. Les deux colorants
neutres, le May-Grinwald et le Giemsa, sont formtéscun d’'un colorant basique et d’'un
colorant acide qui sont maintenus inactifs lorsgotubilisés dans le méthanol. Le May-
Grunwald contient de I'éosinate de bleu de méthg/leh le Giemsa contient de I'éosinate
d’azur de méthyléne. Au contact de I'eau, ils ssaltient en éosine (colorant acide) et azur et
bleu de méthyléne (colorants basiques). Ainsi,élésents basophiles sont colorés en bleu,
éosinophiles en orange, neutrophiles en beigeabtas éléments azurophiles apparaissent en

pourpre.

Afin de vérifier la morphologie des cellules PLBE8pres différentiation, un frottis
de cellules est réalisé & partir d’'une goutte deules reprises en PBS & raison de 2.10
cellules/ml. Le frottis est recouvert avec 10 agbbittes de solution de May-Grinwald (RAL)
pendant 3 min puis 15 gouttes d’eau neutre sonii@gs afin d’activer les colorants. Apres 1
min sous agitation douce, la lame est égouttée fedttis est recouvert durant 20 min avec une
solution de Giemsa-R (RAL) diluée au 171én eau neutre (30 gouttes dans 20 ml d’eau
neutre). La lame est alors lavée rapidement a lthstillée, égouttée et séchée a l'air libre.

L’observation des cellules s’effectue au microscep@mnmersion.

|.6. Préparations cellulaires

[.6.1. Traitement des cellules au diisopropylfluorophosphee
Des leur purification, les cellules sont traitée®@3 mM de DFP (inhibiteur de
protéases a sérine) pendant 15 min dans la glgoeésAine centrifugation de 5 min a 400g a

4°C, le culot sec de cellules peut étre conser8dZC.

[.6.2. Séparation des fractions membranaires et cytosoligs
Les cellules traitées au DFP (M&M § 1.6.1) sontussendues, & raison de .10

cellules/ml, en PBS contenant plusieurs inhibitedes protéases: 1mM PMSF, 2 uM
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leupeptine, 2 uM pepstatine et 10 uM TLCK (tampddSknhibiteurs de protéases). Les
cellules sont lysées par sonication avec 4 cycke$ decondes a 30W et 1 min d'intervalle
entre les cycles, les cellules étant maintenues tmglace. Une premiere centrifugation a
1000g pendant 15 min a 4°C permet d’éliminer lefules et les noyaux non lysés. Une
ultracentrifugation d’1lh & 200 000g a 4°C est s&ai sur le surnageant afin de séparer les
membranes et le cytosol. Le culot issu de l'ultrdickigation, contenant les membranes
brutes, est lavé a 3 reprises dans le tampon PaBHEurs de protéases et resuspendu dans ce
méme tampon & raison de 1 ml pour §.H@llules. Cette suspension membranaire est
homogénéisée par une bréve sonication de quelpEmndes a 40W dans la glace. Le
surnageant issu de l'ultracentrifugation, correslaon a la fraction cytosolique, est récupéré
apres filtration (0,22 um). La concentration prgté& des deux fractions membranaires et
cytosoliques est mesurée par la méthode de Brasd § 11.1). Le cytosol est conservé a
-80°C en aliquots contenant 3 mg de protéines ajoies les membranes sont ajustées en
aliquots contenant 300 g de protéines, pour uitisatiobn ultérieure en systeme reconstitué
(M&M 8 V.3.1) (Batot etal., 1995).

1.6.3. Préparation d’'un extrait membranaire soluble

Les cellules traitées au DFP (M&M 8§ 1.5.1) sontusgsendues goutte a goutte, a
raison de 19cellules/ml, en tampon de lyse pH 7,4 (Triton X106, HEPES 10mM, MgGl
3,5 mM, PMSF 1 mM, leupeptine 2 uM). L'échantillest maintenu 20 min dans la glace avec
une agitation au vortex toutes les 5 min. Une degtion de 30 min a 12000g a 4°C est
effectuée. Le surnageant obtenu correspond a dixdoluble Triton X100 1% sur lequel le
dosage des protéines membranaires solubiliséesffestué grace a I'acide bicinchonique
(M&M 8§ 111.2). Cet extrait membranaire soluble péitte étre conservé a -80°C (Stasia et al.,
2002). Sur cet extrait membranaire soluble sonlisésale Western blot des protéines du
complexe oxydase et le spectre différentiel du dytomebsss. Cependant, le facteur g@bx
est difficilement soluble dans I'extrait Triton XQA%. Afin de le récupérer, le culot protéique
insoluble dans le Triton X100 1% obtenu apres fdrdegation a 120009 est repris a raison de
10 cellules/ml en tampon de lyse mais sans TritonOX1fhe sonication de 5 secondes & 40W
dans la glace permet alors d’homogénéiser ce dulmdbmogénat obtenu est complémenté en
Triton X100 1% (par ajout d’'une solution concentr® Triton X100 10%) et peut étre
conservé a -80°C.
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Il. Synthése et purification des protéines recombinaas

La synthése et la purification des protéines redparties ont été précédemment
réalisées au laboratoire. Les ADNc codant les preséRacl, pgiox, p47phox ont été clonés
dans les vecteurs pGEX-3X (g@wx) et pGEX-2T (p4phox, Racl) (Abo etal., 1992 ;
Vergnaud efal., 2000 ; Li etal., 2007). Ces vecteurs permettent I'expression detipes
fusionnées a la gluthatione S-transférase (GST@sapansformation de bactérigscherichia
coli DH5. L’expression des protéines a été induite plisopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) durant 3h (0,2 mM a°€0pour p6phox et p4phox ou a 0,1
mM a 37°C pour Racl). Les protéines de fusion tité&upérées et purifiées sur une matrice
de gluthatione-Sepharose. Les protéinesppdx et Racl ont été clivées directement sur la
matrice sous l'action de la thrombine, et la protép6phox a été éluée par compétition avec
du gluthation réduit (obtention de GST-pbdx). La pureté et le clivage des protéines
recombinantes ont été vérifies sur gel délectropbe® SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie (M&M § 111.3). L'efficacité de clivage &t supérieure a 90 % et la pureté

supérieure a 95 %. Les protéines recombinanteétérstockées a -20°C (Li at, 2007).

lll. Analyses protéiques

[1l.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode est un test colorimétrique baséasiixdtion du bleu de Coomassie en
milieu acide sur les groupements amines librespde®ines. La longueur d’onde d’absorption
du bleu de Coomassie évolue de 465 nm a 595 nmuidrest complexé & un groupement
amine (Bradford, 1976). Cette technique simple pe¢role doser de faibles quantités de
protéines dans des milieux a forte salinité. L'abaoce du complexe a 595 nm est
proportionnelle a la quantité de protéines. Ell¢ éSterminée par rapport a une courbe
d’étalonnage réalisée avec de I'albumine sériquenieo(BSA). Les échantillons et la gamme
de BSA sont ajoutés a 1 ml de réactif de Bradf@uwRad protein Assay) et incubés au
minimum 5 min a température ambiante. La mesurkatisorbance doit étre réalisée dans les

30 min suivantes (période de stabilité de la caoiond.
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[11.2. Dosage des protéines par I'acide bicinchonique BCA

Cette méthode est un test colorimétrique baséastgduction des ions Euen Cud
par les liaisons peptidiques des protéines (Smittal.e 1985). Elle permet d’évaluer la
concentration en protéines de milieux biologiguesmplexes. Le test utilise I'acide
bicinchonique qui chélate spécifiquement les ion, Gsus de la réduction des ions’Cpar
les liaisons peptidiques des protéines, en formantomplexe soluble violet (BCA Protein
Assay kit, Interchim). L'absorbance de ce complaX&62 nm est proportionnelle a la quantité
de protéines. Elle est déterminée par rapport a amebe d’étalonnage réalisée avec de
'albumine sérique bovine (BSA). Les échantillomgaegamme de BSA sont ajoutés a 2 ml de
solution de travail et incubés 30 min & 37°C daes tbes bouchés. L’absorbance a 562 nm

est mesurée apres refroidissement des tubes.

[11.3. Séparation des protéines en gel de polyacrylamidedaturant (SDS-
PAGE)

La technique d’électrophorése SDS-PAGE (sodium clddsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) permet de séparer les praé&mefonction de leur masse moléculaire
(Laemmli et Favre, 1973). A un pH donné, les pr@siacquiérent une charge électrique
négative ou positive selon leur point isoélectriqGette propriété leur permet de migrer au
sein d’'un champ électriqgue. Dans cette techniges protéines sont préalablement incubées
avec l'agent réeducteup-mercaptoéthanol, qui rompt les ponts disulfurdsde SDS, qui
dénature les protéines, de telle sorte a conférercharge uniguement négative aux protéines.
Dés lors, les protéines vont migrer dans la mémection au travers d'un gel de
polyacrylamide et ne seront séparées qu’en fona®heur masse moléculaire. Le choix du
pourcentage de polyacrylamide du gel dépend dailla tle la protéine d’intérét que I'on veut
séparer. En effet, plus le maillage est dense (pbautcentage) plus la migration est lente et

alors les petites protéines seront mieux séparées.
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[11.3.1. Préparation du gel de polyacrylamide
Les quantités indiquées correspondent a la prépardé deux mini-gels (9 cm x 6,5

cm) de 1,5 mm d’épaisseur.

Gel de séparation 11% :

Réactifs Volume (ml)
Eau 11,0
Tris-HCI 1,5 M pH 8,9 6,0
Acrylamide/Bisacrylamide 40% 6,6
SDS 10% 0,24
APS 10% 0,15
TEMED 0,025

Gel de concentration :

Réactifs Volume (ml)
Eau 6,32
Tris-HCI 0,5 M pH 6,6 2,5
Acrylamide/Bisacrylamide 40% 1,0
SDS 10% 0,1
APS 10% 0,07
TEMED 0,01

1.3.2.

Préparation des échantillons et migration €lectropbrétique

Les échantillons sont ajoutés a du tampon de dfpig-HClI 630 mM, bleu de
bromophénol 0,004%, SDS 2% (p/v), sucrose 1% (me)fenant 2,5% démercaptoéthanol.
Les protéines sont dénaturées a 60°C pendant 3@unan95°C pendant 2 min. La migration
des protéines s’effectue en 1h environ a 30 mAgeapour des mini-gels, dans un tampon de

migration & pH 8,8 [Tris 25 mM, Glycine 190 mM, SD3% (p/Vv)].

[11.3.3. Révélation des protéines sur gel de polyacrylamide
Les protéines peuvent étre révelées par coloraiombleu de Coomassie (détection

d’environ 1 pg de protéines). Le gel est incubésdame solution de bleu de Coomassie [bleu
de Coomassie 0,25% (p/v), acide acétique 10% (wiéthanol 50% (v/v)] pendant 10 a 30
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min sous agitation. L'exces de colorant est élinpaé des bains successifs dans une solution
de décoloration [éthanol 26% (v/v) et acide acéig¥o (v/v)]. L'avantage de cette méthode de

révélation est sa réversibilité.

Les protéines peuvent aussi étre révelées paratmorau nitrate d’argent. Cette
technique est nettement plus sensible que celldeaude Coomassie : détection de quelques
dizaines de ng de protéines. Elle est réalisée kvé&it BioRad Silver Stain (Merril edl.,
1981) selon le protocole suivant pour un mini-getllgs mm. Le gel est incubé 60 min dans un
premier bain de fixation (méthanol 40% (v/v) etdecacétique 10% (v/v)) puis 30 min dans un
second bain (éthanol 10% (v/v) et acide acétique(\d%)). Ensuite, le gel est incubé 10 min
dans la solution d’oxydation (dichromate de potassiet acide nitrique) puis lavé a trois
reprises avec de I'eau distillée. Le gel est alocsbé 30 min avec le réactif a I'argent (nitrate
d’argent), lavé a I'eau distillé et les protéinemtsrévelées grace a trois bains successifs de
guelques minutes dans le milieu de développementéaction est stoppée par I'ajout d’acide
aceétique 5% (v/v).

[11.4. Western blot

[11.4.1. Transfert des protéines sur membrane

Afin d'identifier les protéines séparées par élmutoréese SDS-PAGE a laide
d’anticorps spécifiques, elles sont transféeréesnseimbrane de nitrocellulose (0,45 pum) en
systeme semi-sec. Dans ce cas, le gel SDS-PAGREinpas étre coloré au bleu de Coomassie
comme précisé au paragraphe précédent. La cuwvarddert, constituée de deux électrodes de
graphite, est soigneusement humidifiée par du tangm transfert a pH 8,3 [Tris 25 mM,
Glycine 129 mM, SDS 0,01% (p/v), méthanol 20% (k/\ze gel est déposé sur la membrane
de nitrocellulose « en sandwich » entre six fesitle papiers Whatman n°3, I'ensemble étant
préalablement imprégné de tampon de transfert. iAites protéines étant chargées
négativement migrent de la cathode vers I'anodgaglsorbent sur la membrane. Le transfert
est réalisé a raison de 1 mAfde gel & transférer durant 2h30 & 3h pour un gel,H mm
d’épaisseur (Towbin al., 1979). L’efficacité du transfert peut étre vé&dien colorant le gel

au bleu de Coomassie (cf § précédent).
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[11.4.2. Révélation des protéines

Apres transfert, les sites libres de la membranagitlecellulose sont saturés par une
incubation sous agitation douce pendant 1h dartadpon TBS-Tween pH 7,5 [Tris-HCI 50
mM, NaCl 200 mM, Tween 20 0,05 % (v/v)] supplémeste lait écréemé 1 % (p/v). La
membrane est ensuite lavée a trois reprises dararih en TBS-Tween. Elle est alors incubée
en TBS-Tween pendant 2h a température ambiante agitigtion lente en présence de
I'anticorps primaire spécifique de la protéine aétér. Les anticorps primaires employés afin
de détecter le cytochroni®gsg sont les anticorps monoclonaux mAb 48 et mAb 4#igé&b
respectivement contre Nox2 et pk@x (Verhoeven eél., 1989). Pour 'immunodétection des
autres facteurs de l'oxydase, les anticorps usilisént des anticorps polyclonaux : C-19 de
Santa Cruz pour p@hox et des anticorps polyclonaux dirigés contre ldi@a-terminale de
p4Qphox et p4phox ou contre les résidus 123 a 145 de Racl (Vergedawadl, 2000). La
membrane est lavée au moins cing fois 10 min en-TB&en avant d’étre incubée 45 min
avec l'anticorps secondaire dirigé spécifiquemant® les immunoglobulines de I'espéce
utilisée pour I'obtention de l'anticorps primaireka membrane est abondamment rincée en
TBS-Tween pendant 3h a 4h. L’anticorps secondate@uplé a 'enzyme peroxydase HRPO
(horse radish peroxidase), ce qui permet une rée@lgpar chemiluminescence (kit ECL
Western blotting, Amersham Biosciences). La chemihe¢scence obtenue résulte d’une
dissipation d’énergie du luminol, excité suite an soxydation catalysée par le systeme
HRPO/H0O, dans des conditions alkalines. La lumiere émisdepeetour du luminol a un état

basal est intensifiée grace a des composés phéintdptée sur film autoradiographique.

[11.5. Spectre d’absorption différentiel du cytochromebssg

Cette méthode permet d’identifier et de quantifeelcytochromebssg contenu dans
'extrait membranaire soluble (M&M 8§ 1.6.3). L'élént absorbant la lumiére dans les
cytochromes est le groupement héminique. Les sgmdtabsorption du cytochrontgsg sont
réalisés a l'aide d’'un spectrophotometre monofaisq@eckman DU640) sur lequel peuvent
étre adaptées des microcuves de 50 ul (trajetwptig 1 cm). Le spectre d’absorption de la
fraction oxydée (cytochrombssg natif) est mesuré de 400 a 650 nm et mémorisée Cet
fraction est réduite par addition de quelques graie dithionite de sodium et une nouvelle
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lecture est effectuée de 400 & 650 nm. Le spedtférantiel rédox, correspondant a la
différence d’absorption entre la fraction réduitéaefraction oxydée native, est calculé.

Le spectre différentiel d’absorption est spécifigluien cytochrome donné. Le spectre
différentiel du cytochromédyssg présente deux principaux pics d’absorption auxgl@urs
d’'onde 426 nm et 558 nm (coefficients d’extinctionlaire :esss = 21,6 mM'.cmi* ; €426 = 106
mM™.cni?), et un pic trés faible & 530 nm. La loi de Bearbert établit un lien entre
'absorbance d’'un composé a une longueur d’ondmigdéét sa concentration dans la cuve :
=g X | X ¢, avec « A » correspondant a I'absorbance a lademgd’ ondé\, « | » correspondant
au trajet optique en cm, «c » a la concentrationcdmposé en mM, &» au coefficient
d’extinction molaire & la longueur d’'ondeen mM™.cm*. Cette relation permet de déterminer
la concentration en heme dans I'échantillon et danconcentration en cytochroniegsg qui
contient deux molécules d’hémes. La quantité deatybmebssg peut ensuite étre rapportée a
la quantité totale de protéines membranaires (psfralg). Il existe des pics d’absorption
contaminants qui doivent étre éliminés préalabldn@efa mesure, notamment celui de la
myéloperoxydase & 474 nm (coefficient d’extinctinalaire :e474= 89 mM*.cm™), mais aussi

a 641 nm et celui de 'hémoglobine a 430 nm.

IVV. Purification du cytochrome bssg de membranes de PLB-985

IV.1. Purification du cytochrome bssg par immunoaffinité

L’extraction du cytochromdsssg des cellules PLB-985 transfectées différenciéés es
réalisée sur la fraction membranaire (M&M § 1.6sBlon la technique mise au point par
'équipe du Pr Jesaitis (Lord at., 2008). La purification est réalisée par immunioét en
une seule étape grace a I'anticorps monoclonal @88, spécifique de la sous-unité plax
du cytochromebsss (Taylor etal., 2004). L'extraction a été réalisée sur®ieellules PLB-985
transfectées, différenciées.

Aux membranes, préalablement reprises en milieupéamPBS-inhibiteurs de
protéases a raison de 5 X@llules/ml, est ajouté 1M de NaCl afin d’élimidarMPO. Puis,
I'échantillon est centrifugé 35 min & 4°C & 200 @OQe culot est repris & raison de $.10
cellules/ml en Tampon A contenant 10 mM d’HépédHa7p4, 100 mM de KCI, 10 mM de
NaCl et 1 mM d’EDTA. La solution est ensuite contgé&avec 2 mM de PMSF, 1ul/ml du
cocktail inhibiteur de protéases P8340 (Sigma), @M de DTT, 100 pg/ml de
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désoxyribonucléase | et 100 pg/ml de ribonucléaskpBes ajout d’octylglucoside (OG) a 2 %
(p/v) final et une breve sonication, I'échantillest incubé sous agitation 40 min a 4°C. Aprés
une centrifugation a 100 000g durant 30 min a 48Gurnageant est récupére (environ 4,8 ml).

Un premier spectre d’absorption est réalisé avanfipation (M&M 8§ II1.5).

Le surnageant est alors ajouté a 300 pl de biflpharose couplées a I'anticorps CS9
a raison de 2 mg de mAb CS9/ml de billes (collationaavec le Pr Jesaitis). L'échantillon est
agité sous rotation pendant 1h a 4°C puis la réatipé du cytochromdssg est réalisée en
batch. L’échantillon est lavé avec 3 ml de Tampofrodd contenant 1,2 % (p/v) d’'OG, et une
mesure de la DO a 260 et 280 nm est réalisée surfmgeant de lavage récupéré. Un second
lavage est réalisé avec 3 ml de Tampon A conteh@rivo (p/v) d’OG et 800 mM de NaCl au
lieu de 10 mM, suivi d’un dernier lavage avec 3dalTampon A contenant 1,2 % (p/v) d'OG.
Des lavages supplémentaires sont réalisés jusdsfmrition totale d'un signal a Dgy et
DO,gq, indiquant I'élimination compléte de tous les éts non fixés aux billes. Afin d’éluer
le cytochromedbssg, la matrice d’affinité est incubée 15 min a tenadire ambiante avec 700 pl
de Tampon A contenant 1,2% (p/v) d'OG et 200 puM peptide compétitif Ac-
AEARKKPSEEEAA-NH,. L’éluat récupéeré est immeédiatement analysé pactspscopie
d'absorption afin d’évaluer la quantité de cytoechedsss purifié. Le degré de purification est
également évalué en réalisant un gel d’électrogeo8DS-PAGE coloré au nitrate d’argent et
un Western blot de ppRox et Nox2 (M&M 8§ 111.3 et 111.4).

L’échantillon est finalement dessalé sur colonnZekd" desalt spin columns »
(Thermo Scientific) et concentré sur microsep-50KPall) (élimination des micelles d'OG

libres d’environ 28 kDa).

IV.2. Reconstitution fonctionnelle du cytochromeossg purifié

La reconstitution fonctionnelle du cytochrorbgsg consiste a le replacer dans un
environnement lipidique adéquat. Les lipides emgdogont la phosphatidylcholine (PC) de
type XVI-E (Sigma) préparée a une concentratio®@# dissoute dans du chloroforme & 10
mg/ml, et l'acide phosphatidique (18:1 phosphatidiid ou DOPA) a 10 mg/ml en

chloroforme.

Afin de préparer les lipides, 160 ul de PC 99% (eu4 de DOPA sont séchés sous
argon. Les phospholipides secs sont resuspendas@nrde 2 mg/ml dans du Tampon B
(50 mM K;HPO, pH 7,3, 150 mM NaCl, 2 mM Mggl2 mM EDTA, 15% glycerol) contenant
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1,2% (p/v) d’'OG, et homogénéisés avec une légencation. Pour la reconstitution, 200
png/ml de phospholipides solubilisés sont directaragyutés au cytochromwgsgpurifié. Apres
une incubation de 20 min dans la glace, une diatgsdre le Tampon B est effectuée a l'aide
du systéme « Slide-A-Lyzer® mini dialysis units Rigrce) sur la nuit. L'intégrité du
cytochromebssg est alors revérifiée par mesure du spectre d'atisor Le cytochromedssg
purifié est aliquoté et stocké a -80°C jusqu’aisdtion.

V. Mesures de l'activité NADPH oxydase

V.1. Cytométrie en flux : expression de Nox2 et activit&lADPH oxydase

La technique de cytométrie en flux (Fluorescencéivated Cell Sorter) permet le
dénombrement et I'analyse multiparamétrée de péetoen suspension dans un milieu liquide,
en général des cellules. L'analyse se fait indigldument pour chaque cellule et les résultats
obtenus fournissent la répartition cellulaire enction du ou des paramétres étudiés. Les
parametres mesurés peuvent étre la fluorescenckiiggpar des anticorps conjugués a un
fluorophore ou celle directement produite par demmosés fluorescents. La fluorescence
émise est mesurée dans un cytomeétre grace a dagetdds photomultiplicateurs spécifiques
d’'une gamme de longueur d’onde : canaux FL1 a FHACScalibur, Becton Dickinson, Le
Pont de Claix, France). Les données sont colletged 0 000 événements avec le logiciel
CellQuest (BD PharMingen) et traitées avec le liejd/inMDI 2.8.

V.1.1. Evaluation de I'expression de Nox2 : simple marquasy

Les cellules cultivées PLB-985 ou les neutrophitesifiés sont ajustés a 5X10
cellules/ml dans du tampon PBS supplémenté ave#o(j2'v) de BSA et 1 mM de Calle
marquage est réalisé pour une prise d'essai dail,0bit 5x18 cellules. Les 5x10cellules
sont incubées 30 min dans la glace avec 0,5 pgichaps primaire 7D5 spécifique d’un
épitope externe de Nox2 (IgG1l monoclonale de solbS, MBL Japan) (Yamauchi &f.,
2001). Afin d’évaluer les interactions non spécifig de I'anticorps, la méme incubation est
réalisée avec 0,5 ug d’'lgGl de souris aspécifigapses une centrifugation rapide de 10
secondes a 10 000 g, les cellules sont lavéessprdes dans le tampon PBS / BSA 0,2 % /
CaChk 1 mM. L'anticorps primaire 7D5 est révélé gracenaamticorps secondaire anti-lgG de
souris couplé au fluorophore phycoérythrine émeéttanle canal FL2 (Immunotech Beckman
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Coulter). Pour cela, le culot de cellules est resndu dans 150 pl d’une dilution au 1/2dé
I'anticorps secondaire en PBS / BSA 0,2 % / GdACinM et incubé 30 min dans la glace a
I'obscurité. Les cellules sont lavées deux foi&85 / BSA 0,2% / Cagll mM et remises en
suspension dans 500 ul de PBS / BSA 0,2 % / £Ja@IM (Stasia edl., 2003).

V.1.2. Evaluation simultanée de I'expression de Nox2 et d&activite NADPH
oxydase : double marquage

Les cellules cultivées PLB-985 ou les neutrophitesifiés sont ajustés a 520
cellules/ml dans du tampon PBS supplémenté ave2o(j2'v) de BSA et 1 mM de Calle
marquage est réalisé pour une prise d'essai deilLG®it 5x18 cellules. Le double marquage
consiste en une premiere étape de marquage de pax2intermédiaire de I'anticorps
monoclonal 7D5 selon le protocole présenté au paphg précédent en utilisant un anticorps
secondaire anti-IlgG de souris couplé a un fluorophi®tecté sur le canal FL4 (Alexa Fluor
633 F(ab’}, Invitrogen). Dans un second temps, la producti@y” stimulée par le PMA est
mesurée grace au composé dihydrorhodamine 123 (RB)R1e composé non fluorescent
DHR123 peut étre oxydé en rhodamine 123, qui estoamposé hautement fluorescent détecté
sur le canal de lecture FL1 (Smith et Weideman®3L9Apres le marquage de Nox2, les
cellules sont reprises dans 490 pl de PBS suppkénavec 0,9 mM de Cag£l0,5 mM de
MgCl,, 20 mM de glucose et 0,02 % (p/v) d’azide. La DEBREst ajoutée aux cellules a une
concentration finale de 0,5 uM et les échantillsost incubés 10 min a 37°C, toujours a I'abri
de la lumiére. La spécificité de production de d&sioxygénés par la NADPH oxydase peut
étre vérifiee en ajoutant 5uM de diphényl iodoni{p®1) lors de cette incubation. Les cellules
sont finalement activées avec 80 ng/ml de PMA 1% @i 37°C. Les échantillons sont

conservés dans la glace jusqu’a lecture de laghaamnce.

V.2. Activité NADPH oxydase par chemiluminescence

V.2.1. Principe et protocole
La technique de chemiluminescence est particulientnsensible et permet de
mesurer 'activité NADPH oxydase des cellules ert&Dahlgren et Karlsson, 1999). Cette
technique repose sur le principe de dissipatiof’é@eergie par émission de lumiere par un

composé lorsque qu'il retourne d'un état excitésvaeon état initial La réaction de
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chemiluminescence appliquée repose sur une réatiorydation du luminol (5-Amino-2,3-
dihydro-1,4-phthalazinedione) dépendante de laxyeiase HRPO (horseradish peroxidase) et
de la peroxydase intrinseque MPO. Le retour du mamexcité vers son état fondamental
s’accompagne d'une émission de lumiere quantifiée pn luminometre (Luminoscan
Labsystem, Helsinki, Finlande). L’émission de luriéest directement proportionnelle a
I'activité NADPH oxydase des cellules.

La mesure s’effectue en plaque 96 puits & raisoBxd€’ cellules par puits, reprises
dans 50 pl de PBS. Le milieu réactionnel est complesPBS contenant 0,9 mM de Ca0l5
mM de MgC}, 20 mM de glucose, 20 uM de luminol et 10 U/mIHRPO (Li etal., 2005).
Les cellules sont incubées dans le luminométre mimate a 37°C avec 200 pl de milieu
réactionnel puis l'activité oxydase est stimuléelfzgout de divers agonistes : PMA 80 ng/ml,
fMLF 4x10' M, ionomycine 2 pM, zymosan opsonisé au sérum humdl,64 mg/ml (M&M
§ V.2.2), 3,5.18billes de latex de 0,8 um de diamétre opsoniséesnamunoglobulines IgG
(M&M 8§ V.2.2) ou P. aeruginosa PAO1 opsonisée au sérum humain a une MOI de 10ou 1
(M&M § V.2.2). L’émission relative de lumiére estregistrée a 37°C pendant 60 min avec
une mesure toutes les 30 secondes pour le PMAs gialgicules opsonisées, pendant 15 min
avec une mesure toutes les 5 secondes pour le fMLURonomycine. Les mesures sont

exprimées en unités relatives de luminescence (RLU)

Afin de déterminer la production de®; externe, le luminol peut étre remplacé par 20
UM d’isoluminol (Lundgvist et Dahlgren, 1996). Lakiminol a la méme réactivité que le

luminol mais il ne peut pas traverser les membréRiggire 23).
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Figure 23 Structure moléculaire et perméabilité membrandirduminol et de I'isoluminol
(D’aprés Dahlgren et Karlsson, 1999).
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Pour certaines expériences, les cellule$ (Ellules/ml) sont préalablement incubées
en PBS avec les inhibiteurs Ro 31-8220 (1,25 aMpqu wortmannin (6,25 & 100 nM) durant
15 min, LY 294002 (6,25 a 100 uM), SB 203580 (50au2M) ou génistéine (25 a 200 uM)
durant 30 min & 37°C. Une incubation des cellules &inhibiteur PD 98059 (10 a 40 uM) est
réalisée sur la nuit en plaque 6 puits, en consénes cellules en milieu de différentiation.
Pour d’autres expériences, les cellules sont prateent traitées avec les cytokines GM-CSF
(12 ng/ml) ou TNk (10 ng/ml) a 37°C pendant 15 min, directement damsilieu réactionnel
de chemiluminescence avant activation au fMLF od (pautre part, I'effet du métabolisme
calcique sur l'activité oxydase est étudié en irarubes cellules en PBS avec 10 uM de BTP2
(inhibiteur des canaux calciqgues SOCs de la membpiasmique) pendant 5 min a 37°C, ou
en ajoutant le chélateur de C&£GTA (0,5 & 2,5 mM) dans les puits avant stimatatau
fMLF (Steinckwich etal., 2007). L'influx calcique SOCE-dépendant est stampar I'ajout de

thapsigargine (0,03 & 1 pM) dans les puits, suivion d’une activation au fMLF 4.70/.

V.2.2. Préparation des agonistes opsonisés
- Zymosan opsonisé au sérum humain a 16 mg/mi :

16 mg de zymosan sont repris dans 1,6 ml d’eauiglogsque et incubés 15 min au
bain-marie. Apres une centrifugation rapide deddbades a 10 000 g, le culot de zymosan est
repris dans 4 ml de sérum AB et incubé 30 min &35us agitation. Le zymosan opsonisé est
récupéré apres une centrifugation de 5 min a 6d@egnpérature ambiante, lavé a 3 reprises en
PBS et repris dans un volume final de 1 ml de PBSméme protocole est appliqgué en
parallele en remplacant le sérum AB par du PBS poomparer I'effet du zymosan opsonisé et

non opsonisé. Le zymosan opsonisé (OpZ) et nomigisest aliquoté et conservé a -20°C.

- Billes de latex (0.8 um &) opsonisées aux immunobldines G :

100 ul de billes de latex (0,8 pm @, Sigma), sah73Ld° billes, sont incubés 1h a
37°C avec 10 mg/ml de BSA en milieu HEPES HBSm (ifirei HEPES-buffered saline
solution : hépées 15 mM a pH 7,4, glucose 8 mM, K@M, NaCl 140 mM, MgGlet CaCj1
mM). Les billes sont récupérées apres une cendtifoig de 2 min a 12 000 g, lavées une fois
en HBSm puis incubées 30 min a 37°C avec 12,5 pgnalinoglobulines IgG anti-BSA (MP
Biomedicals, Ohio, USA) dans un volume final de 22@e HBSm. Les billes opsonisées sont

lavées 3 fois en HBSm et reprises dans un volunad fle 500 pl de HBSm (10 pl de cette
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préparation sont utilisés afin de stimuler 'addvNADPH oxydase). Le méme protocole est
appligué en paralléle sans ajout des IgG afin depawer I'effet des billes opsonisées et non

opsonisées. Les billes opsonisées et non opsorisaesonservees a 4°C.

- P. aeruginosa PAO1 opsonisée au sérum humaifpour une MOI de 1 ou
10 avec 1,25.10cellules par puits) :

Les bactéries sont cultivées sur la nuit a 37°Giieu LB et dénombrées par mesure
de la DQoo (voir M&M 8§ VI). Elles sont incubées 5 min a 37&ec 10 % (v/v) de sérum AB
en milieu HBSm & raison de 1,25°16u 1,25.18 bactéries/ml. Ces préparations de bactéries
opsonisées sont utilisées immédiatement. Afin georkuire les conditions appliquées au cours
de la bactéricidie (M&M § VI), 10 ul de ces prépamas sont ajoutés a 1,25%1€ellules par
puits pour obtenir une MOI de 1 ou 10.

V.3. Activité NADPH oxydase en systeme reconstitué paréduction du
cytochrome ¢

V.3.1. Sur la fraction membranaire purifiée

L’activité oxydase en milieu acellulaire est megustir les membranes plasmiques
purifices (M&M § 1.6.2) (Bromberg et Pick, 1984 olken-Tanugi etl., 1991). L'activité
oxydase est reconstituée dans un milieu réactioooiposé de PBS contenant 40 uM de
GTPS, 5 mM de MgG, 0,3 mg/ml ou 1 mg/ml de fraction membranaire en@ml de
fraction cytosolique de neutrophile. L'activité emtissi évaluée en présence de quantités
décroissantes de cytosol (0 a 3 mg/ml). L'actiox§dase est stimulée dans une prise d’essai
de 100 pl par I'addition d’une quantité optimaleaate arachidonique. La quantité d’acide
arachidonique optimale pour obtenir une activatimximale de I'oxydase est propre a chaque
lot de membranes purifiées et doit préalablemeawt ddterminée sur une gamme de 20 a 100
nmol d’acide arachidonique (réduction du nitroblel tetrazolium NBT 1mM). Le milieu
réactionnel est incubé 10 min a température ambiapites I'ajout d’acide arachidonique puis
transféré dans une cuve spectrophotométrique camtei®O UM de cytochrome ¢ en tampon
PBS dans un volume final de 1ml. La réaction etém en ajoutant 150 uM de NADPH.
L’activité oxydase est déterminée par mesure anigtique de réduction du cytochrome c par
les G, en suivant 'augmentation d’absorbance a 550 coefficient d’extinction molaire :
ess50 = 21,1 mMt.cmt). Aprés environ une minute d’enregistrement, kc#ixité de la réaction
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est confirmée par I'ajout de 50 pug de superoxydediase (SOD), qui réduit lesTn HO,.
L’activité oxydase reconstituée est exprimée en Inf@¢” / min / mg de protéines

membranaires.

L’activité diaphorase correspond a la premiére étae transfert des électrons
jusqu'au centre redox du FAD. Cette activité petre &listinguée de l'activité NADPH
oxydase globale en employant un accepteur finalecton direct du FAD: [I'INT
(iodonitrotetrazolium) (Cross ell., 1994). Sa mesure s’effectue dans les mémes camslit
gue celle de l'activitt NADPH oxydase par réductidem cytochrome ¢ en remplacant le
cytochrome c par 50 uM d’INT.

V.3.2. Sur le cytochromebssg purifié
L’activité oxydase est également mesurée avec tlechyomebssg purifié et relipidé
(M&M 8§ 1V.2). La technique appliquée est identiqaiecelle utilisée au paragraphe précédent
excepté gu’elle est réalisée en microplaque dangolume final de 200 pl, et qu'un ajout de
10 uM de FAD dans le milieu réactionnel et le pdiégsmesure est nécessaire. Le cytosol de
neutrophile est remplacé par les facteurs cytogetigrecombinants (M&M § II). Pour des
conditions optimales, les mesures sont réalisées avnM de cytochromigsgen présence de 1
MM de chacun des facteurs ph@x, p67phox et Rac1GTP. L’activité est stimulée par I'ajout
d’acide phosphatidique PA ou d’acide arachidonigde Une gamme d’activation par le PA
ou I'AA est réalisée afin de déterminer la quantiggimale de chacun d’eux pour obtenir une

activation maximale de I'oxydase.

L’activité oxydase reconstituée avec le cytochrdmg purifié permet d’accéder a la
valeur du turnover de I'enzyme. Le turnover coraggpa la quantité d’'© qu’'une mole de
cytochromebssg est capable de former dans un temps donné. Blleirs exprimée en mol

O,/ s/ mol de cytochromiasss.

VI. Bactéricidie dePseudomonas aeruginosa PAO1

La souche PAO1 (Holloway) est cultivée sur boitePedri sur le milieu spécifique
«Pseudomonas Isolation Agar » (PIA Difco, Bectorckidison). Une colonie est mise en
culture sur la nuit & 37°C en milieu LB (Luria-Bamt). Le lendemain matin, les bactéries sont

-75 -



Matériel et Méthodes

remises en culture a 37°C en milieu LB afin d’oliteime culture bactérienne en phase
exponentielle de croissance. La croissance des RA&DO4uivie par mesure des variations de la
densité optique a 600 nm. La culture bactérienhajestée a une Dfgyde 0,1 et la phase
exponentielle de croissance des PAOL1 est attemte &,5 et 2 de D§o. Les PAOL sont alors
récupérées par centrifugation a 8500g durant 5aditC et lavées a 2 reprises dans du tampon
HBSm (15 mM d’hépes pH 7,4 ; 8 mM de glucose ; 4 advVKCl ; 140 mM de NaCl ; 1 mM
de MgC} et CaC}) (Dacheux etal., 1999). Les bactéries sont reprises en milieu HESm
raison de 5.100u 5.18 unités formant colonie de PAO1 (UFC) / ml, et enées dans la
glace jusqu’a utilisation. Le nombre d’'UFC est é&éapar mesure de la 3§ de I'échantillon
bactérien sachant que 1 unité degg@orrespond a 5.fQUFC de PAOL. La bactéricidie est
alors réalisée dans un volume final de 500 pl demHBSmM supplémenté avec 10 % (v/v) de
sérum humain. 2,5.20cellules sont ajoutées avec 2,8.4u 2,5.10 UFC de PAOL1, afin
d’obtenir une MOI de 1 ou 10. L’ensemble est incab&7°C et agité a 250 rpm. Durant 60
min, des échantillons de 50 ul du milieu de co-bation sont collectés toutes les 15 min,
dilués en série en milieu LB et étalés en duplmat milieu PIA solide. Les UFC sont
dénombreées aprés une incubation d'une nuit a 3lZ&éCGhourcentage de bactéries viables est
calculé par rapport au nombre d’UFC au temps Ocdbation. Pour certaines expériences, les
cellules sont préalablement incubées 10 min a 3 5uM de DPI, et le milieu de co-
incubation dans lequel s’effectue la bactéricidiesipplémenté par du DPI afin de maintenir

une concentration finale en DPI de 5 uM.

VIl.Statistiques

Les résultats exprimés sous forme de moyenne sulitjués avec la déviation
standard (DS) ou lerreur standard moyenne (ESMes Ldifférences statistiguement
significatives ont été identifiées en utilisantést de Mann-Whitney, p < 0,05 étant considéré

comme significatif.
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|. Caractérisation ex vivo de la super-activitc NADPH oxydase du
mutant D-loopNox4-Nox2

La « super-activité » NADPH oxydase du mutant Dpldox4-Nox2 a été réveélée lors
d'une précédente étude portant sur la fonction debbucle D **TSSTKTIRRS™
intracytosolique de Nox2 (Li etl., 2005). Dans le cadre de cette étude, 'ADNc cotlx2 a
subi diverses modifications par mutagenese dirigées a été cloné dans un vecteur
d’expression eucaryote (pEF-PGKneo) transfecté deigéne stable dans le modele cellulaire
PLB-985 X-CGD par électroporation. Les clones tésits a la généticine ont été sélectionnés
par dilution limite (antibiotique contre lequel Wecteur confére une résistance). Une lignée
transfectée avec 'ADNc sauvage de Nox2 a été naitest désignée sous la dénomination
« WT-Nox2 ». Les cellules PLB-985 transfectées WAxR présentent une activité oxydase
identique aux cellules PLB-985 sauvages (WT) louse stimulation par le PMA ou le fMLF
(Li etal., 2005).

Parmi les remaniements effectués sur la boucle iBuf€ 24), certains ont permis
d'augmenter significativement l'activitt NADPH omge des cellules PLB-985. Outre le
mutant D-loopNox4-Nox2, la mutation ponctuelle @adinine 199 en glutamine ainsi que le
remplacement de la boucle D par celle des homokdimx1l et Nox3 ont provoqué une
augmentation de la production @¢'Qpar les cellules PLB-985 différenciées, stimulpas le
fMLF ou le PMA (Table 2).

191 195 199 200
WT T 5 S TKTIRRS
R199Q C e e e e ...
D-loop Nox1
D-loop Nox3 . BB
D-loop Nox4 . A '

Figure 24: Mutagenése de la boucle cytosolique EP*TSSTKTIRRS?® de Nox2 La séquence
sauvage d’acides aminés est inscrite sur la prerfigie et les résidus modifiés chez les super-ntsita
sont surlignés en gris. Les points indiquent geeatddes aminés sont identiques a la séquenceggauva
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Table 2
Taux de cytochromebssg (pmol/mg de protéines) et activité NADPH oxydaseeas cellules PLB-985
sauvages et X-CGD transfectéeta quantité de cytochronigsg a été évaluée par mesure du spectre
d’'absorption différentiel sur extraits membranasetibles (Triton X-100 1%). La production deQ4
des cellules différenciées a été mesurée par cherniescence en présence de luminol durant 90 min
apres activation par le PMA (80 ng/ml). La prodoittotale de kD, est exprimée en somme de RLU
mesurées sur 90 min (D’apres Liagt 2005).

Cytochrome b 55g Chemiluminescence

(pmol/mg)

Production H,0, .

(somme de RLU) % du contrble
WT 26,27 £ 2,96 397,75 £ 5,07 100
WT-Nox2 24,36 £2,31 453,02 £4,19 114
X-CGD 0 0,68 £0,03 0
R199Q 22,75 £ 2,45 562,75+ 17,85 141
D-loopNox1 23,67 £2,10 521,75 £ 3,94 131
D-loopNox3 15,98 £+ 0,79 497,73 £5,13 125
D-loopNox4 20,28 £0,72 646,93 £11,11 163

Des quatre super-mutants, D-loopNox4-Nox2 présetagpius forte activité NADPH
oxydase en réponse au PMA, nous avons fait le aéeifocaliser notre étude sur ce super-
mutant. Cependant, nous avons également contr@eénhgortement du mutant R199Q-Nox2

dans des études fonctionnelles au niveau cellulaire

La caractérisation des mutants de Nox2 s'effecawecpmparaison avec les cellules
PLB-985 X-CGD (PLB-985 X-CGD transfectées avec le vecteur viée)avec les cellules
PLB-985WT-Nox2 (PLB-985 X-CGD transfectées avec le vecteur canteHADNc sauvage
de Nox2).

l.1. Contréle du phénotype des cellules différenciées BL985 X-CGD
transfectées

[.1.1. Mise au point des conditions de différentiation desellules PLB-985
Les cellules PLB-985 sont différenciées en grandésc ou « neutrophils-like » en
présence de 0,5% de diméthylformamide (DMF) enemiRPMI 1640 supplémenté avec 10%
de sérum de veau fcetal. Cette différentiation permmamment d’induire I'expression
endogene des facteurs cytosoliques phdX, p67hox et p4(phox. Afin d'optimiser les
conditions de différentiation pour obtenir une wtdi oxydase maximale, une étude

comparative de l'activité oxydase des PLB-985édestau DMF selon deux méthodes a été
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réalisée. D'apres les travaux du Dr Pedruzzi (Redetal., 2002), la différentiation des PLB-
985 peut étre améliorée par I'ajout au milieu RRBHUO de 0,5 % de Nutridoma-SP (Roche) et
seulement 0,5 % de sérum de veau foetal. L'actixigédasede 5.10 cellules,aprés 6 et 7 jours
de différentiation par la méthode classique en rséde veau fcetal (SVF) ou avec le
Nutridoma-SP (N-SP), a été mesuskevivo par chemiluminescence en présence de luminol
aprés stimulation par le PMA (80 ng/ml) et le fM{&10"M) (Figure 25A et B).

A 250 1 mJour 6
OJour 7

Activité oxydase
{(somme de RLU)

u = T T
WT -Nox2 SVF WT-Nox2 N-SP DdoopNox4-Nox2 D-loopNox4-Nox2
SVF N-SP

H Jour 6
OJdour 7

e AN

WT-Nox2 SVF WT-Nox2 N-SP  D-loopNox4-Nox2  D-loopNox4-Nox2
SVF N-SP

Activite oxydase
{somme de RLU)
2 o ® o
(=] (=1 (=] (=1

o]
(=]

(=]

Figure 25: Activité NADPH oxydase des cellules différenciéesLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-
Nox2 en fonction du milieu de différentiation.Les cellules ont été différenciées 6 et 7 jour®MF
0,5% en milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% denséle veau feetal (SVF), ou en milieu RPMI
1640 contenant 0,5% de sérum de veau fcetal et 8¢b%utridoma-SP (N-SP). La production totale
d'O,” a été mesurée par chemiluminescence en préseroei®| apres stimulation paX) le PMA
(80 ng/ml), ou paB) le fMLF (4.10'M). Elle est exprimée en somme de RLU, sur 60 rour e PMA

a raison d’une mesure toutes les 30 s, et sur h5oir le fMLF a raison d’'une mesure toutes les 5 s
Ces résultats proviennent d’'une expérience repigdande trois expériences indépendantes.

L'activité oxydase totale obtenue est exprimés@nme de RLU mesurées pendant
60 et 15 min. L'activation par le PMA des celluM&-Nox2 induit une activité oxydase
identigue avec les deux modes de différentiationssia bien au % qu’au 7 jour de
différentiation (Figure 25A). Le méme résultat ebtenu avec le mutant D-loopNox4-Nox2.

Par contre, I'activation par le fMLF induit uneiaité oxydase plus faible lorsque les cellules
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sont différenciées en présence de Nutridoma-SRr&ius pour le mutant D-loopNox4-Nox2
(Figure 25B).

Par conséquent, I'emploi d'un milieu de différdidrasupplémenté en Nutridoma-SP
n‘améliore pas l'activité oxydase PMA-dépendantaatecellules transfectées WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2, et diminue méme leur activité fMLEgEndante. Nous avons donc poursuivi
nos expérimentations en choisissant la différeénticau DMF 0,5% des cellules PLB-985 dans

les conditions classiques avec 10% de sérum defoetll

[.1.2. Controle de I'expression de Nox2 et des autres fairs du complexe
NADPH oxydase

L'utilisation de PLB-985 transfectées afin d'anafy$activité  NADPH oxydase
nécessite des contréles systématiques de I'expnedss différentes sous-unités du complexe
NADPH oxydase. Les PLB-985 X-CGD différenciées @xgnt naturellement tous les
facteurs cytosoliques ppbox, p67hox, p47phox, ainsi que p2ahox. Toutes les cellules PLB-
985 différenciées utilisées dans nos travaux ex@mtnma des taux identiques les trois sous-
unités cytosoliques du complexe oxydase. La figlt@ présente une expérience
d'immunodétection semi-quantitative par Westernt lWes facteurs cytosoliques a partir
d'extraits solubles des cellules PLB-985 X-CGD, Wadx2 et D-loopNox4-Nox2.

, &
v & J

p67phox NN S

pd0phox [
P47phox [ S S

Figure 27: Expression des facteurs cytosoliques dans les cédlsi PLB-985 X-CGD transfectées
L’'immunodétection des sous-unités cytosoliquesphd® p67hox, p47thox a été réalisée sur 40 pg
d’extraits membranaires solubles (Triton X-100 186pvenant des cellules PLB-985 X-CGD, WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2.

Concernant les controles d'expression de Nox2ddliwent étre tres rigoureux et
systématiqgues a chaque remise en culture des exllBLB-985 X-CGD transfectées.
L'expression de Nox2 dépendant de la transfection decteur d'expression, il faut s‘assurer
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gue la reconstitution de I'expression de Nox2 eg&itement identique dans tous les types de
cellules transfectées afin que les variations denptype observées ne proviennent que de la
mutation de Nox2 et non pas d'un taux d’expressldférentiel de Nox2. En culture, une
pression de sélection du vecteur est appliquéajpat de généticine, un antibiotique contre
lequel le vecteur conféere une résistance. En pratiexpression de Nox2 est contrélée par
cytométrie en flux (FACS) d'une part et par Westdat d'autre part (Figure 28).

128

107 10° e Tip® 0! 10% 10? 1
FLZH FL2:H

A E X-CGD WT-Nox2 B wr-Nox2 D-loopNox4-
ﬂ X-CGD Nox2
\\ kDa
o / h 130 —
) k L}( \\ 95 __ 4— Nox2
) . o - 72 — 1

12

D-loopNox4-Nox2

L if S [ | «— p22phox

Figure 28: Expression de la protéine Nox2 sauvage et mutée dates cellules PLB-985 X-CGD
transfectées A) L'expression de Nox2 a été révélée grace a tamgs monoclonal 7D5, spécifique
d’'un épitope externe de Nox2, combiné a un antcegrondaire couplé au fluorophore phycoérythrine
(émission de fluorescence sur le canal FL2 d'uonogtre). L'lgG1l de souris est utilisée comme
anticorps monoclonal irrelevam®) L'immunodétection des sous-unités membranaire2Md p2phox

a été realisée sur 30 pg d'extraits membranairdeblss (Triton X-100 1%) provenant des cellules X-
CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2. Ces résultats peownent d’'une manipulation représentative,
reproduite a chaque nouvelle décongélation d'ucddulaire.

Events

Par FACS, l'expression de Nox2 est révélée gratanéicorps monoclonal 7D5,
spécifigue d'un épitope externe de Nox2, combinénaanticorps secondaire couplé au
fluorophore phycoérythrine (émettant dans le c&t@ d'un cytometre). Des IgG1l de souris
aspécifiqgues sont utilisées comme contrdle néguaiifr estimer la spécificité d'interaction
(contréle isotypique). La protéine Nox2 n'est patedtée dans les cellules PLB-985 X-CGD
(Figure 28A). Par contre, son expression est siraildans toutes les cellules PLB-985
transfectées. Ce résultat est contrdlé par Wesletren utilisant des anticorps dirigés contre
les protéines Nox2 et ppBox (respectivement mAb 48 et mAb 449) d’extraits stdahde
cellules X-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (Figue&B). La protéine Nox2 glycosylée
migre sur une large bande comprise entre envircgt 930 kDa.
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Enfin, une mesure du spectre d'absorption diffégkniu cytochromebssg dans les
extraits membranaires solubles permet de révélecofporation correcte des hémes et de
confirmer que le taux de cytochrorbgg est équivalent dans toutes nos cellules PLB-985 X-
CGD transfectées (Figure 29).

428 nm
l 588 nm

\ l

PLB 985 WT W W B

X-CGD Sy g

WT-MNox2

\/
e e
D-loopMNoxd-Nox2
AD00013
I I |

| | |
400 450 500 550 600 650

A (nm)

Figure 29 Spectres d'absorption différentiels du cytochromedssgsur extraits membranaires solubles
(Triton X-100 1%) de cellules PLB-985 sauvages (WXR-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (80
pg). Ces profils sont représentatifs de trois @rpées indépendantes.

Le taux de cytochrombssg est de 12,7 £ 1,3 pmol/mg de protéines dans lhsdes
WT-Nox2 et de 11,1 £ 0,7 pmol/mg de protéines dasscellules D-loopNox4-Nox2, contre
139,2 + 19,9 pmol/mg de protéines dans le neutlephimain (n = 3). Des expériences
précédemment effectuées dans notre laboratoireéeété un taux de cytochronbgsg de 13,1

+ 1,5 pmol/mg de protéines dans les cellules PLB\8F'.

[.1.3. Mise au point d'une technigue de mesure simultanéde I'expression de
Nox2 et de l'activité oxydase des cellules PLB-936CGD transfectées

Afin de faciliter la caractérisation des mutantabérés dans notre laboratoire, nous
avons développé une technique de double marquageeftent d'accéder simultanément a

I'expression de Nox2 et a l'activité oxyd@zeivo en réponse au PMA (Figure 30). Le double

-82-



Résultats

marquage consiste en une premiére étape de mardgleaddox2 par l'intermédiaire de
'anticorps monoclonal 7D5, combiné a un anticogezondaire couplé a un fluorophore
détecté sur le canal de lecture FL4 d'un cytom@tiexa Fluor 633 F(ab2) Invitrogen). Dans
une seconde étape, les cellules sont chargées &1Zi#Havant d’étre stimulées par 80 ng/ml
de PMA. La production d'@ est alors évaluée grace a l'oxydation de la DHR&A3
rhodamine 123, un composé fluorescent détectable sanal de lecture FL1.

Activation " Aucune . PMA 80 ng/ml DPI 5 yM + PMA 80 ng/ml

-]

I
{
o
|
i

X-CGD

WT-Nox?2

FLi-H

DHR

FLI#

D-loopyeea-NOX2 &
m]

o s g boe T ' ) T e :
W (T u:?-'\ 0 1] 1 10 ru-.i 1 0 P W T ) o

FLeH
705 7D5 705

Figure 30: Mesure simultanée de I'expression de Nox2 et de ¢twvité NADPH oxydase des
cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et D-loopbk4-Nox2 différenciées.L'expression de
Nox2 est révélée en abscisse grace a l'anticorpsootanal 7D5 combiné a I'anticorps secondaire
fluorescent Alexa fluor 633 F(ab!)L'activité oxydase est exprimée en ordonnée ‘agytlation de la
DHR123 en rhodamine 123, détectable sur le canigatere FL1. Ce double marquage est réalisé dans
les cellules non activées *(1Lcolonne), activées 15 min par 80 ng/ml de PMA ¢Blonne) et
préalablement traitées 10 min au DPI 5 uM avamgtition par le PMA (3colonne). Ces données
proviennent d'une expérience représentative dageapériences indépendantes.

En appliguant cette méthode au mutant D-loopNox#Z\oon confirme que
'expression de Nox2 est équivalente a celle ddsiles WT-Nox2, alors que son activité

NADPH oxydase est environ quatre fois supérieurgufeé 30). En effet, la moyenne
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géométrique de fluorescence (G mean), indiquadiskaibution de la population cellulaire en
fonction de I'expression de Nox2 (en abscisse)eastoyenne de 17,4 + 4,0 pour WT-Nox2
contre 22,1 £ 5,3 pour le mutant, sachant que jpaladion de cellules X-CGD est a une valeur
de 2,9 £ 0,5 (n = 4). Aprés activation par le PM&,G mean lié a la fluorescence de la
DHR123 observé est multiplié par 3,3 + 0,2 pourdekules WT-Nox2 et par 12,0 £ 1,3 pour
le mutant D-loopNox4-Nox2. L'activation au PMA intiégalement un |éger décalage de
fluorescence chez les cellules X-CGD. La spécdicie la NADPH oxydase a été confirmée
par I'emploi de DPI 5 pM. Le décalage de fluoreseenbservé avec les cellules X-CGD
activées n’est pas inhibé par le DPI et ce |Iégeald@e est retrouvé dans les cellules WT-Nox2
et D-loopNox4-Nox2 apres inhibition par le DPI. joat de PMA provoque donc une
modification NADPH oxydase-indépendante du niveaubdse de fluorescence de la DHR123
dans les cellules PLB-985.

1.2. Activitt NADPH oxydase des cellules intactes D-lpdlox4-Nox2 en
réponse a divers stimuli solubles et particulaires.

L'activité NADPH oxydase des cellules différenci&d3-985 X-CGD transfectées et
des neutrophiles humains purifies, a été mesuréecipamiluminescence en présence de
luminol en réponse a divers stimuli solubles etipalaires. La cinétique de production de
H,0, par 5.18 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, R199Q/ddpNox4-Nox2 ou
neutrophiles humains a été enregistrée aprés tictivgar du PMA 80 ng/ml, du fMLF 4.170
M, de Iionomycine 2 M, du zymosan opsonisé avesérum (OpZ) 0,64 mg/ml ou 3,5%10
billes de latex de 0,8 um de diametre opsonisée¢epammunoglobulines G (Figures 31 a
35). Les cinétiques de production d'Cde chaque type cellulaire ont été caractérisées et
comparées selon quatre critéres : la productiaieat’Q,” correspondant a la somme de RLU
mesurées sur 15 ou 60 min, la valeur en RLU dudgigproduction (RLUmax), le temps
nécessaire pour atteindre le pic de production Kjreaenfin la durée de la cinétique (Table
3). Nous avons considéré que la cinétique arrivaérme lorsque I'activité atteignait 10% de
la valeur du pic maximal d’activité (RLUmax). Dalescas ou les cinétiques de production
d’O," n'atteignaient pas cette valeur, nous avons coénlgapourcentage de la valeur du pic a
60 min. D’autre part, nous nous sommes assurédegueellules PLB-985 transfectées WT-
Nox2 ont une activité oxydase identique a celle cidbules PLB-985 WT avec chacun des

agonistes (données non montrées).
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= Activateurs solubles

Lors d’'une stimulation par IEMA, le pic de production de J, est augmenté de
guatre fois environ grace a la mutation de la boixl Celui-ci passe de 2,6 + 0,4 RLU pour
les cellules WT-Nox2 a 10,1 + 1,8 RLU pour le mutdfigure 31B, Table 3). De plus, le pic
du mutant D-loopNox4-Nox2 survient a 4,4 + 0,6 montre 6,5 + 0,7 min pour les cellules
WT-Nox2. La surproduction de J, par le mutant D-loopNox4-Nox2 n’est cependant pas
suffisante pour rejoindre le niveau du pic du nepftile humain qui est de 17,6 £ 2,8 RLU et
atteint en seulement 3,4 + 0,2 min (Figure 31A).cirétigue du mutant D-loopNox4-Nox2
tend a rejoindre celle du neutrophile avec un bpitst rapide et plus élevé que celui de WT-
Nox2. L'activité du mutant R199Q suit la méme temmtamais reste inférieure a celle de D-

loopNox4-Nox2.
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Figure 31: Production de H,O, dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD trafectées et
dans le neutrophile humain aprés stimulation par [ePMA. La cinétique de production de,®} par
5.1CF cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 ou neptides humains 4), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 B), a été déterminée par chemiluminescence apraslation par 80 ng/ml de PMA.
Les valeurs représentent la moyenne + DS de traésures simultanées. Ces cinétiques sont
représentatives d’au moins quatre déterminatiom®pandantesC) Production totale de 4@,
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 neis.données représentent la moyenne + DS d’'au
moins cing expériences indépendantes (n = 5-11).
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Il est important de noter qu'au cours de la stimolapar le PMA, le profil des
cinétiques est tel que, en comparant la produdtitaie de HO, mesurée sur 60 min dans tous
les types cellulaires, les difféerences d’activitétre les différents types cellulaires sont
nettement moins flagrantes (Figure 31, Table 3pactivité oxydase totale du mutant D-
loopNox4-Nox2 est quasi équivalente a celle du nophile humain, avec une production
totale de HO, respectivement de 223,0 + 18,6 RLU et 249,2 + R,8, alors que I'activité
globale des cellules WT-Nox2 est de 119,6 + 4,9 Rllapparait donc plus judicieux de
comparer les pics de production plutdt que I'atéivixydase totale lors d’une activation par le

PMA.

La surproduction de #D, par le mutant D-loopNox4-Nox2 est plus particudi@ent

marquée en réponse BMLF par rapport a I'activation par BMA.
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Figure 32 Production de H,O, dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD trafectées et
dans le neutrophile humain apres stimulation par I§MLF. La cinétique de production de®} par
5.1F cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 ou neptiites humainsA), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 B), a été déterminée par chemiluminescence apraslation par le fMLF 4.10M.

Les valeurs représentent la moyenne + DS de traéésures simultanées. Ces cinétiques sont
représentatives d’au moins quatre déterminatiom®pandantesC) Production totale de @,
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 15 neis.données représentent la moyenne + DS d’au
moins quatre expériences indépendantes (n = 4-6).
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Le fMLFE_induit une réponse extrémement rapide et bréeve encellules PLB-985
WT-Nox2, avec une production maximale de 1,6 £+RI3J) atteinte en 40 secondes environ
pour une durée totale inférieure a 3 min (Figurd,3Zable 3). L’activit¢ du mutant D-
loopNox4-Nox2 est prés de cinq fois supérieurelle e WT-Nox2 que ce soit au niveau de
la valeur du pic maximal d’activité (8,3 + 1,5 RlMdrsus 1,6 + 0,5 RLU) ou de la production
totale de HO, mesurée pendant 15 min (146 + 33 RLU versus 30RL0) (Table 3). La
cinétique de production de,8, du mutant R199Q présente un profil équivalent. eCett
surproduction n’est cependant pas suffisante ptismdre I'activité oxydase du neutrophile
humain qui est de 341, 9 + 146,4 RLU avec un mgimal a 14,7 £ 6,8 RLU.

D’autre part, on peut noter une différence de ddeéa réponse des cellules PLB-985
par rapport au neutrophile : 2,8 £ 0,3 min contfé 4 1,4 min. En effet, la cinétique des
cellules PLB-985 revient a des valeurs nulles apeegement 3 minutes alors que la cinétique
du neutrophile diminue rapidement jusqu’a 3 minypess diminue progressivement sans

atteindre de valeurs nulles a la différence ddsilesIPLB-985 (Figure 32A et B).

La super-activité oxydase de D-loopNox4-Nox2 eskimale lors d’'une activation
par 'ionomycine 2uM. Cet ionophore a calcium a la particulariténdliire une réponse
NADPH oxydase avec une reproductibilité relativetiturctuante, d’ou I'obtention de fortes
valeurs de déviation standard (Table 3). L’ionomgcinduit dans les cellules PLB-985 WT-
Nox2 un burst oxydatif faible avec une productienHO, maximale de seulement 0,4 + 0,2
RLU atteint en 4,2 + 1,1 min, pour une durée gleltd 12,8 £ 1,7 min (Figure 33, Table 3).
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Figure 33: Production de H,0O, dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD trafectées et
dans le neutrophile humain aprés stimulation par fonomycine. La cinétique de production de®}

par 5.10 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, ou neptriles humainsA), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 B), a été déterminée par chemiluminescence apraalation par I'ionomycine 2 uM.
Les valeurs représentent la moyenne + DS de traéésures simultanées. Ces cinétiques sont
représentatives d’au moins trois déterminationgpetidantesC) Production totale de J@, exprimée

en somme de RLU enregistrées sur 15 min. Ces demegeésentent la moyenne + DS d’au moins
guatre expériences indépendantes (n = 4-7).

La vitesse et la durée de la cinétique du mutafadpNox4-Nox2 sont identiques a
celles des cellules WT-Nox2 mais I'activité totalesurée pendant 15 min est environ huit fois
supérieure a celle des cellules WT-Nox2 (218,7 # &LU versus 27,6 + 11,0 RLU), avec un
pic maximal de 3,0 + 1,3 RLU. L’activité du mutaRil99Q a tendance a étre inférieure a
I'activité du mutant D-loopNox4-Nox2 mais les difééces obtenues ne sont pas significatives.
Cette surproduction n’est cependant pas suffisgater atteindre l'activité oxydase du

neutrophile humain qui est de 492, 9 + 69,2 RLUcawe pic maximal a 4,0 £ 0,4 RLU.

D’autre part, on peut noter a nouveau une diffezede durée de la réponse des
cellules PLB-985 par rapport au neutrophile : ke piaximal de production du neutrophile est
moins précoce (6,6 = 0,5 min versus 4,2 £ 1,1 minactivité du neutrophile est prolongée
bien au-dela de 15 min alors que la cinétique déisles PLB-985 se termine a environ 13 min

d’incubation.
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= Activateurs particulaires

L’activité NADPH oxydase a été stimulée par deupety d’agents particulaires : du
zymosan opsonisé avec du sérum (OpZ) ou des hikedatex de 0,8 um de diamétre
opsonisées par les immunoglobulines G. Ainsi op®il'OpZ stimule simultanément les
récepteurs du complément et des immunoglobulir@s gjue les billes stimulent uniqguement
les récepteurs des immunoglobulines. Ces deuxadetivs particulaires induisent une réponse

oxydative beaucoup plus lente et plus longue qaeatdivateurs solubles (Figures 34 et 35,
Table 3).

Lors d’'une stimulation par®pZ, I'activité oxydase globale du mutant D-loopNox4-
Nox2 est supérieure a celle de WT-Nox2 de 60 %renyi48,9 + 9,3 RLU versus 30,7 = 6,8
RLU), avec un pic maximal de production de 0,6 * RLU pour le mutant contre 0,4 + 0,1
RLU pour les cellules WT-Nox2 (Figure 34, Table 3).
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Figure 34: Production de H,0O, dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD trafectées et
dans le neutrophile humain aprés stimulation par lezymosan opsoniséA) La cinétigue de
production de KO, par 5.10 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, D-loopteNox2 ou
neutrophiles humains (encart) a été déterminéecpamiluminescence aprés stimulation avec 0,64
mg/ml d’OpZ ou de zymosan non opsonisé. Les valepsesentent la moyenne + DS de trois mesures
simultanées. Ces cinétiqgues sont représentativeas ioins trois déterminations indépendanis.
Production totale de J, exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 @@s. données
représentent la moyenne = DS d’au moins cing e&péeis indépendantes (n = 5-12).
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Les cellules PLB-985 WT-Nox2 stimulées par 'Op£ggntent une activité oxydase
nettement plus faible que celle du neutrophile, qaesoit au niveau de la valeur du pic
maximal de production (0,4 £ 0,1 RLU versus 8,39,& RLU) ou de la production totale
d’H20, mesurée sur 60 min (30,7 £ 6,8 RLU versus 629181@,7 RLU). Sans opsonisation
préalable du zymosan, la réponse des cellules RA3Be3t nulle, et le neutrophile n'est que
tres Iégérement activé mais cependant a un nivgaivalent a celui des cellules WT-Nox2

stimulées par le zymosan opsonisé (Table 3).

Concernant l'activation de l'oxydase par dedles de latex opsonisées par les

immunoglobulines G le défaut de réponse des cellules PLB-985 pararamu neutrophile

est encore plus accentué qu’avec I'OpZ (Figurerable 3).
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Figure 35: Production de H,O, dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD trafectées et
dans le neutrophile humain apres stimulation par de billes de latex opsonisées) La cinétique de
production de KO, par 5.10 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, D-loopteNox2 ou
neutrophiles humains (encart) a été déterminéecipamiluminescence aprés activation avec 3%5.10
billes de latex opsonisées aux immunoglobulines ¢gion opsonisées. Les valeurs représentent la
moyenne + DS de trois mesures simultanées. Cegiquiné sont représentatives d’au moins trois
déterminations indépendant®). Production totale de J, exprimée en somme de RLU enregistrées
sur 60 min. Ces données représentent la moyenrie ddd moins cing expériences indépendantes (n =
5-11).
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La production maximale de B, de WT-Nox2 atteint difficilement 0,06 + 0,02 RLU
contre 6,8 £ 2,4 RLU pour le neutrophile. Ainsidtivité oxydase totale du neutrophile est
138 fois supérieure a celle de WT-Nox2 avec unwitetotale de 557,7 + 231,9 RLU versus
4,0 + 0,9 RLU. Dans ces conditions d’activationntetant D-loopNox4-Nox2 présente une
activité oxydase trois fois plus importante que Wadx2, avec une production totale deGd
de 10,9 = 3,1 RLU et un pic de production de 0,13,G4 RLU. Sans opsonisation préalable
des billes, la réponse des cellules PLB-985 WT-Nestnulle et tres faible pour le neutrophile
(plateau a 2,6 + 0,8 RLU).

En conclusion, la surproduction de® du mutant D-loopNox4-Nox2 est évidente
lors d’une activation avec des agents solublesiaigénent avec I'ionomycine avec laquelle le
pic maximal d’activité est quasiment comparableshuicdu neutrophile humain. Lors d’'une
stimulation avec des agents particulaires, I'atiovade la NADPH oxydase des cellules PLB-
985 est extrémement faible comparée au neutropgfigdgré cette faible réponse des cellules
PLB-985 aux agonistes particulaires, D-loopNox4-Rlogxonserve son caractére « super-

mutant ».

|.3. Localisation de la surproduction de HO, du super-mutant D-
loopNox4-Nox2
Dans le cadre de la caractérisation de la surptmiud’O,” par le mutant D-
loopNox4-Nox2, nous avons analysé la localisatieriadproduction de #D, afin de vérifier si
la mutation induisait un changement du ratio elatqgroduction interne et externe deQd par
le mutant D-loopNox4-Nox2. La synthese totale etsimthése externe de,®, ont été
évaluées par chemiluminescence mesurée respectivem® présence de luminol et
d’'isoluminol (Figure 36) dans les cellules PLB-986I, WT-Nox2, R199Q, D-loopNox4-
Nox2 et le neutrophile humain en réponse au PMAn@nl), fMLF 4.10" M, ionomycine 2
MM et OpZ (0,64 mg/ml). La production interne é®4 a été déduite de la soustraction des

valeurs de production externe (isoluminol) aux uedede production totale (luminol).
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Figure 36: Production de HO, externe, induite par divers agonistes, dans les lzges intactes
différenciées PLB-985 et le neutrophile humainLa production de hD, totale ou externe de 530
cellules a été mesurée par chemiluminescence sermué de luminol ou d’isoluminol aprés activation
par A) 80 ng/ml de PMAB) le fMLF 4 x 10’ M, C) l'ionomycine 2 uM, ouD) 0,64 mg/ml d’OpZ.
L'activité oxydase est exprimée en somme de RLl¢g@gtrées pendant 15 min avec le fMLF (B) et
Iionomycine (C) ou 60 min avec le PMA (A) et 'OD). Les valeurs représentent la moyenne = DS
d’au moins trois expériences indépendantes (n ¥ 8é pourcentage de production externe ¢e,H
par rapport a la production totale est indiqué.

Apres une activation par le PMA, le pourcentagelg®, externe est équivalent dans

chaque type de cellules PLB-985 et dans le neuteptumain, soit de 45-50 % environ

(Figure 36A). On peut noter que I'expression de Nmecombinante n’affecte pas la répartition
de la production de 1D, par les cellules PLB-985 WT-Nox2 par rapport aedutes WT
d’origine avec respectivement une production exdeata 41,8 + 2,%0 et 45,1 + 5,5 %. Les

deux super-mutants D-loopNox4-Nox2 et R199Q pré&sgnin pourcentage de,®h externe
respectivement de 47,7 + 6,0 % et 51,2 + 5,3 coalppara celui du neutrophile (50,9 + 5,6 %).

Ainsi, I'activation via I'agent non physiologiqueViA mene a une importante libération ¢'O

dans le milieu extérieur, équivalente quel quelsdiype cellulaire.

Suite a l'activation par le fMLF, le taux de,®h externe est également équivalent

dans chaque type de cellules PLB-985 et compagabédui du neutrophile humain, soit de 25-
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30 % environ (Figure 36B). Les cellules WT-Nox2,lddpNox4-Nox2 et le neutrophile
présentent un pourcentage dglplexterne respectivement de 26,6 + 4,5 %, 30,3 %48t
25,4 +5,3%.

L’activation par I'ionomycine conduit a une prodioa externe de 25 % environ dans
chaque type de cellules PLB-985 (WT-Nox2 : 23,3,@% et D-loopNox4-Nox2 : 30,9 = 8,6
%) alors qu’elle représente seulement 5,6 + 1,9e%adbroduction totale pour le neutrophile
(Figure 36C). La méme différence de comportemenbleservée au cours de I'activation par
I'OpZ avec seulement 6,6 + 2,0 % de productionreeelans le neutrophile contre environ 15
% dans les cellules PLB-985 (Figure 36D).

Finalement, quel que soit I'agoniste employé, les §rproduits par le mutant D-
loopNox4-Nox2 sont distribués selon le méme ratterne/externe que pour les cellules PLB-
985 WT-Nox2.

ll. Caractérisation de I'activité NADPH oxydasein vitro du mutant D-
loopNox4-Nox2

II.1. Activitt  NADPH oxydase en systeme reconstitué a par de
membranes purifiees

L’activité NADPH oxydase de 100 pg de membranesrpigues purifiées, issues des
cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, a éezonstituée en systeme acellulaire
avec du cytosol provenant de neutrophiles humdies erésence de NADPH, Gi®et d'une
concentration adéquate d'acide arachidonique. bdymtion d'Q " a été évaluée par réduction
de 100 uM de cytochrome c sensible a la SOD. Waétdiaphorase de I'enzyme a également
été mesurée par réduction de 50 uM d’'INT (cf. 8.1).3Nous avons évalué la capacité
d’activation de ces membranes en fonction de cdratgans décroissantes en cytosol (Figure
37).
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Figure 37: Activité NADPH oxydase des cellules PLB-985 WT-Nox2t D-loopNox4-Nox2 en
systéme acellulaire par réduction du cytochrome cesisible a la SOD, et activité diaphorase par
réduction de I'INT. L'activitté NADPH oxydase de 100 pg de membranadfipes de cellules PLB-
985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été reconstituge mrésence de NADPH, GJ8 et de
concentrations décroissantes de cytosol de nedigapiimain, puis activée par I'acide arachidonique.
La production d'Q" a été évaluée par réduction de 100 uM de cytochimet I'activité diaphorase par
réduction de 50 uM d’INT. Les données représeriemhioyenne + DS d’au moins trois expériences
indépendantes (n = 3-7).

L’activitt NADPH oxydase obtenue est équivalentasdées membranes issues de
cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, quetjae soit la concentration en cytosol.
Dans les conditions optimales en présence de 30@eugytosol de neutrophiles, l'activité
oxydase est de 112 + 36 nmol d'@nin/mg de protéines pour WT-Nox2 et de 106 + 3Dhm
d’'O;/min/mg de protéines pour le mutant D-loopNox4-NoxZ mesure de l'activité
diaphorase en présence de 300 ou 50 pg de cytesaledtrophile donne des résultats
exactement identiques dans les deux types cebsldiFigure 37). Ainsi, la mutation de la
boucle D n'améliore pas l'activité NADPH oxydase diaphorasen vitro des membranes
provenant des cellules D-loopNox4-Nox2.
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11.2. Activité NADPH oxydase du cytochromebssg du mutant D-loopNox4-
Nox2 en systeme simplifié
Nous avons réalisé des expeériences en systemelacellsimplifié en utilisant les

cytochromeshssg de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 purifiés, afin d’duar le turnover de
'enzyme. Ces travaux ont été réalisés avec leamscdes Drs Antoine Picchiocci et Marie-
Claire Dagher, et de Franck Debeurme. L’activitéydase a été reconstituée avec du
cytochrome bssg purifié a partir de cellules PLB-985 WT-Nox2 et I@pNox4-Nox2
différenciées, et en présence de protéines recamtas p4@hox, p67phox, et Racl (cf. M&M
8V.3.2). Le cytochromebssg des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2
différenciées a été purifié par immunoaffinité sela méthode mise au point par I'équipe du
Pr Jesaitis (Lord edl., 2008). De méme, nous avons produit des protégmsmbinantes de
chacun des facteurs cytosoliques gi#bk, p67phox, et Racl (cf. M&M §lI).

[1.2.1. Purification du cytochrome bssg
Le cytochromebssg des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2été
purifié & partir de 18 cellules grace a une collaboration établie avéquipe du Pr Jesaitis
(Lord etal., 2008 : M&M § 1V). La purification se fait en urégape grace a I'anticorps mAb
CS9, spécifique de la sous-unité p@ du cytochromdossg (Taylor etal., 2004).

La purification est effectuée sur la fraction meamaire obtenue a partir de*30
cellules PLB-985 (M&M 8§ 1.6.2). Avant purificatioma MPO est éliminée par un traitement au
NaCl 1M et les membranes sont solubilisées dansmilieu contenant 2 % (p/v)
d’octylglucoside OG. Le cytochroni®sgest ensuite fixé sur des billes de sépharose cesiplé
'anticorps CS9 a raison de 2 mg de mAb CS9/ml ilesb Puis le cytochrombssg est €lué
avec 200 uM de peptide compétitif AccAEARKKPSEEEAM, dans un tampon contenant
1,2 % (p/v) d'OG. La purification est suivie en meant la quantité de protéines totales par la
méthode de Bradford ou mesure a 280 nm, et la f@aie cytochromdssg via le spectre

d’absorption différentiel redox (Table 4).
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Table 4
Tableaux de purification du cytochrome bssg a partir de cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 différenciéesLa purification se déroule selon le protocolerdégear I'équipe du Pr
Jesaitis (M&M 8§ 1V). Les mesures ont été effectussles membranes brutes, la fraction soluble en
OG 2 % (p/v) avant purification, et sur I'extraiinfié élué en OG 1,2 % (p/v). La quantité de pireé
avant purification et dans I'extrait soluble OG 2(p#v) est évaluée par la méthode de Bradford. La
quantité de protéines apres purification est egtieréfonction du poids moléculaire du cytochrdme
en considérant que la pureté est de 100 % (*).Uamtité de cytochromiasg est déterminée par mesure
du spectre dabsorption différentiel. Ces donnéesrespondent a une unigue expérience de
purification.

WT-Nox2 Quantité de Cytochrome b ssg Facteur de Rendement
protéines (mg) pmol pmolimg purification (%)
Membranes brutes 172,3 11200 65 1 100
Extrait soluble OG 2 % 28,8 10530 366 5,6 94
Cytochrome b 5sg purifié 0,056* 650 11607 178 6
D-loopNox4-Nox2 Quantité de Cytochrome Db ssg Facteur de Rendement
protéines (mg) pmol pmolimg purification (%)
Membranes brutes 181,3 11420 63 1 100
Extrait soluble OG 2 % 39,6 11175 282 4,5 98
Cytochrome b 5sg purifié 0,089* 1035 11629 185 9

La premiére étape de solubilisation des membrane®©@ 2 % (p/v) permet un
premier enrichissement en cytochrofmgg d’'un facteur 5 avec seulement 5 % de pertes
environ. Apres 'unique étape de purification ptinge, c’est-a-dire dans I'extrait élué en OG
1,2 % (p/v), nous avons obtenu 650 pmoles de cybooh bssg purifieé a partir des cellules
WT-Nox2 dans 130 pl d’extrait, et 1035 pmoles dmclyromebssg purifié a partir des cellules
D-loopNox4-Nox2 dans 230 ul d’extrait. Le rendemdat purification total est de 6 & 9 %
environ. La tres grande pureté du cytochrdmg retrouvé dans I'extrait final est révélée par
un gel SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent et paMestern blot révélant les sous-unités
p22phox et Nox2 grace aux anticorps mAb 449 et mAb 48 (Fég38). La révélation du
contenu protéique au nitrate d’argent montre esdkmhent une bande a 22 kDa et une large
bande entre 90 et 130 kDa correspondant aux deus¢igutés du cytochrommsg p22phox et
Nox2. Le Western blot révele une troisieme bandewaule 40 kDa, détectée par I'anticorps
anti-p22hox et que I'on distingue faiblement sur le gel ademt. Nous pouvons supposer que

cette bande provient de la dimérisation de la pretp22hox.

La concentration protéique dans I'extrait élué ptaétre mesurée du fait des faibles

guantités d’échantillons obtenues et d’interférena@eec le détergent. Cependant, nous avons
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estimé la quantité minimale de protéines par rap@pda quantité de cytochrontesg obtenue,

en considérant que la pureté était de 100 %. Emasant sur le poids moléculaire du
cytochromebsss (86294 g/mol, avec 65336 g/mol pour Nox2 et 209%8af) pour p2phox), la
guantité de protéines éluées est au minimum de gopqur WT-Nox2 et 89 pg pour D-
loopNox4-Nox2. En utilisant ces quantités de praéj le facteur d’enrichissement est alors
d’environ 180. La pureté en cytochroimgg de notre extrait final étant tres élevée (supégieu

a 90 %), ce facteur de purification n’est a propre légérement surestime.

D-loopNox4-

WT-NOX2  Nox2 YiTiioss D-ophond-

Figure 38: Contréle de la purification du cytochrome bssg des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2.A) 50 pmoles de cytochronigsg provenant de I'extrait final de purification ontts
une électrophorese SDS-PAGE puis une révélatiomitate d’argent.B) L'immunodétection par
Western blot des sous-unités Nox2 et a été réalisée sur 3 et 6 pmoles de cytochimgeéssu
de I'extrait final de purification. Les bandes aspondant a Nox2 et pa#x sont indiquées.

Apres purification, le cytochrombssg est replacé dans un environnement lipidique
adéquat afin de lui redonner une conformation ac(M&M 8§ 1V.2). Les lipides employés
pour la reconstitution fonctionnelle du cytochrotmgs sont la phosphatidylcholine de type
XVI-E et I'acide phosphatidique dioleoyl (DOPA).
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[1.2.2. Purification des protéines recombinantes pGxox, p47phox et Racl
Les protéines recombinantes pH@x, p67hox et Racl ont été produites au
laboratoire afin de reconstituer I'activité oxydate cytochromeossg purifié (cf. M&M § 1I).
Les trois protéines fusionnées a la GST ont étéimées dans les bactériesoli DH5 puis
purifiées sur une matrice gluthation-Sepharose. ptatéine p6phox recombinante reste
fusionnée a la GST alors que la GST est clivéepdai®ines recombinantes ptiox et Racl.
Leur intégrité et leur pureté a été controlée slirdgelectrophorése SDS-PAGE coloré au bleu

de Coomassie (Figure 39).
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Figure 39: Electrophorése SDS-PAGE des protéines recombinantgegl7phox, p67phox et Racl
révélées aprés coloration au bleu de Coomassiea réveélation des protéines est réalisée sur un
échantillon de 2 pg de protéines purifiées.

[1.2.3. Turnover du cytochrome bssg du mutant D-loopNox4-Nox2
L’activité du cytochromebssg purifié des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a
été reconstituée en présence des protéines recantednp4phox, p6phox et Racl (M&M §
V.3.2). Comme avec les extraits membranaires,iViata été évaluée par suivi de la réduction
du cytochrome ¢ a Dégy aprés stimulation par I'acide arachidonique (AAxisnaussi par
I'acide phosphatidique (PA) (Figures 40 et 41). Res conditions optimales, les mesures ont
éte réalisées avec 5 nM de cytochrdmgg purifié en présence de 1 uM de chacun des facteurs

p47phox, p67hox et Rac1GTP. Une gamme d’activation par le PA 8idla été réalisée afin
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de déterminer la quantité optimale de chacun djgaxr obtenir une activation maximale de
'oxydase. Les résultats présentés dans les figafest 41 sont représentatives de trois

expériences différentes réalisées avec chacunctigataurs lipidiques AA et PA.

A 0,65 -
S 0.6 -
=
uwy
2 0,55
=
2
§ 0.5 -
@
=2 045 A
<
0.4IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 60 120 180 240 300
Temps (sec)
B
g 504
o —
ot
s 2%
L o
] 30 -
5 E
2w
30 20 -
5 ©
2 E —O— WT-Nox2
o 4
E 10 —4— D4oopNox4-Nox2
u T T T T T 1
0 6.25 12.5 18,75 25 31,25
Concentration AA (M)

Figure 40: Production d'O," du cytochrome bssg purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 en
systeme reconstitué activé par I'AA en présence desotéines recombinantes p4@hox, p67phox et
Racl A) Cinétigue de réduction du cytochrome c par leodytomebssg purifié de WT-Nox2 en
systéme simplifié activé par I'AA. La réduction dytochrome ¢ a été enregistrée asE@pres ajout

de concentrations croissantes d’AA (0 a 31,25 pBj)Turnover du cytochrombssg purifié de WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2 activé par 'AA. L'activitéxydase a été évaluée par suivi de la réduction
du cytochrome c puis le turnover de I'enzyme acétéulé en mol d'@/mol de cytochroméssgs. Ces
données correspondent a une expérience reprégerttatirois expériences indépendantes.

Dans les conditions expérimentales utilisées, & tie production d’'@ stimulée par
I’AA est maximal pour une concentration de 12,5 pi&c les deux cytochrombssg sauvage
et muté (Figure 40). Le turnover du cytochrobgg; de WT-Nox2 est alors de 43,3 + 9,9 mol
d’O,/mol de cytochroméssds contre 51,8 + 8,2 mol d’Omol de cytochroméssgs pour le
cytochrome purifié de D-loopNox4-Nox2. Stimulés p#A, les cytochromesbssg purifiés

muté et sauvage présentent donc un turnover du ra&inede grandeur.
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Figure 41: Production d'O," du cytochrome bssg purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 en
systeme reconstitué activé par le PA en présencesderotéines recombinantes p4hox, p67phox

et Racl Le turnover du cytochromigssg purifieé de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été détemnéni
apres ajout de concentrations croissantes de RA2MUM). L'activité oxydase a été évaluée parisuiv
de la réduction du cytochrome ¢ a &¢puis le turnover de I'enzyme a été calculé end©L/mol de
cytochromebssg/s. Ces données correspondent & une expériencéseapative de trois expériences
indépendantes.

Pour l'activation par le PA, le taux de productiofD,” est maximal pour une
concentration de 5 pM avec les deux cytochrofmgs sauvage et muté (Figure 41). Le
turnover du cytochromdnssg de WT-Nox2 est alors de 48,7 + 10,5 mol g/nol de
cytochromebssg/s contre 79,2 + 23,3 mol d0mol de cytochroméssgs pour le cytochrome
de D-loopNox4-Nox2 (n = 3). Du fait d’une importantariabilité des valeurs de l'activité
oxydase maximale entre les 3 différentes expérgenoenées, le turnover du cytochrohaes
de D-loopNox4-Nox2 n’apparait pas significativemenpérieur a celui du cytochronigsg
sauvage. Cependant, si 'on mesure I'écart ensetdenovers du cytochromssg muté et
sauvage pour chaque expérience, on se rend comnptes) systématiquement plus élevé pour
le cytochrome b558 muté de 59,8 + 17,3 %.

lll. Etude des mécanismes moléculaires responsables desliper-activité
NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2

[11.1. Sensibilité du mutant D-loopNox4-Nox2 aux influx ckiques induits
lors de l'activation de la NADPH oxydase

Comme préecédemment démontré, I'ionophore a caldammycine est I'agoniste

induisant la plus importante suractivité oxydasarduant D-loopNox4-Nox2 par rapport aux
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cellules WT-Nox2 (Figure 33, Table 3). En outre,cl@cium intracellulaire est un acteur
primordial dans l'activation de la NADPH oxydaseréponse au fMLF, agoniste provoquant
également une forte suractivité du mutant D-loopNblox2 (Figure 32). Suite a ces
observations, nous avons analysé l'activé vivo du mutant D-loopNox4-Nox2 apres

induction de l'influx calcique intracellulaire (Rige 42).
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Figure 42: Influence du métabolisme calcique sur I'activité NAPH oxydase des cellules intactes
PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 différenciéesd) Effet de 'EGTA sur I'activité NADPH
oxydase des cellules stimulées par le fMLF (4M) La production de kD, de 5.16 cellules a été
mesurée par chemiluminescence en présence de lugninprésence de concentrations croissantes
d’EGTA. Les valeurs sont exprimées en pourcentagéadtivité sans EGTAB) Effet du BTP2 sur
I'activité NADPH oxydase des cellules stimulées lpaMLF (4.10’M). Les cellules ont été incubées 5
min avec 10 uM de BTP2 avant stimulati@).Effet de la thapsigargine sur I'activité oxydase5d18
cellules non stimulées. L’activité oxydase totade exprimée en somme de RLU enregistrées sur 15
min. D) Effet de la thapsigargine 1 pM sur I'activité dape de 5.F0cellules stimulées par le fMLF
(4.10"M). Les valeurs sont exprimées en pourcentageadé\ité sans thapsigargine.

Les résultats représentent la moyenne + DS de miatigns indépendantes. Différence significative
des résultats du mutant D-loopNox4-Nox2 par rappdiT-Nox2 : *, p<0,05 et **, p<0,01.
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Une déplétion en calcium extracellulaire par I'ajole 0,5 mM, 1 mM ou 2,5 mM
d’EGTA inhibe l'activité oxydase fMLF-dépendantesdeellules WT-Nox2 et D-loopNox4-
Nox2 (Figure 42A). Au-dela de 1 mM d’EGTA, I'inhiimn est quasiment totale dans les deux
types cellulaires. Par contre, le mutant D-loopNdlgk2 est significativement moins affecté
par 0,5 mM d’EGTA que les cellules WT-Nox2 (30 £&d’activité oxydase restante contre
12 £ 2 %). Il semblerait donc que le mutant aitdi@sle moins de calcium pour initier son
activation ou gqu’il soit plus sensible a de faibbesmicentrations calciques que les cellules WT-
Nox2. Ce résultat a été confirmé par des expérgeaffectuées avec le BTP2, un inhibiteur de
I'influx calcique SOCE-dépendant (Steinckwichakt 2007) (Figure 42B). En effet, apres une
incubation des cellules 5 min en présence de 1@aMTP2, I'activité oxydase stimulée par le
fMLF du mutant D-loopNox4-Nox2 est réduite de sewdat 40% contre 80% pour les cellules
WT-Nox2.

La déplétion des stocks de calcium intracellulagei est a l'origine de linflux
calcique via les canaux du syteme SOCE, peut @peoduite grace a un traitement a la
thapsigargine (Thastrup at., 1994 ; Bréchard et Tschirhart, 2008). Comme ré&sdams la
figure 40C, la thapsigargine seule stimule diféailent I'activité NADPH oxydase des cellules
PLB-985 : l'activité globale mesurée sur 15 miret a peine 1 a 3 RLU avec 1 uM de
thapsigargine. Néanmoins, l'activité oxydase totilemutant D-loopNox4-Nox2 est 2,5 et 4
fois plus élevée que celle de WT-Nox2 avec respectent 1 et 0,3 uM de thapsigargine
ajoutés dans les puits. Nous avons effectué unériexge de contréle de la thapsigargine sur
le neutrophile humain: 1 uM de thapsigargine asié une production de B, par le
neutrophile de 117 RLU en 15 min, soit environ ignstde la production induite par le fMLF.
La thapsigargine seule est donc nettement plusaeHi pour activer 'oxydase du neutrophile

humain que celle des cellules PLB-985.

En activant les cellules simultanément avec dendgpgigargine 1 pM et du fMLF
4.10" M, le caractére super-mutant de D-loopNox4-NoxR eesore plus accentué (Figure
42D). L'activité fMLF-dépendante de WT-Nox2 est gdois plus importante grace a l'ajout
de thapsigargine alors que celle de D-loopNox4-NesPpres de quatre fois plus élevée. En
conclusion, 'augmentation de la concentration &ociam intracellulaire qui se produit apres la
stimulation par le fMLF ou l'ionomycine est impli§a dans la super-activité oxydase du

mutant D-loopNox4-Nox2.
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[11.2. Sensibilité du mutant D-loopNox4-Nox2 aux événemen de
phosphorylation induits lors de la stimulation de lactivité NADPH
oxydase

Nous venons de démontrer dans le paragraphe précéde I'augmentation en
calcium libre intracellulaire participe a la su@tivité oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2.
Or, certains événements de phosphorylation se madudurant la transduction du signal
d’activation de la NADPH oxydase nécessitent ungmantation du taux de calcium
intracellulaire. Nous avons alors analysé I'impiica des événements de phosphorylation dans
I'activation ex vivo de I'oxydase de D-loopNox4-Nox2 en employant dsverhibiteurs de
kinases. L’effet des inhibiteurs de kinases sutikété oxydase a été étudié par la technique de
chemiluminescence, aprés activation par le fMLFAPdl OpZ. Les résultats obtenus ont été
rapportés en pourcentage d’inhibition de l'activitéydase sans inhibiteur (Table 5). Notre
étude s’est focalisée sur quatre principales kmaswliquées dans le priming et/ou dans
I'activation du complexe NADPH oxydase : la sérihedonine-kinase PKC, les sérine-kinases
MAPKs ERK1/2 et p38, et la phosphatidylinositol-iB&se PI3K.
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Inhibition de la protéine kinase PKC

L’activité des protéines kinases PKCs peut étrédd plus ou moins spécifiquement
par les dérivés bisindolylmaléimides dont notammestcomposés Go6976, GF 109203X et
R031-8220 (Davies eal., 2000). Ce sont de puissants inhibiteurs comfgti#gissant au
niveau du site de fixation de I'ATP (d¢de I'ordre du nanomolair vitro), principalement

sur les isoformes de PK&; B ety.

Afin d’inhiber la kinase PKC, les cellules WT-Nox2 le mutant D-loopNox4-Nox2
ont été préalablement incubés 15 min en présencerd®ntrations croissantes de Ro31-8220
avant d’étre stimulées par 'OpZ, le PMA ou le fMLPBr, les cinétiques d’inhibition de
l'activité oxydase de WT-Nox2 et de D-loopNox4-Nos@ncident parfaitement quel que soit
'agent stimulant (Table 5). Ces résultats suggeger® les événements de phosphorylation
médiés par la PKC ont le méme impact sur le prased&ctivation des cellules WT-Nox2 et
D-loopNox4-Nox2. Par ailleurs, ces expériences eme¢tén évidence un niveau d'implication
de la PKC variable selon la nature de I'agonisteettet, il faut quatre fois plus de Ro31-8220
avec I'OpZ pour obtenir une cinétique d’inhibitiale I'activité oxydase équivalente a celle
obtenue aprés stimulation par le PMA ou le fMLFng\j lorsque I'inhibition est totale, ou
guasiment totale, pour une concentration de Ro2D-82 5 uM dans les cellules WT-Nox2 et
D-loopNox4-Nox2 stimulées avec le PMA et le fMLHleeest inférieure a 5% en moyenne

apres stimulation par 'OpZ (Table 5).

Inhibition de la protéine kinase PI3K

L’activité de la PI3K peut étre inhibée par les xlgohibiteurs ATP-compétitifs
wortmannin et LY294002 (Davies at., 2000). La wortmannin est plus puissante, avec une
ICs0 de I'ordre du nanomolaire contre unesd@e I'ordre du micromolaire pour le composé
LY294002.

Afin d’inhiber la kinase PI3K, les cellules WT-Nox& le mutant D-loopNox4-Nox2
ont été incubés 15 min en présence de concentsatimissantes de wortmannin avant d’étre
stimulées par 'OpZ, le PMA ou le fMLF. On obsemupe variabilité de I'implication de la
kinase selon le stimulateur utilisé pour activeixydase (Table 5). Avec le PMA, qui active
directement la PKC, la voie de transduction du aighactivation de I'oxydase des cellules
PLB-985 ne nécessite pas, ou alors trés peu,Vaatn de la PI3K. En effet, il se produit de
Iégeres variations de I'activitt NADPH oxydase d@-Wox2 et de D-loopNox4-Nox2 avec
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I'inhibiteur mais aucune de ces variations n’eatistiguement significative méme a de fortes
concentrations (100 nM). Par contre, avec le fMEB tésultats confirment que la PI3K
participe partiellement a [lactivation de I'oxydasé& une concentration moyenne en
wortmannin, soit 25 nM, linhibition de I'oxydasestede 50% environ dans les cellules WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2. L'augmentation de la camication jusqu'a 100 nM permet
d’augmenter le taux d’'inhibition mais tres progiressient et sans atteindre d’inhibition totale
pour les deux types cellulaires. Enfin, avec I'Om¥nme agoniste, I'activité oxydase de WT-
Nox2 est inhibée a prés de 80% avec seulementr®/28e wortmannin et quasiment a 100%
avec 25 nM. L’activité oxydase de WT-Nox2 induitar@’OpZ est donc fortement PI3K-
dépendante. Or, aux mémes concentrations, l'inbibitle I'oxydase est significativement
moins élevée dans le mutant D-loopNox4-Nox2 (51% 8é8o pour 6,25 et 25 nM
respectivement) (Figure 43A). L’activité oxydaserdutant est par conséquent moins sensible
aux événements de phosphorylation induits par le de signalisation PI3K-dépendante

déclenchée par I'OpZ.

Afin de confirmer que les effets observés sont ifipées de l'inhibition de la PI3K,
les mémes mesures ont été réalisées avec le sedubdeur de la PI3K LY-294002. Les
cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-Nox2 oré éncubés 30 min en présence de
concentrations croissantes de LY-294002 avant el'étimulées par 'OpZ, le PMA ou le
fMLF. On retrouve des résultats similaires a cebtepus avec la wortmannin (Table 5). Tout
comme la wortmannin, le composé LY-294002 n’'a aueffiet significatif sur I'activité
oxydase PMA-dépendante ; il semble exister uneréégéndance inhibitrice mais a des
concentrations en LY294002 pour lesquelles la §ip#&éi d’inhibition de la PI3K n’est plus
garantie. L’inhibition de [l'activité oxydase fMLFégendante par LY-294002 est moins
efficace que celle induite par la wortmannin mdie eeste équivalente dans les cellules WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2. En effet, avec 6,25 uM Id¢é-294002, l'inhibition est de 30%
environ dans les deux types cellulaires et se meain& cette valeur avec des concentrations
supérieures en LY-294002. Enfin, au cours d'unévaiion par I'OpZ, LY-294002 induit
comme la wortmannin une forte inhibition de l'ad#voxydase des cellules WT-Nox2 alors
gue linhibition de l'activité oxydase du mutantl®epNox4-Nox2 est moins élevée. Avec les
deux inhibiteurs, lorsque prés de 80% de l'actiox§dase OpZ-dépendante des cellules WT-
Nox2 sont inhibés, I'activité oxydase du super-mttst diminuée de seulement 50%.
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Figure 43: Effet des événements de phosphorylation sur 'actié NADPH oxydase des cellules
intactes PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 difféneciées.5.1F cellules ont été traitées 15 min
avec l'inhibiteur de kinase wortmannin, 30 min av&8 203580, ou une nuit avec PD 98059. La
production de KO, OpZ-, PMA- et fMLF-dépendante des cellules a dpsudité mesurée par
chemiluminescence en présence de luminol. Courlesildtion de la production de #D, parA) la
wortmannin,B) SB 203580, olC) PD 98059, pour lesquelles il existe des divergend’inhibition
entre les cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2. Lesleurs sont exprimées en pourcentage de

l'activité contrble sans inhibiteur et représententmoyenne + DS de trois & cinq déterminations
indépendantes.

Inhibition des protéines kinases MAPKs

L’activité des protéines kinases MAPKs ERK1/2 péure efficacement inhibée par
les composés U0126, PD98059 ou PD184352, et cellla dMMAPK p38 par le composé
SB203580 (Davies edl., 2000). Le pyridinyl imidazole SB203580 est unilieur ATP-
compétitif hautement spécifique de I'isoformele la MAPK p38, isoforme la plus active dans
les neutrophiles. Les composés U0126, PD98059 4i8RE52 ne sont pas des inhibiteurs
ATP-compeétitifs mais empéchent I'activation de IaARK kinase MKK1, et donc inhibent
indirectement I'activation des effecteurs ERK1/2.
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Afin d’inhiber les kinases ERK 1/2, les cellules Wbx2 et le mutant D-loopNox4-
Nox2 ont été incubés pendant une nuit avec 10, 20t® uM de PD98059. Avec une
stimulation par le PMA, l'activité oxydase des atds WT-Nox2 est inhibée jusqu’a 40% avec
la concentration maximale de 40 uM de PD98059 ajaes quasiment aucun effet inhibiteur
n'est observé sur I'activité oxydase du mutant Bpldox4-Nox2 (Figure 43C). De ce fait,
l'activité oxydase du mutant est pour ainsi dirgeimsible aux événements de phosphorylation
induits par les ERK1/2 lors d’'une stimulation parRMA. Avec une stimulation par 'OpZ,
I'activité oxydase des cellules WT-Nox2 est égalemehibée jusqu'a 40% et le méme effet
inhibiteur est obtenu avec les cellules D-loopNdek2. Avec le fMLF, l'inhibition par
PD98059 est plus efficace que celle constatée tuwaa stimulation par le PMA ou I'OpZ,
avec un maximum d’inhibition de 80% dans les ceBUWVT-Nox2. Les protéines ERK1/2 sont
donc fortement impliquées dans la transductionignas lors de la stimulation par le fMLF.
Or, l'activité oxydase fMLF-dépendante du mutant significativement moins inhibée que
celle de WT-Nox2, avec un maximum d’inhibition daukement 58% (Figure 43C). L’activité
oxydase de D-loopNox4-Nox2 est donc également mai@ssible aux événements de

phosphorylation induits par les ERK1/2 lors d’'utienslation par le fMLF.

Afin d’'inhiber la p38 MAPK, les cellules WT-Nox2 & mutant D-loopNox4-Nox2
ont été incubés 30 min avec 5, 10 ou 20 uM d'inbilbi SB203580 avant stimulation de leur
oxydase. Nos résultats révelent une fois encoreimpécation variable de la kinase selon
I'agoniste employé (Table 6). L’inhibition de I'daté oxydase PMA-dépendante des cellules
WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 est inférieure & 10% @a concentration maximale de
SB203580 (20 uM) alors que prés de deux tiers afgivité oxydase fMLF-dépendante est
inhibée a cette méme concentration. Ainsi, la p38PM est tres peu impliquée dans la
transduction du signal d’activation par le PMA algu’elle est nécessaire a la majeure partie
de la transduction du signal d’activation par leLfM Concernant I'effet de SB203580 sur
I'activité oxydase stimulée par I'OpZ il est sumpaat En effet, I'inhibition de la p38 MAPK
améliore I'activité oxydase des cellules WT-Nox2DetoopNox4-Nox2 activées par I'OpZ.
Les événements de phosphorylation induits par &8NdBPK exercent donc plutdét un contrdle
négatif sur I'activite NADPH oxydase OpZ-dépendadés cellules PLB-985. D’autre part,
avec 20 uM de SB203580, l'activité oxydase du niugssh significativement plus augmentée
par rapport a celle des cellules WT-Nox2 (Figurd8}¥3l apparait donc que la levée de
l'inhibition par la p38 MAPK favorise plus I'oxydasdu mutant que I'oxydase de WT-Nox2

lors d’une activation par 'OpZ.
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En conclusion, l'activitt NADPH oxydase du mutartiddpNox4-Nox2 est moins
influencée que celle de WT-Nox2 par certains évéamsmde phosphorylation se produisant

probablement sur les facteurs cytosoliques du cexegNADPH oxydase.

[11.3. Analyse du « priming » de l'activité NADPH oxydasedu super-
mutant D-loopNox4-Nox2
Le « priming » de I'oxydase est un phénoméne qovguue une amplification de la
réponse oxydative a un stimulus donné. Il congisteine premiére stimulation du neutrophile
par une molécule qui n'active pas par elle-méme@rtaduction d’Q" mais qui induit des
modifications permettant une production plus inée@s réponse a un second agent agoniste de
'oxydase. Parmi les événements impliqués dangitaipg, la phosphorylation préalable de

certains acides aminés des facteurs cytosoliqguesmiplexe oxydase est primordiale.

Nous avons émis I'hypothése que la mutation delecle D pouvait conférer a Nox2
une conformation induisant une amplification deti\até oxydase comme le ferait un agent de
priming sur l'oxydase native. Comme nous venonslelelémontrer dans le paragraphe
précédent, I'activité NADPH oxydase du super-mutsitmoins influencée que celle de WT-
Nox2 par certains événements de phosphorylatiomisNwons alors analysé I'effet de deux
agents de priming, les cytokines TilNEt GM-CSF, sur I'activité oxydase du super-mujzant
rapport aux cellules WT-Nox2. L’activité oxydase liM et OpZ-dépendante a été mesurée
par chemiluminescence en présence de luminol apeabation des cellules avec 10 ng/ml de
TNFa ou 12 ng/ml de GM-CSF (Figure 44).
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Figure 44: «Priming » de l'activitt NADPH oxydase des cellulemtactes PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 différenciéesLa production de kD, de 5.108 cellules, induite paA) le fMLF (4.10

M) ou B) I'OpZ (0.64 mg/ml), a été mesurée par chemilunirese en présence de luminol aprés une
incubation des cellules 15 min avec 10 ng/ml de B 12 ng/ml de GM-CSF. Les données des
histogrammes correspondent au pourcentage de vitactoxydase sans cytokines. Ces résultats
représentent la moyenne + DS d’au moins trois maatipns indépendantes (n = 3-§)) Cinétiques

de production de D, représentatives obtenues avec le &NIEs valeurs représentent la moyenne *
DS de trois mesures simultanées). Différence sagife des résultats du mutant D-loopNox4-Nox2
par rapport aux cellules WT-Nox2 : *, p<0,05.

Une incubation des cellules WT-Nox2 avec 10 ng/ngd @NFo induit une
augmentation de 69 + 14 % de la réponse oxydatoleate auMLFE_ (Figure 44A). Le TNE
améliore la valeur maximale du pic de productiortd®, en réponse au fMLF sans modifier
significativement la cinétique d’activation (FiguddC). Pour le mutant D-loopNox4-Nox2,
l'activité oxydase totale est augmentée de 117 #@fpar le pré-traitement au TNFCette
augmentation provient d’'une élévation de la valewaximale du pic mais aussi d'une
prolongation de la cinétique d’activation (Figu#GC). Ainsi, en comparant I'activité oxydase

totale exprimée en somme de RLU, l'activité du mutgpparait plus « primée » par le TiNF
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gue celle des cellules WT-Nox2. Cependant, le pmiage d’augmentation de la valeur du
pic-RLUmax est identique pour les deux types caitak : 40 + 17 % pour WT-Nox2 et 31 +
10 % pour D-loopNox4-Nox2.

Une incubation avec 12 ng/ml de GM-CSF induit ungnaentation de respectivement
36 + 10 % et 24 + 6 % de la réponse oxydative diba fMLF des cellules WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 (Figure 44A). De ce fait, il semblérgque le GM-CSF ait un effet similaire
sur les activités oxydases stimulées par le fMLFrduant et de WT-Nox2. Afin de controler
I'efficacité du GM-CSF, nous avons effectué uneéignce de priming du neutrophile humain
isolé a partir de sang total (données non représshtLe GM-CSF est tres efficace avec le
neutrophile : I'activité oxydase totale est augréerde 122 % et la valeur du pic-RLUmax est
multipliée par trois. De méme, il est intéressaatndter que le TNk a lui aussi un effet
beaucoup plus important sur le neutrophile humamsyr les cellules PLB-985 activées par le
fMLF : I'activité oxydase totale du neutrophile estgmentée de 183 % et la valeur de son pic-
RLUmax est multipliée par trois.

Les mémes expériences ont été réalisées sur ledesehctivees par OpZ (Figure
44B). Avec le GM-CSF, il se produit un tres failpeming des cellules PLB-985 et du
neutrophile : l'activité oxydase totale est augréende 15 + 5 % avec WT-Nox2 et 3+ 3 %
avec D-loopNox4-Nox2, contre environ 10% avec latrophile. Par conséquent, le GM-CSF
a un effet similaire sur les activités oxydasemsltées par 'OpZ du super-mutant et des
cellules WT-Nox2.

Par contre, le TNé n’induit pas les mémes modifications de I'activitéydase des
cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 lors d’'une aetiion par I'OpZ (Figure 44B). En
effet, I'incubation avec 10 ng/ml de TMnduit une augmentation de 44 + 8 % et de 19 £ 13
% de la réponse oxydative totale a 'OpZ des ceuWWT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2
respectivement. La méme différence significativeodservée en comparant I'évolution de la
valeur du pic-RLUmax : le pic RLU-max de la cinéigqdes cellules WT-Nox2 est augmenté
de 161 = 10 % contre seulement 137 + 6 % avecdisles D-loopNox4-Nox2 (Figure 44C).
Par conséquent, l'effet du TNFsur lactivité oxydase OpZ-dépendante des celludes
loopNox4-Nox2 est moins important que sur celle deules WT-Nox2. Il semble donc
gu’une partie de l'effet de priming de l'activité&yalase OpZ-dépendante par le Td\8oit déja

« en place » dans le super-mutant grace a la rontdé la boucle D.
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IV. Pouvoir bactéricide du super-mutant D-loopNox4-Noxis-a-vis deP.

aeruginosa
Afin de vérifier si la surproduction de .8, du mutant D-loopNox4-Nox2

s’accompagnait d’'une amélioration de son pouvoicratiicide, I'activité bactéricide des
cellules PLB-985 contre une souche non cytotoxigie. aeruginosa PAO1 a été évaluée (cf.
Introduction 8§ 1.4 et M&M 8§ VI). Les enterobacilld8seudomonas sont des pathogénes
opportunistes a Gram négatif et « catalase-posiiveéquemment rencontrés dans les
infections nosocomiales. L'espéPe aeruginosa est phénotypiquement apparentée a I'espéce
Burkholderia cepacia qui est responsable d’infections observées chezpdtients CGD. La
souche deP. aeruginosa PAO1 (Holloway, 1955) utilisée a la particularitBétre non

cytotoxique envers le neutrophile du fait d’un sysé de sécrétion de type Il déficient.

IV.1. Bactéricidie de P. aeruginosa PAO1 par le super-mutant D-
loopNox4-Nox2

L’activité bactéricide des cellules WT-Nox2 et DafiNox4-Nox2 contre les bactéries
P. aeruginosa PAOL1 a été suivie pendant 60 min a MOI 1 en raati$e dénombrement des
bactéries viables restantes toutes les 15 min (&ig8) (cf. M&M 8§ VI). Dés 15 min de co-
incubation, le taux de survie des bactéries aveaper-mutant est significativement inférieur a
celui obtenu avec WT-Nox2 : 43,2 £ 2,5 % contrel563,1 %. Le mutant D-loopNox4-Nox2
conserve un pouvoir bactéricide supérieur a ceduiMr-Nox2 tout au long de I'expérience,
jusqu’a 60 min ou les taux de survie des bactésm# alors de 11,3 + 1,7 % pour D-
loopNox4-Nox2 contre 20,5 + 1,8 % pour WT-Nox2. Ranséquent, les cellules WT-Nox2
sont capables d’éliminer a terme pres de 80% degi@s PAOLl mais la mutation de la
boucle D conféere un avantage aux cellules D-loopgNdrx2 qui peuvent éliminer jusqu’a
90% des bactéries. Cependant, nous n'avons pasopugy I'existence d’'une surproduction
d’O," par les cellules D-loopNox4-Nox2 lors d’'une stiatidn par des PAO1 opsonisées dans
les conditions expérimentales strictes de bactbeiddonnées non montrées).
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Figure 45: Activité bactéricide des cellules différenciées PLB85 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2

et du neutrophile humain vis-a-vis de la souche PADdeP. aeruginosa. La diminution du nombre

de CFU bactériennes a été suivie durant une cdaimn avec les cellules PLB-985 a MOI 1 ou avec
le neutrophile humain & MOI 10. Les données comedpnt au pourcentage de bactéries viables par
rapport au taux initial de bactéries (100% au te@p£es résultats représentent la moyenne + ESM
d’au moins cing expériences indépendantes (n = Biffgrence significative des résultats des ceBul
D-loopNox4-Nox2 comparés aux cellules WT-Nox2 p%0,05 et **, p<0,01Encart : croissance des
PAOL1 en absence de cellules (% CFU).

La cinétique de bactéricidie des bactéries PAO1 lpameutrophile humain a
également été évaluée en parallele en tant queenéild d’activité. Du fait du fort pouvoir
bactéricide du neutrophile humain, I'expérienceéréalisée a MOI 10 au lieu de MOI 1 (a
MOI 1, le neutrophile est capable d’éliminer in@gment les bactéries PAO1 en moins de 5
min). A MOI 10, 80% des bactéries sont éliminéesl@aeutrophile des 15 min d’incubation,
et 90 % au terme de l'incubation (Figure 45). Air&fficacité bactéricide du neutrophile
humain a I'encontre des bactéries PAO1 est 20plois importante que celle des cellules PLB-
985 WT-Nox2 et seulement 10 fois plus que cellendiant D-loopNox4-Nox2.
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IV.2. Bactéricidie de P. aeruginosa PAOL1 par les cellules PLB-985 en
fonction de leur activité NADPH oxydase

L’implication de l'activité NADPH oxydase dans leywvoir bactéricide des cellules

PLB-985 vis-a-vis des bactéries PAOL a été analgkéeen détails. Pour cela, la bactéricidie

a été realisée avec difféerents types cellulaire8-B85 : les cellules PLB-985 X-CGD,

dépourvues d’oxydase, les cellules WT-Nox2, présgntine activité oxydase normale, les

cellules D-loopNox4-Nox2, et un mutant de Nox2 ibleaactivité oxydase K490D-Nox2».

Au cours de travaux antérieurs, nous avons en ifbettré que la mutation H490D provoquait

une importante diminution de I'activit¢ NADPH oxysapar rapport a celle de WT-Nox2 (Li

et al., 2005). L'activité oxydasex vivo du mutant H490D représente ainsi environ 7% de

l'activité de WT-Nox2 avec les agonistes particidaiou le PMA (Table 6). Par contre, son

activité est nulle lors d’'une stimulation par lelfMou par I'ionomycine.

Table 6

Activitt NADPH oxydase des cellules PLB-985 différeiées H490D-Nox2, induite par divers agonistes silles

et particulaires. La production de bD, de 5.18 cellules a été mesurée par chemiluminescencengindudurant 60

min aprés activation par le PMA (80 ng/ml) ou I'OfZ64 mg/ml), et durant 15 min aprés activationlpdMLF (4

x 10 M) ou 'ionomycine (2 uM). La production totale #0O, représente la somme de RLU mesurées sur 60 ou 1°
min ; elle est exprimée en pourcentage de la valetenue avec les cellules WT-Nox2 dans la derriétenne.

« Pic-RLUmax » indique la valeur du pic maximal gdeoduction et « Pic-Tmax » le temps nécessaire pour
I'atteindre. La durée de la cinétique correspondesmps nécessaire pour que la cinétique redesced®&o de la
valeur du pic maximalAvec I'OpZ, le pourcentage de la valeur du pictaesa 60 min est indiqué. NP : non
pertinent. (n = 3-5).

Stimuli Production totale de H ,0, Pic-Tmax Pic-RLUmax Durée (min) % de la
solubles (RLU) (min) (RLU) production de
H,0, de WT-Nox2
PMA WT-Nox2 119,57 £ 4,94 6,45 +0,72 2,61+0,44 58,1+3,9 100
H490D 8,61 + 3,06 58,48 + 1,43 0,10 + 0,02 > 60 7,2
fMLF WT-Nox2 29,69 + 6,64 0,65 +0,16 1,59 +0,48 2,8+ 0,3 100
H490D 0,29 £ 0,03 NP NP NP 1
lonomycine W T-Nox2 27,55+ 11,02 4,22 +1,07 0,39+0,19 12,8+1,7 100
H490D 0,32 +£0,18 NP NP NP 1
Stimuli Production totale de H ,0, Pic-Tmax Pic-RLUmax leﬁril;flg-eo % de la
particulaires (RLU) (min) (RLU) min production de
H,O, de WT-Nox2
Opz WT-Nox2 30,72 + 6,78 20,81 + 3,27 0,40 £ 0,09 38,4+4,2 100
H490D 1,89 £ 0,56 25,50 + 2,01 0,02 + 0,00 33,2+3,9 6

-115-



Résultats

Dans un premier temps, I'activité bactéricide deltutes PLB-985 X-CGD et H490D
a été évaluée (Figure 46A).
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Figure 46: Analyse de I'implication de la NADPH oxydase dansel pouvoir bactéricide des cellules
PLB-985 vis-a-vis deP. aeruginosa PAOL. A) Cinétiques de bactéricidie des PAO1 par les @lul
PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et H490D a MOI 1. Les valsueprésentent le pourcentage de bactéries
viables par rapport au taux initial de bactéri€¥¢b au temps 0). Ces résultats représentent larmeye

+ ESM d’au moins cing expériences indépendantes3#9). L’inhibition par le DPI 5 uM de l'activité
NADPH oxydase d®) WT-Nox2 etC) D-loopNox4-Nox2 a été réalisée avant mesure dedetivité
bactéricide contre les PAO1 a MOI 1. Les résultaitgespondent au taux de survie des bactéries
incubées avec les cellules traitées ou non au DM5La cinétique moyenne de bactéricidie obtenue
avec les cellules X-CGD est représentée en réféte@es résultats représentent la moyenne = ESM de
trois a cing expériences indépendantes.

On remarque que, malgré I'absence de NADPH oxydasecellules X-CGD sont
capables d'éliminer efficacement les bactéries PAaGHela de 30 min de contact. Au terme
de la co-incubation, le taux de bactéries viabésser cependant supérieur a celui obtenu avec

les cellules WT-Nox2 (39,2 + 3,7 % contre 20,5 & %,). Par contre, le mutant a faible activité
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oxydase H490D est capable de commencer a élimasebactéries PAOL1 dés 15 min de
contact et sa cinétique de bactéricidie rejoineadés cellules WT-Nox2 a partir de 45 min. La
cinétique de H490D est donc retardée par rappodila des cellules WT-Nox2 mais atteint
tout de méme le niveau optimal avant le terme decubation. Ainsi, le processus
d’élimination des bactéries PAO1 impligue un mésara bactéricide précoce NADPH
oxydase-dépendant, puis un mécanisme bactéricideRAoxydase-indépendant tardif qui
reste insuffisant pour atteindre une bactéricigd@nosale en 60 min de contact. Ces résultats
démontrent que les cellules PLB-985 ont besoinauptexe NADPH oxydase pour réaliser
une bactéricidie optimale des PAO1 mais qu’uneldagroduction d'Q" suffit a améliorer
I'activité bactéricide des cellules PLB-985 compmaaéix cellules X-CGD.

Afin de discerner la phase NADPH oxydase-dépenddintprocessus de bactéricidie
des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2,usocavons réalisé I'expérience de
bactéricidie en présence de DPI 5 uM (Figure 46B)et"inhibition de la NADPH oxydase
des cellules PLB-985 WT-Nox2 par le DPI provoque diminution marquée de leur activité
bactéricide qui se retrouve alors équivalente adecdes cellules X-CGD (Figure 46B).
L’inhibition de l'activité oxydase de WT-Nox2 perindonc de reproduire exactement le
phénotype des cellules X-CGD. Or, avec le mutaibdpNox4-Nox2, I'activité bactéricide
est aussi inhibée par le DP1 5 uM mais elle regpgseure a celle des cellules X-CGD selon
une cinétique du méme ordre que celle du mutanOB4@igure 46C). Il semble donc que
linhibition de I'activité oxydase de D-loopNox4-M8 par le DPI permette une faible
production d’Q~ qui est suffisante pour obtenir une meilleure @&acidie que celle des
cellules X-CGD.

L’effet du DP1 5 uM a également été testé sur lanophile humain (Figure 47A). Le
traitement du neutrophile humain par le DPI entradaulement une inhibition partielle de son
activité bactéricide durant les 45 premieres miute co-incubation. A 30 min, le taux de
bactéries viables est de 42,8 + 5,8 % contre 12107+% sans ajout de DPI. Aprés 45 min,
malgré I'inhibition de I'oxydase, la cinétique dadtericidie rejoint un niveau optimal, avec un
taux de survie des PAO de 17,0 £ 4,9 % au termli&exrpérience contre 11,3 + 2,9 sans ajout
de DPI.
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Figure 47: Analyse de l'implication de la NADPH oxydase dansel pouvoir bactéricide de
neutrophiles humains vis-a-vis de la souche PAO1 d& aeruginosa. A) L'inhibition par le DPI 5

UM de l'activitt NADPH oxydase des neutrophiles té éalisée avant mesure de leur activité
bactéricide contre les PAO1 a MOI 10. Les résultaisespondent au taux de survie des bactéries
incubées avec les cellules traitées ou non au DAVM5Ces résultats représentent la moyenne + ESM
de cing expériences indépendan®sLa diminution du nombre de CFU bactériennes aégtduée
durant une co-incubation avec les neutrophiles giatient atteint de CGD & MOI 1 ou 10. Les
valeurs représentent le pourcentage de bactédbtesipar rapport au taux initial de bactéries ¥a.@
temps 0). La cinétique moyenne obtenue avec lesapdiles sains est indiquée en référentiel.

Le graphique de la figure 47B expose une unique&rsipce de bactéricidie réalisée
avec des neutrophiles purifiés provenant du sanm gatient atteint de CGD "XCes
neutrophiles présentent un défaut partiel d’expoesse Nox2 (expression diminuée dans tous
les neutrophiles du patient) induisant une failutvaé NADPH oxydase. L’activité oxydase
de ces neutrophiles a été mesurée par chemiluneinescen présence de luminol avant
'expérience de bactéricidie. Leur activité oxydame réponse au PMA et a I'OpZ est
équivalente a I'activité de cellules PLB-985 WT-Nofproduction totale de 4@, représentant
respectivement 84 % et 109 % de la productiongadal HO, par les cellules WT-Nox2). Or,
du fait de ce défaut d’activité oxydase, les naatiies CGD X sont incapables d’éliminer les
bactéries PAO1 a MOI 10 mais ralentissent tout éenmleur croissance en maintenant leur
taux a 110 % environ (Figure 47B). Par contre, al NIOmalgré leur faible activité oxydase,
les neutrophiles CGD Xont une activité bactéricide équivalente a celle néeitrophiles

humains sains et peuvent éliminer la quasi-totdk® bactéries PAOL.

L’ensemble de ces résultats confirment que, dassctaditions testées, l'activité
NADPH oxydase des cellules PLB-985 et du neutrephilimain participe a I'élimination
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précoce de la souche dre aeruginosa PAOL puis qu'un mécanisme bactéricide NADPH-
oxydase indépendant devient efficace plus tardivéni®’'autre part, méme une tres faible
production d’'Q est suffisante pour significativement accélérebdatéricidie des PAO1 par

les cellules PLB-985, et une surproduction d'@ar le super-mutant permet d’améliorer le

pouvoir bactéricide de base des cellules PLB-985.

IV.3. Contrbles de viabilité des cellules PLB-985 au coside la bactéricidie

Afin d’interpréter les cinétiques de bactéricidigenues, nous nous sommes assurés
de la viabilité des cellules tout au long de I'exgeéce. La viabilité des cellules durant la
bactéricidie a été évaluée sur cellule de Malaapezs coloration des cellules au bleu Trypan
(Figure 48). Pour chacun des types cellulairesiéde taux de cellules viables ne varie pas
au cours de la bactéricidie, restant toujours sepéra 90 % en moyenne. De méme,

l'incubation préalable avec le DP1 5 uM n’affectespa survie des cellules.

100 - B0 min O30 min B30min DPI O60 min ©E60 min DPI

iy
iy
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Figure 48: Viabilité des cellules PLB-985 vis-a-vis deP. aeruginosa PAO1 au cours de la
bactéricidie. Les cellules PLB-985 viables ont été dénombréescsliule de Malassez avec une
coloration au bleu Trypan durant la bactéricidies @sultats représentent la moyenne + DS d’ausnoin
trois mesures indépendantes du pourcentage déeseliables (n = 3-6).

IV.4. Réle de la MPO dans la mesure par chemiluminescemcle 'activité
NADPH oxydase des cellules PLB-985

Les cellules PLB-985 présentent clairement un faide pouvoir microbicide que le

neutrophile. Nous avons voulu vérifier si, hormieeumoindre activitté NADPH oxydase, les
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cellules PLB-985 présentaient d’autres déficienpas rapport au neutrophile pouvant
expliquer leur faible activité microbicide. Nousoan alors analysé la participation de la MPO
intrinseque dans la mesure de l'activité oxydagechamiluminescence des cellules PLB-985
comparée au neutrophile humain, sachant que la BtBkée dans les granules azurophiles
participe a la génération du signal de chemilundeese en présence de luminol. Pour cela,
une mesure de l'activité oxydase a été effectuéprésence et en absence de la peroxydase
HRPO dans le milieu réactionnel. Sans ajout de HR@6ignal de chemiluminescence obtenu
dépend uniquement de la MPO intrinseque. L’expégea été réalisée lors d’'une activation
par 'OpZ, qui induit essentiellement une productimtracellulaire d'Q", et lors d’'une
activation par le PMA, qui induit des productiongra- et extracellulaire équivalentes (Figure
36).

Lors de l'activation par 'OpZ le signal de chenmimnescence mesuré dans les
cellules PLB-985 et le neutrophile, reste statistigent identiqgue avec et sans HRPO ajoutée
au milieu réactionnel malgré un niveau d’activatidifférent entre ces différent types
cellulaires (Figure 49). Ceci confirme que la prathn d'O,” est quasi totalement
intracellulaire pour la stimulation par 'OpZ et’ijest donc inutile d’ajouter dans le test de

chemiluminescence de 'HRPO lors d’'une stimulatierce type.
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Figure 49: Production de H,O, mesurée avec et sans HRPO dans les cellules diééciees PLB-
985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 et dans le neutroplei humain apres stimulation par 'OpZ. A)

La production totale de 4@, par 5.10 cellules intactes PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4x2a été
mesurée par chemiluminescence en présence ou ndtREB®©, apres stimulation par 0,64 mg/mi
d’'OpZ. Elle est exprimée en somme de RLU enregistrgur 60 min. Ces données représentent la
moyenne + DS de cinq expériences indépendanteBrdgluction totale de @, par 5.10 neutrophiles

en présence ou non de HRPO apreés activation pamfigénl d’'OpZ (n = 3-5).
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Par contre, lors d’une activation par le PMA, 'abse d’HRPO modifie le signal de
chemiluminescence enregistré dans les cellules $83B-et le neutrophile (Figure 50).
Cependant, la cinétique de production g'Gst tres différente entre les cellules PLB-98 et
neutrophile. Elle est retardée pour chaque typedleles (Pic-Tmax augmenté de 12 min
environ) mais le pic maximal de production est diné d’environ 90 % pour les cellules PLB-
985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (Figure 50C et D)nte seulement 60 % pour le
neutrophile (Figure 50B).
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Figure 50: Production de H,O, mesurée avec et sans HRPO dans les cellules diééciees PLB-
985 X-CGD transfectées et dans le neutrophile humaiapres stimulation par le PMA. A) La
production totale de 4D, par 5.10 cellules intactes PLB-985 ou neutrophiles a étéurée par
chemiluminescence en présence ou non de HRPO, sjimadation par 80 ng/ml de PMA. Elle est
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 mes. données représentent la moyenne + DS
d’expériences indépendantes (n = 3-6). Des cingsigeprésentatives de la production d€®iH
mesurée avec et sans HRPO, Barle neutrophileC) les cellules WT-Nox2 eD) les cellules D-
loopNox4-Nox2 sont présentées.

De ce fait, I'activité oxydase totale, évaluée emme totale de RLU pendant 60 min,
est diminuée de 75 % environ pour les cellules PBB-alors que pour le neutrophile elle est
augmentée de 115 % (Figure 50A). Or nous savondagpeoduction d’Q” dans les cellules

PLB-985 et le neutrophile se répartit égalementeelet compartiment intra- et extracellulaire
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(cf. Figure 36). L'addition dHRPO au test permet cévéler principalement la production
extracellulaire d’Q". Il est donc clair qu’en son absence nous mesutonguement la

production intracellulaire dle a la présence is&gque de MPO. De ce fait, il semble qu’il y ait
un défaut d’activité MPO dans les cellules PLB-$8% rapport au neutrophile humain qui se

révéle lors de la stimulation par le PMA.
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L’activité du complexe NADPH oxydase des cellulesagocytaires résulte de
'assemblage des protéines cytosoliques ph6X, p47/hox et p4®hox au niveau du
cytochromebssg, qui est responsable du transfert des électrondAIDPH vers I'oxygéne via
le FAD et les hémes. Le travail présenté ici pgdéica I'élucidation des mécanismes
moléculaires d’activation du complexe NADPH oxydade travail préalablement réalisé au
sein de notre laboratoire a permis d’élucider pHetinent le rble joué par la boucle D
intracytosolique de Nox2 RTSSTKTIRRS™» (Li et al., 2005). Pour cela, la séquence
correspondant a la boucle D de 'ADNc codant NoxZudbi diverses modifications par
mutagenese dirigée, avant transfection stable ldamsdele cellulaire PLB-985 X-CGD dont
le géneCYBB a été inactivé. Ces travaux ont prouvé que laleddade Nox2, localisée avant
le 5° passage transmembranaire porteur d'un des heémeisige au transfert des électrons du
FAD aux hémes, et en particulier les acides amihésgés LyS> Arg'®® et Arg™®. Or, parmi
les remaniements effectués sur la boucle D, cartdientre eux ont permis pour la premiere
fois d'améliorer l'activité NADPH oxydase normalesdcellules PLB-985: la mutation
ponctuelle R199Q et les protéines chiméeres de Nax®enant la boucle D des homologues
Nox1, Nox3 et Nox4. Nous avons choisi d’éluciderifjine de la « super-activité » du mutant
présentant la plus forte surproduction g'Ole mutant « D-loofxs-NOX2 » contenant la
boucle D de la protéine Nox4'¥TASTYAIRVS?®» (Table 2). Notre étude repose sur la
comparaison des mécanismes d’activation des celRIB-985 D-loopNox4-Nox2 par rapport
aux cellules controles PLB-985 WT-Nox2, transfest@ar 'ADNc sauvage de Nox2. De
facon systématique, nous avons contrélé I'exprasdm Nox2 et I'activité NADPH oxydase
des cellules PLB-985 transfectées aprés chaquendéletion de nos clones. Pour cela, nous
avons mis en place une méthode inédite de doublguage en cytométrie en flux, permettant
d’évaluer simultanément I'expression de Nox2 etthaté oxydase PMA-dépendante des
cellules transgéniques élaborées par notre labmrgtiéigure 30). Ainsi, hous nNous assurons
gue I'expression de Nox2 mutée est identique & adl Nox2 sauvage, étape essentielle pour
valider la suite de nos résultats.

Notre méthode de transfection et de différentiatea cellules PLB-985 correspond a
celle utilisée par I'équipe du Dr M.C. Dinauer lats la mise au point du modele cellulaire
PLB-985 X-CGD (Zhen edl., 1993). La différentiation de nos cellules PLB-38msgéniques
en granulocytes ou « neutrophils-like » est indpde un traitement de 6 jours au DMF 0,5 %
en présence de 10 % de SVF. Dans ces condition&0en80 % des cellules PLB-985
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acquierent une activité oxydase (visualisationrpduction du nitro bleu de tetrazolium). Nous
avons testé une autre technique de différentiadies cellules par le DMF en présence de
Nutridoma-SP (Pedruzzi at., 2002) qui n’a apporté aucune amélioration ddivéé oxydase
des cellules PLB-985 par rapport a la méthode éngnrce de 0,5 % de DMF et 10 % de SVF
(Figure 25). La mesure du spectre d’absorptioredsffitiel d’extraits membranaires provenant
des cellules PLB-985 a révélé un taux de cytochrbggede 12,7 + 1,3 pmol/mg de protéines
dans les cellules WT-Nox2 et de 11,1 + 0,7 pmol/dey protéines dans les cellules D-
loopNox4-Nox2, contre 139,2 + 19,9 pmol/mg de praé dans le neutrophile humain. Le
différentiel d’expression de cytochron®ss entre les cellules PLB-985 transfectées et le
neutrophile correspond a celui mis en évidence dasdravaux précédemment publiés (Zhen
etal., 1993 ; Li efal., 2005).

La premiére partie de I'étude a consisté a étdbsr mécanismes moléculaires a

I'origine de la super-activité oxydase du mutanBFA85 D-loopNox4-Nox2.

Le premier travail a été de caractérigeprofil d’activation de la NADPH oxydase
des cellules PLB-985 D-loopNox4-Nox2 entieress-a-vis d’agents stimulants solubles ou
particulaires. La cinétique de production @'Odu super-mutant a été analysée par
chemiluminescence en présence de luminol, et caraparcelle des cellules PLB-985 WT-
Nox2 et celle du neutrophile humain isolé de saégppérique. Nous nous sommes aussi
préalablement assurés que nos cellules PLB-985farebées WT-Nox2 avaient une activité

oxydase identique aux cellules PLB-985 WT d’origavec chacun des agonistes.

Lorsque nous comparons l'activitt NADPH oxydase deltules PLB-985 WT ou
WT-Nox2 a celle du neutrophile humain, nous obtenane activité plus basse quels que
soient les activateurs solubles : en productioaleotle HO, elle est 2, 11 et 18 fois moins
forte pour le PMA, le fMLF, et 'lonomycine respaament. Il en est de méme pour les agents
particulaires : elle est 20 et 138 fois moins fald@s les cellules PLB-985 WT-Nox2 versus le
neutrophile humain pour 'OpZ et les billes de Yatgpsonisées respectivement (Table 3). Bien
gue la méthode de dosage décrite dans la littésatutrlisée pour la mesure de l'activité
NADPH oxydase dans les cellules PLB-985 soit diffiée (réduction du cytochrome c),
lactivité PMA- et OpZ-dépendante des cellules Waxi® que nous mesurons est du méme
ordre de grandeur que celle mesurée par I'équiperddinauer dans le méme type de cellules
(Zhen etal., 1993, Biberstine-Kinkade at., 1999). Par contre, nous n’avons pas reproduit les

résultats de Pedruzzi alt. (2002) lors de l'activation par le fMLF, gu’ils mtyent identiques
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dans les cellules PLB-985 et dans le neutrophiladin, méme en utilisant du Nutridoma-SP
dans le milieu de différentiation (Figure 25). Dardre cas, I'activité oxydase serait méme
diminuée par rapport au milieu de différentiati@ntenant uniguement le SVF. L'importante
différence d’activation des cellules PLB-985, qgek soit leur type, entre I'OpZ et les billes
de latex opsonisées par des IgG, suggere un didastla voie de signalisation médiée par les
récepteurs aux lg. En effet, 'OpZ opsonisé parséomum, qui stimule simultanément les
récepteurs des dérivés du complément (C3b/C3bdestlg, produit une activation 7 fois

supérieure a celle obtenue avec les billes de tategont opsonisées uniquement par des IgG.

Ce qui est remarquable est que le mutant D-loopNdod2 présente une « super-
activité » oxydase par rapport aux cellules PLB-985-Nox2 avec les agonistes solubles (x
4-8 avec le PMA, fMLF ou ionomycine en prenant coenparametre le pic maximal de
production de KO,) mais également lors d’'une stimulation par lesn&ges particulaires (x
1,5-2 avec I'OpZ ou les billes de latex opsoniggesdes Ig G) (Table 3). Bien que le mutant
D-loopNox4-Nox2 soit « super-mutant » quel que Bagoniste utilisé, nous obtenons comme
dans les cellules WT-Nox2, une suractivation plrsefavec les agents solubles comparés aux

agents particulaires. Plusieurs explications soesibles a ce niveau :

- Le processus de phagocytose pourrait étre mis esecanais dans des travaux
précédents nous avons démontré une parfaite phimgecge particules de billes de

latex opsonisées par des IgG (Lakt 2005).

- Grace aux travaux de these de Federica Defenditedfe dans notre laboratoire,
nous avons mis en évidence un défaut de certainegmes granulaires qui
démontrent une absence de granules spécifiques.aGeéalablement été montré
par immuno-histochimie dans les cellules PLB-98®%étknciées en granulocytes
(Tucker etal., 1987) mais également dans les cellules promytdoeg HL-60
(Newburger etl., 1979 ; Harris et Ralph, 1985). Or, nous savore ags granules
sont le réservoir principal de cytochroimgs. Lors de I'activation de I'oxydase par
des agents particulaires, il semble nécessaird guait en permanence une
alimentation en cytochromasg au niveau de la membrane phagolysosomale pour
soutenir une activation intraphagosomale maximap#us longue qu’une activation

uniquement membranaire comme par le fMLF.

- La faible activation de I'oxydase des cellules PA&#s stimulée par des agents

particulaires peut aussi s’expliquer par un défeutéponse aux opsonines utilisées
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pour opsoniser ces agents. Notamment, la voiegihalssation stimulée par les Ig G

semble particulierement déficiente dans les cedl&@leB-985.

Retenons que les activateurs les plus efficaces d#ant une super-activit¢ NADPH
oxydase du mutant PLB-985 D-loopNox4-Nox2 sont I'momycine et le fMLF, deux
agonistes nécessitant une augmentation du taux delcdum intracellulaire pour agir.

Nous reviendrons sur ce point important un peu falims

Nous avons ensuite analydé profil de distribution des O, produits par
chemiluminescence dans les cellules PLB-985 tranggés et dans le neutrophile, en
mesurant la production totale et la production mded’Q,” en présence respectivement de
luminol et d’isoluminol (Figure 36). La NADPH oxys@a du neutrophile humain peut étre
activée dans la membrane plasmique, dans le phagosa cas de phagocytose, ou dans les
membranes granulaires selon un ratio dépendartirdulss employé. Dans le cas des cellules
PLB-985, la répartition de la production des ©st strictement identique dans les cellules D-
loopNox4-Nox2 par rapport aux cellules PLB-985 WTVET-Nox2 quel que soit I'agoniste
employé. La mutation de la boucle D n’'induit dorasple changement conformationnel de
Nox2 pouvant entrainer une localisation différesieda production d’@. Aucuns résultats de
ce type de mesures dans les cellules PLB-985 @@ntapportés dans la littérature. En ce qui
concerne nos résultats avec le neutrophile humidsnsont identigues a ceux publiés
précédemment exceptés avec le fMLF (Dahlgren etskam, 1999). En effet nous avons
montré que seul un quart de 'activité oxydase eutrophile humain stimulée par le fMLF est
extracellulaire alors que, d'aprés les travaux dehlBren et Karlsson, elle est quasiment
exclusivement extracellulaire (Dahlgren et Karlsst®99). Cette divergence de ratio avec le
fMLF est surprenante alors que nous avons reproded profils de distribution d’©
similaires a ceux déja publiés avec le PMA, lionmme et I'OpZ. En effet, I'activation du
neutrophile par le PMA induit une production interet externe équivalentes alors que
ionomycine induit une production quasiment exochesent interne (Lundqvist et., 1995 ;
Dahlgren etal., 1992). Nous avons confirmé que les agents pdatres comme I'OpZ,
permettent une trés faible libération d"@lans le milieu extracellulaire et par conséquet u
optimisation de la réponse oxydative contre legooiganismes phagocytés par le neutrophile
humain. La seule différence notable que nous agemarqué entre les cellules PLB-985 et le
neutrophile humain est que l'activation par I'iongrime ou I'OpZ conduit & une proportion

plus importante de production extracellulaire g'@ue celle observée dans le neutrophile
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humain (25 % versus 6 % avec l'ionomycine et 15ésus 7 % avec I'OpZ). Il semble donc
gue des voies de signalisation impliquant le cahkcimduisent une activation différente du
complexe NADPH oxydase dans les cellules PLB-98%ayaport au neutrophile humaidans

le méme temps, comme nous l'avons vu précédemitiengphore a calcium ionomycine est

I'agent entrainant la plus forte surproduction g'@our le mutant D-loopNox4-Nox2.

La super-activité du mutant D-loopNox4-Nox2 est meate lors d’'une activation par
lionomycine ou par le fMLF, deux agonistes solgblenpliguant un influx calcique
intracellulaire. Notreanalyse de l'activité oxydasex vivo en fonction de linflux calcique
intracellulaire a prouvé que le mutant D-loopNox4-Nox2 présente sensibilité accrue au
calcium libre intracellulaire (Figure 42). D’'unerpd’activité oxydase fMLF-dépendante du
mutant est proportionnellement moins affectée par deplétion en calcium que I'activité des
cellules WT-Nox2 (Figure 42A et B), ce qui pourraduloir dire que le taux de calcium
nécessaire pour avoir une activité oxydase fMLFedéante est moindre pour le super-mutant
par rapport aux cellules WT-Nox2. D’autre part,nheitant D-loopNox4-Nox2 présente une
augmentation de l'activité oxydase 2 fois supégearcelle des cellules PLB-985 WT-Nox2
lors d’'une activation par le fMLF en présence dap#igargine (Figure 42D). Ce produit
permet de stimuler une vidange des stocks inttde@ks de calcium conduisant a I'entrée de
calcium extracellulaire via les canaux SOCs (Thgsetal., 1994 ; Bréchard et Tschirhart,
2008). L'utilisation de la thapsigargine seule é D,3 uM, produit une activation de I'oxydase
du mutant D-loopNox4-Nox2 respectivement 2,5 ebid plus élevée que celle de WT-Nox2
(Figure 42C). Ce simple influx calcique induit parthapsigargine est suffisant pour que la
suractivité de D-loopNox4-Nox2 s’exprime. Par aililg il est intéressant de noter que les
cellules PLB-985 présentent un défaut de réponadhapsigargine par rapport au neutrophile
humain (Granfeldt eél., 2002). En effet la stimulation par 1 UM de thgpsgine provoque
une activité oxydase des cellules PLB-985 WT-Nogal& a 3 % de I'activité obtenue par
stimulation par le fMLF alors que celle du neutrigphactivée par la méme quantité de
thapsigargine, représente un tiers de l'activitd_iMiépendante (Figure 42C, Table 3). Ces
résultats confirment I'existence d’'un défaut deorég®e au calcium des cellules PLB-985 WT-
Nox2 par rapport au neutrophile humain, défautestien partie surmonté grace a la mutation

de la boucle D pour le mutant D-loopNox4-Nox2.

L’augmentation du flux calcique intracellulaireaitf partie intégrante de la

signalisation a l'origine de l'activation de la NABI oxydase. Le calcium est impliqué
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notamment dans la transduction du signal via degeghospholipases et kinases menant aux
evénements de phosphorylation finaux du complexdRIA oxydase. Chaque agoniste de
'oxydase engendre un signal d’activation empruntare voie de transduction spécifique. De
ce fait, les protéines kinases ont un degré d’icagilbn dans I'activation de I'oxydase qui est
fonction de I'agoniste utilisé. Nous avons détedmadegré d’'implication des kinases PKC,
PI3K, MAPKs ERK1/2 et MAPK p38 dans l'activation de I'oxydase du super-mutant D-
loopNox4-Nox2 (Table 5) grace a cing inhibiteurskitease couramment employés (Davies et
al., 2000).

L’activité des MAPKs ERK1/2 a été inhibée par lemgmsé PD 98059 qui empéche
l'activation de la MAPK kinase MKK1 responsable Hactivation des MAPKs ERK1/2
(Davies efal., 2000). Le composé PD 98059 n’a quasiment audeh ®ir I'activité oxydase
du mutant D-loopNox4-Nox2 stimulée par le PMA alorse I'activité oxydase des cellules
WT-Nox2 est inhibée jusqu’'a 40 %. De méme, l'intidsi maximale obtenue de I'activité de
D-loopNox4-Nox2 par PD 98059 est de 58 % contr&8pour les cellules WT-Nox2 lors de
la stimulation par le fMLF (Table 5, Figure 43C)inéi, l'activité oxydase du mutant D-
loopNox4-Nox2 est donc moins sensible que les lesllWT-Nox2, voire insensible aux
événements de phosphorylation ERK1/2-dépendantsuas d’'une activation par le PMA et le
fMLF. Sachant que les MAPKs ERK1/2 du neutrophilents responsables de la
phosphorylation directe du complexe oxydase et’aivation de la phospholipase PLA
(Dang etal., 2003 ; Dewas dl., 2000 ; Syrbu edl., 1999), la mutation de la boucle D dans le
mutant D-loopNox4-Nox2 peut étre a I'origine d’umedification de la conformation de Nox2
favorisant I'association des facteurs cytosoliques I'absence d'événements de
phosphorylation ERK1/2-dépendants, et/ou favoridadtivation de I'oxydase sans avoir
recours a la production d’AA par la PkAPIlusieurs travaux suggéerent en effet une
intervention directe de I'AA sur le cytochronbesg aprés assemblage : 'AA associé a Nox2
participerait a I'activation du canal a protonsaattransfert d’électrons au niveau du FAD, et
serait nécessaire a la transition du cytochrdmgae de son état intermédiaire a I'état active
(Henderson et al., 1995 ; Susztalalet 1997 ; Mankelow edl., 2003 ; Doussiere at., 1999 ;
Cross efal., 1999b ; Foubert &l., 2002). Au contraire du PMA et du fMLF, le compd3@
98059 entraine une inhibition identique de I'adévbxydase apres activation par 'OpZ des
cellules D-loopNox4-Nox2 et WT-Nox2 (Table 5). Gsultat souligne une divergence du role
joué par les MAPKs ERK1/2 lors d'une activation p&@pZ par rapport a celui joué au cours

d’'une activation par le PMAu le fMLF.
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En réalisant I'inhibition de la PKC avec le dérhigindolylmaléimide Ro 31-8220, un
puissant inhibiteur compétitif agissant au niveausde de fixation de I'ATP (Davies et.,
2000 ; Davidson-Moncada at., 2002), nous n’avons observé aucune différenaghibition
entre les cellules D-loopNox4-Nox2 et WT-Nox2 qgak soit I'agoniste utilisé (Table 5). On
sait que I'activation des ERK1/2 par le PMA oulN&LF implique une activation de la PKC en
amont (Figures 14 et 15, Intro 8§ V.2). Nous avonscddémontré que les événements de
phosphorylation induits par la PKC sont nécessaioes I'activation de I'oxydase par le PMA

et le fMLF mais n’influencent en rien la super-aité oxydase du super-mutant.

L’inhibition de la PI3K a été obtenue avec les denRibiteurs ATP-compétitifs
Wortmannin et LY-294002 (Davies @l., 2000). Nous n’avons obtenu aucune inhibition
significative de l'activitt PMA-dépendante des aleds PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-
Nox2 par ces deux inhibiteurs. De plus, ils inhibkactivité oxydase fMLF-dépendante des
cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 dans les mérpegportions (de 30 a 60 % selon
l'inhibiteur, Table 5). Par contre, I'activité NADPPoxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 est
beaucoup moins inhibée par la Wortmannin et le IMa@D2 que celle des cellules WT-Nox2
lors d’'une activation par 'OpZ (Table 5, FigureA)3En effet, lorsque l'activité oxydase des
cellules PLB-985 est inhibée d’environ 80 %, l'ait& des cellules D-loopNox4-Nox2 n’est
inhibée que de 50 % environ. On peut conclure gqyadcessus d’activation de I'oxydase des
cellules D-loopNox4-Nox2 par 'OpZ est moins selsibux événements de phosphorylation

meédiés par la PI3K, par comparaison avec les esIMIT-Nox2.

L’activité de la p38 MAPK a été inhibée par le cams@ pyridinyl imidazole
SB203580, un inhibiteur ATP-compétitif hautemenrdéafique de I'isoforme de la p38 MAPK
la plus active dans les neutrophiles (Daviesalet 2000). Nous n’avons observé aucune
différence d’inhibition de l'activité oxydase paB&03580 entre les cellules WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 lors d'une stimulation par le PMA B fMLF (Table 5). Par contre,
l'inhibition de la p38 MAPK induit un effet différgiel entre les cellules D-loopNox4-Nox2 et
WT-Nox2 au cours d’une activation par 'OpZ (TableFigure 43B). De maniere inattendue,
l'inhibition de la p38 MAPK des cellules PLB-985$0d’'une stimulation par 'OpZ provoque
non pas une inhibition mais une amélioration dectivété NADPH oxydase. Et cette
amélioration tend a étre plus élevée pour le sopgant que pour les cellules WT-Nox2 a la
concentration maximale en SB203580 de 20 uM (+2&efgus +12 % d’activité oxydase). On
peut supposer que la p38 MAPK exerce un rétroctenimégatif sur 'activité de certaines

kinases stimulatrices, ou alors réalise des événemede phosphorylation du complexe
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oxydase qui inhibent I'activité oxydase. Cette e hypothése repose sur des travaux qui
ont démontrén vitro que la phosphorylation de certaines sérines dphegourrait avoir un
effet inhibiteur sur l'activité oxydase phagocyea(lyamaguchi eal., 1995 ; Fontayne &f.,
2002 ; Mizuki et al., 2005). Cependant, il existe des résultats coitEtes sur la
participation de la p38 MAPK lors d'une stimulatipar 'OpZ du neutrophile humain. En
effet, certains travaux ont montré que cette kimdétit pas phosphorylée, donc inactive, en
réponse a I'OpZ alors que d’autres l'impliquent sldiactivation de la PLA par I'OpZ
(Hazan-Halevy et Levy, 2000 ; Brown a&t, 2004). D’autre part, le caractére inhibiteur de |
p38 MAPK a déja été observé dans le neutrophitewé par I'agent de priming GM-CSF :
I'inhibition de la p38 MAPK par SB203580 améliore effet la phosphorylation des MAPKs
ERK1/2 et de p4ghox induite par le GM-CSF (Dang at., 2006).

En étudiant I'effet d’agents de « priming » surctigité oxydase du mutant D-
loopNox4-Nox2, nous avons démontré qu’au cours @’atimulation par 'OpZ, I'agent de
priming TNFa amplifie moins I'activité oxydase du super-mutgoe celle des cellules WT-
Nox2 (Figure 44B). Cette observation suggere qupsrtie de I'effet de priming de I'activité
oxydase OpZ-dépendante par le TNEst déja « en place » dans le super-mutant graae a
mutation de la boucle D. Sachant qu'une des pralegp conséquences du priming est la
phosphorylation préalable de certains acides anuedsfacteurs cytosoliques du complexe
oxydase (Dewas ail., 2003 ; Dang eal., 2006b ; pour revue Sheppardatt, 2005), ceci
renforce I'hypothese selon laquelle la mutation ldeboucle D confere a Nox2 une
conformation facilitant I'activation du complexe ymase sans avoir recours a certains

événements calcium- et kinases-dépendants.

De maniere générale, les résultats d’'inhibitiorenbs avec les cellules PLB-985 WT-
Nox2 révelent une implication de chacune des km#&sstées en corrélation avec les schémas
de transduction du signal établis pour le neutidepiimain et la lignée promyélocytaire HL-
60 (Figures 14 et 15). Concernant la NADPH oxydasenutant D-loopNox4-Nox2, elle est
moins influencée par certains événements de phogphion intervenant lors de son activation
gue celle de WT-Nox2 (ERK1/2-dépendants lors d'amtivation par le PMA et le fMLF,
PI3K-dépendants et p38 MAPK-dépendants lors d'uti@ation par I'OpZ). La suractivité du
mutant D-loopNox4-Nox2 provient aussi d’'une sengédifférente a 'augmentation du taux

de calcium intracellulaire induite par difféerengoaistes (ionomycine, fMLF, OpZ).
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On peut penser que la mutation de la boucle D dtambuD-loopNox4-Nox2 est a
I'origine d’'une modification de la conformation dlx2 favorisant 'assemblage du complexe
NADPH oxydase indépendamment de certains événementgle
phosphorylation/déphosphorylation des facteursspligues mais également de Nox2 (Raad et
al., 2009).En effet la stabilité du complexe NADPH oxydase aie€ pourrait dépendre
d’'un cycle de phosphorylation/déphosphorylation degacteurs cytosoliques et pourquoi
pas de Nox2 elle-méme (De Coursey et Ligeti, 2005fro § V.1). Cette stabilité pourrait

étre accrue grace a la mutation de la boucle D dedX2.

Nous avons alors étudiéattivité NADPH oxydasein vitro du super-mutant D-
loopNox4-Nox2 en systéme simplifi@ partir de membranes purifiées de cellules PLB-985
transgéniques puis a partir de cytochrobag purifié. L'activité oxydase mesurée sur les
membranes purifiées de D-loopNox4-Nox2 activéel’pek est identique a celle mesurée sur
les membranes issues de cellules PLB-985 WT-Nox2]l€ que soit la concentration en
cytosol de neutrophile utilisée (Figure 37). Leacagre super-actif du mutant D-loopNox4-

Nox2 ne s’exprime donc pas en systeme reconstipaétét de membranes purifiées.

Nous avons également réalisé des expériences Bm&ysicellulaire simplifié sur le
cytochrome bssg purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, en présende protéines
recombinantes p4hox, p67phox, et Racl. Afin de réaliser ces expériences, leatybmebsss
des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 félienciées a été purifieé par
immunoaffinité grace a une collaboration établi@ea@Véquipe du Pr Jesaitis (Lord e,
2008). La technique consiste a purifier le cytoomgobsss en une seule étape par
immunoaffinité grace a I'anticorps mAb CS9 (Tayétral., 2004), spécifique de la sous-unité
p22phox du cytochromdssg, apres solubilisation avec le détergent octylgbicd®. Nous avons
réalisé une purification du cytochronigsg des cellules PLB-985 transgéniques avec un
rendement de pres de 10 % et une pureté du cytoetnggsupérieure a 90 % avec un facteur
d’enrichissement de 180 fois environ (Figure 38bl&ad). En partant de cing fois plus de
cellules que I'équipe du Pr Jesaitis (2.1@rsus 18 cellules), nous obtenons un rendement
pres de deux fois plus élevé que le leur. Les ta@sut’activation de la NADPH oxydase
vitro par I'AA, en systéme cellulaire simplifié a partles cytochromesbssg purifiés, sont
superposables a ceux que nous avons obtenus rdesrtnembranes du mutant D-loopNox4-
Nox2 et des cellules WT-Nox2 (Figures 37 et 4Q). déifet, nous n’avons pas obtenu de

différence significative d’activation entre ces Hetypes cellulaires; le turnover du
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cytochrome muté est de 43,3 + 9,9 contre 51,8 #1&)Rd’O, /mol de cytochroméssg's pour

le sauvage. Par contre, apres activation par ldeP#irnover du cytochrombssg muté est
nettement plus élevé que celui du cytochrdmagde WT-Nox2 puisque la valeur obtenue pour
le mutant est supérieure de 59,8 + 17,3 % (n=3)r@@port a celle du cytochrome sauvage
(Figure 41). Nos valeurs sont de l'ordre de cetlbenues par I'équipe du Pr Jesaitis sur le
cytochromebssg sauvage en activant par I'acide phosphatidique8(632,9 mol d’Q/mol de
cytochromebssg/s). Outre un effet non spécifique perturbant la stmectde la membrane
plasmique, ces deux dérivés lipidiques semblenir ales effets plus ciblés. L’AA semblerait
agir directement sur la structure de pddx en mimant son état déplié lorsqu’il a subi des
phosphorylations a fortes concentrations, et pgduméme influencer sa liaison avec pBax

a faibles concentrations (Shiose et Sumimoto, 20D8)méme, le PA aurait la capacité de se
lier au domaine PX de ppfiox (Karathanassis @l., 2002) et serait responsable de I'activation
de la NADPH oxidasen vitro en agissant directement sur les composants du lerenp
oxydase (Palicz edl., 2001). Dans notre cas, il semble que le mécanidactivation du PA
au niveau du complexe oxydase soit plus spécifgpescelui de 'AA puisqu’il mime de plus
prés l'activation du complexe oxydase qui se prodans la cellule entiere. En effet, seul le
PA permet d’obteniimn vitro, dans le systéme simplifié contenant uniquemesitpdetéines du
complexe oxydase purifiées, la surproduction d’asisuperoxydes pour le cytochroimgs
muté. Ceci est encourageant dans la perspectipeodeirein vitro un cytochromedssg super-
actif en vue d’'une approche de thérapie protéigedadgranulomatose septique chronique
(Marques etl., 2007).

Dans la seconde partie du travail, nous nous sommmiEsesses d’activité
microbicide du super-mutant D-loopNox4-Nox2afin de vérifier si la surproduction d;O

pouvait s’accompagner d’'une amélioration du pourarobicide.

La microbicidie résulte de I'action concertée dspeees réactives de I'oxygene, des
enzymes et peptides antimicrobiens, et du fluxgoeide compensation de charge qui soutient
I'activité oxydase et maintient un environnementiropl dans le phagolysosome. Le degré
d’'implication de chacun de ces mécanismes estifondu microorganisme a éliminer. Ainsi,
la NADPH oxydase est absolument requise dans Iééititon de certaines bactéries comme
Staphylococcus aureus alors qu’elle est secondaire dans I'élimination detéries comme

Escherichia coli. De ce fait, des neutrophiles de patients CGD spasiment incapables
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d’éliminer des microorganismes tels g8eaureus et C. albicans mais peuvent tuek. coli
presque aussi efficacement que des neutrophilemawxr [Weiss etl., 1985 ; Rada edl.,
2004 ; Decleva edl., 2006, Defendi eal. (2009)]. Dans ces circonstances, nous avons voulu
vérifié si la surproduction d'© du mutant D-loopNox4-Nox2 s’accompagnait d'une
amélioration de son pouvoir microbicide contre uicroorganisme responsable d’infections
chez les patients CGD. Nous avons fait le choiréadiser nos expériences avec I'entérobacille
Pseudomonas aeruginosa qui est phénotypiquement apparentd@uitkholderia cepacia, un
microorganisme responsable d’infections survenamisda CGD (Winkelstein edl., 2000 ;

van den Berg eal., 2009). Nous avons employé la souche atténuée RAD&st incapable
d’accomplir une lyse cytotoxique (Holloway, 195Bgcheux etl., 1999).

Nous avons observé une activité bactéricide, wisaes bactéries PAO1 a MOI 1,
plus élevée pour le super-mutant que pour lesleslRLB-985 WT-Nox2 dés les premieres 15
min de co-incubation (taux de survie des bactated3,2 + 2,5 % versus 55,1 + 3,1 %). De
méme apres 60 min de co-incubation, le mutant PAmXx4-Nox2 est capable d’éliminer prés
de 90 % des bactéries PAO1 contre 80 % pour lddeeMWT-Nox2 (Figure 45).

Nous avons également démontré que le processumidi@lion de la souche PAO1 de
P. aeruginosa par les cellules PLB-985 implique un mécanismdéyaide NADPH oxydase-
dépendant précoce (<15 min), nécessaire pour umgnation optimale des bactéries, suivi
d’'un mécanisme bactéricide NADPH-oxydase indépeindant l'efficacité est plus tardive
(>30 min) (Figures 45 et 46). En effet, les ceBuRLB-985 dépourvues d’activité oxydase
(cellules X-CGD ou cellules WT-Nox2 inhibées par DPl) sont capables d’éliminer
efficacement les bactéries PAO1 au-dela de 30 meinc@htact mais au terme de la co-
incubation, seuls 60 % des bactéries sont élimipaetes cellules X-CGD contre 80 % par les
cellules WT-Nox2 (Figure 46B). L’augmentation dedfivité oxydase chez le mutant D-
loopNox4-Nox2 permet donc d’améliorer I'activitédbéricide des cellules PLB-985 contre un
microorganisme dont I'élimination est partiellememtydase-dépendante. Cependant, nous
n‘avons pas pu prouver I'existence d’'une surpradact’O,” par les cellules D-loopNox4-
Nox2 lors d’'une stimulation par des PAO1 opsonisgass les conditions expérimentales
strictes de bactéricidie. Cette suractivité estriami plus que probable sachant qu'elle a été
mise en évidence avec les agonistes particulais € billes de latex ainsi qu'avec les
microorganismes opsonis&s albicans et S aureus (travaux de these au laboratoire de

Federica Defendi, article en soumission).
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Il est particulierement intéressant de noter qaliiste une proportionnalité entre
I'activité bactéricide des cellules PLB-985 a I'entre des bactéries PAOL et la quantité,d'O
produits. Une faible production dXO(mutant H490D) est en effet suffisante pour
significativement accélérer la bactéricidie réaigar les cellules PLB-985 comparée a celle
réalisée par les cellules X-CGD (Figure 46A). Césultats confortent I'idée précédemment
emise qu’il existe deux phases de bactéricidiee precoce NADPH oxydase-dépendante et
une seconde dont l'efficacité est améliorée pagrtauction d’Q” durant la premiére phase.
Cette seconde phase comprend des mécanismes aobi@ns dépendant de la libération de
certaines enzymes granulaires (MPO, protéines rigties...etc.). Différents travaux ont
suggérés que la compensation de charge (flux iesjguconcomitante a I'activation de
'oxydase, est susceptible de favoriser la dissmeiaet I'activation des protéases cationiques
attachées a la membrane, directement responsablasbdctéricidie (Reeves @t, 2002). De
plus, il a été démontré que de faibles quantit® duffisent chez le neutrophile a induire une
dépolarisation significative de la membrane. Eetafioins de 5 % de la capacité maximale de
production d'Q" est suffisante pour induire 50 % de la dépolaosa¢n réponse au PMA et
au fMLF (Rada etl., 2004 et 2008). Les résultats obtenus avec le 490D tendent a
corroborer cette hypothése selon laquelle les nigras antimicrobiens secondaires sont
améliorés par une production @'Onéme faible. Ce mécanisme n’exclut cependant padde

bactéricide direct desOet de ses dérivés.

Une microbicidie efficace dans le temps nécessitapport soutenu de cytochrome
bssg au niveau des phagosomes et I'action simultangedeymes antimicrobiennes. Bien que
la surproduction d'@ par le super-mutant D-loopNox4-Nox2 améliore ledtité de la
bactéricidie d’'une souche atténuéeRl@eruginosa, elle ne permet pas aux cellules PLB-985
d’atteindre une efficacité équivalente a celle cwtrophile humain. En outre, nous avons
démontré que I'activité microbicide du mutant Dpdx4-Nox2 n’est pas supérieure a celle
des cellules WT-Nox2 contre des souches viruled&e8. albicans et S aureus (travaux de
these au laboratoire de Federica Defendi, articlsaaimission). Ceci peut étre expliqué par le
fait que les cellules PLB-985 présentent plusiedéficiences par rapport au neutrophile,
limitant fortement leur pouvoir microbicide. Outna déficit en cytochrombssg (Résultats §
1.1.2), nous avons montré un déficit en activité ®MAFigure 50). Des travaux, actuellement
effectués au laboratoire par Federica Defendi, leéwéun défaut d’expression d’enzymes
cationiques antimicrobiennes contenues dans lesilgs spécifiques (lactoferrine, lysozyme)
mais aussi une expression largement diminuée diermordes autres granules (cathepsine G,

élastase), qui peut étre responsable du faiblegohbsactéricide des cellules PLB-985.
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L’amélioration des connaissances du mode de fametiment du complexe NADPH
oxydase doit conduire a plus ou moins long terndesiavancées thérapeutiques. D’'une part,
I'élucidation des mécanismes d’activation du comeleNADPH oxydase peut permettre
d’améliorer les thérapies visant a inhiber l'adBivioxydase au cours de pathologies
inflammatoires. D’autre part, nos travaux peuvemttcbuer a augmenter l'efficacité de la
stratégie thérapeutiqgue de la CGD par transfettefoe utilisant la « protéine-médicament ».
Cette technique correctrice consiste a apportgrdgeine Nox2 dans les cellules cibles. Des
premiéres expériences prometteuses de syntheseéineprporation de Nox2 dans des
liposomes ont déja été réalisées (Marques et @07)2 Une modification préalable de la
protéine Nox2, pour augmenter son activité et/austbilité, est susceptible de renforcer

I'efficacité d’une telle approche thérapeutique.

Perspectives

- A court terme, la suite de notre travail va seafiser sur I'étude de I'influence de
I'état de phosphorylation des facteurs cytosoligeiede Nox2 sur I'assemblage du complexe
NADPH oxydase du super-mutant D-loopNox4-Nox2. Paeta, nous allons analyser
l'influence de la phosphorylation des facteurs sgtmues recombinants et de Nox2 sur le
processus d’activation du complexe NADPH oxydasetro.

- Un suivi des changements conformationnels de NexZrésence des différents
partenaires du complexe oxydase pourrait étre ageispar la technique du FRET

(Fluorescence Resonance Energy Transfer) afin oiiro@r notre hypothése.

- Le transfert électronique vers les hemes desamtsitde la boucle D étudiés au
laboratoire sera examiné par microscopie Raman ddirconfirmer la participation de cette
boucle dans le transfert électronique du FAD ayigene via les hemes (Collaboration Dr
Henk-Jan van Manemiophysical Engineering group, University of Twentiee Netherland).
Nous analyserons si ce transfert électronique @aumes est favorisé chez le super-mutant D-
loopNox4-Nox2.

- Afin d’évaluer la participation de chacun desnéddts de I'arsenal microbicide vis-

a-vis de différents microorganismes, il pourraie@ntéressant d’étudier le pouvoir bactéricide
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des cellules PLB-985 aprés transfection stable el'on plusieurs protéines cationiques

déficientes (cathepsine G, élastase, lactoferrirte.).e

- Dans le cadre d’'une collaboration avec le Pr &isBaint, une étude de l'interaction
hoéte/pathogene va étre entreprise, impliquént aeruginosa et nos cellules PLB-985
transgéniques produisant différents taux d:Q.e principe est d’analyser la réponse de la
bactérie au niveau de ses voies de synthése deutedéle signalisation interbactériennes en

fonction du taux de dérivés oxygénés produits @aigranulocytes.
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La NADPH-oxydase phagocytaire, responsable de talymtion d’anions superoxydes
microbicides, résulte de I'assemblage des protémyssoliques avec le cytochroni®sg
membranaire redox formé de Nox2 et p&. Nous avons mis en évidence précédemment que
le remplacement de la boucle D de Nox2 par cell®ae4 (mutantD-loopnoxa-NOX2) était a
'origine d’'une « super-activité » oxydase. Le g@ét travail a consisté a élucider les
mécanismes moléculaires a l'origine de la supeawietoxydase de ce mutant. Le mutant
présente une activité oxydaeevivo 2 a 8 fois supérieure a celle de cellules PLB-98b
Nox2, en réponse aux stimuli solubles et particesaiCette suractivité est plus importante en
réponse a lionomycine et au facteur chimiotactiglF, dont les voies d’activation
impliquent une augmentation du taux de®'CaCette suractivité a également été mise en
évidence dans un systeme simplifiévitro contenant uniquement les protéines purifiées du
complexe oxydase et activé par I'acide phosphai&lid.’activité oxydase du mutaex vivo
présente une sensibilité accrue a un influx deiwalcLe cytochromebssg muté est moins
sensible aux événements de phosphorylation dépentlaRK1/2 durant l'activation par le
fMLF. Ainsi, la suractivité du mutant D-loopNox4-X® pourrait provenir d’'une modification
de la conformation de Nox2 mutée, favorisant I'éetivé du complexe oxydase. De plus, la
super-activité du mutant améliore son pouvoir bégtie vis-a-vis de la souche atténuée
aeruginosa PAO1. Enfin, nous avons pu mettre en évidenceidterce de deux phases
distinctes et interdépendantes dans le processhiaatiéricidie de ce microorganisme.

The phagocytic NADPH oxidase, responsible for soxiele anions production, becomes
activated after assembly of cytosolic proteins wagtiochromebssg, the transmembrane redox
core of the enzyme composed of Nox2 andpp@2 We have previously observed that

replacement of the D-loop of Nox2 with D-loop of do(mutantD-loopnoxa-NOX2) induced a
NADPH oxidase super-activity. The present work waselucidate molecular mechanisms
responsible for the overproduction of superoxidems by the D-loopNox4-Nox2 mutant. The
super-mutant exhibits aex vivo oxidase activity which is 2 to 8 times higher thtaat of the
WT-Nox2 PLB-985 cells, after stimulation by solutd@d particulate agonists. The highest
NADPH oxidase activity is obtained after ionomyand fMLF chemotactic peptide activation,
including signalling pathways with an increase af ‘€ This overproduction is also observied
vitro in a cell free system using only purified proteaighe oxidase complex, and activated by
phosphatidic acidex vivo oxidase activity of the mutant demonstrated ararobd sensitivity to
calcium influx. The mutated cytochrom®sgs is less dependent on phosphorylation events
ERK1/2-dependent occurring during activation wikhLf. Then, the super-oxidase activity of
the D-loopNox4-Nox2 mutant could come from a confational change of Nox2 improving the
NADPH oxidase activated state. Moreover, superoxddsns overproduction by the mutant
improves its killing activity against attenuatedast of P. aeruginosa PAO1. At last, we have
found that the bactericidal process of this micgamism by phagocytes consists in two distinct
and interdependent phases.

Mots-clés: NADPH oxydase; CGD; Nox2 (gpptox); cellules PLB-985 X-CGD
transgéniques ; cytochrorbgsg; microbicidie



