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INTRODUCTION GENERALE



Les formes réactives de I'oxygéne (FRO), telles que I'anion superoxyde (O, ), le
radical hydroxyl (OH9) et le peroxyde d’hydrogene (H,O,) sont de petites molécules a
forte potentialité oxydante longtemps considérées comme les produits secondaires
de difféerents systémes enzymatiques comme le cytochrome P450, la chaine
respiratoire mitochondriale, la lipoxygénase ou encore la xanthine oxydase.

La découverte de la NADPH oxydase phagocytaire il y a une trentaine d’années, a
permis d’identifier pour la premiere fois un systeme enzymatique dont la fonction est
uniquement dédiée a la production des FRO. La NADPH oxydase des phagocytes
(polynucléaires neutrophiles, macrophages, monocytes), joue un rble clé dans la
défense anti-infectieuse de I'organisme contre divers agents pathogenes (bactéries
ou levures principalement) en générant de facon rapide et massive les FRO
hautement toxiques. Ce phénomeéne, connu aussi sous le nom d’explosion oxydative,
a été identifié pour la premiere fois en 1933, bien avant la découverte méme de
I'identité moléculaire de la NADPH oxydase effectuée en 1978 par I'équipe de Segal.
Pendant longtemps, il a été considéré que cette enzyme était restreinte aux
phagocytes. Cependant des 1991, Meier et Jones observent dans les fibroblastes
une activitt NADPH oxydase faible mais sensible au diphényléne iodonium (DPI),
inhibiteur sélectif des flavoprotéines déshydrogénases dont fait partie la NADPH
oxydase phagocytaire, suggeérant ainsi I'existence de NADPH oxydases non
phagocytaires. Ce n’est qu’a partir de 1999 que plusieurs homologues de la NADPH
oxydase phagocytaire ont été décrits dans de nombreuses cellules au sein de
différents organes. NOX1 (NOX, pour NADPH Oxidase), fortement exprimée dans
les cellules épithéliales du colon, est le premier homologue a avoir été identifié. Par
la suite, plusieurs autres homologues ont été clonés dans divers tissus par
différentes équipes. Il s’agit de NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 et DUOX2 (DUOX,
pour Dual Oxidase). La NADPH oxydase phagocytaire a été renommée NOX2. Les
NOXs sont impliquées dans diverses fonctions biologiques telles que la signalisation
intracellulaire, 'immunité innée, la prolifération cellulaire, 'apoptose, la régulation de
la pression artérielle, la synthese d’hormones. Cependant, en raison de leur haute
réactivité avec les molécules biologiques telles que les lipides, les protéines et les
acides nucléiques, les FRO peuvent représenter une arme a double tranchant. Ainsi,
lorsqu’elles sont produites de facon inappropriée ou excessive, les FRO peuvent

induire un état de stress oxydant responsable de lésions tissulaires contribuant a la



physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires, telles que la polyarthrite
rhumatoide ou encore les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI).

La haute toxicité et réactivité des FRO, impliquent que les NOXs soient soumises a
une régulation tres fine. Tel est le cas de NOX2. Dans les phagocytes au repos, les
différentes sous-unités qui forment NOX2 sont dispersées entre le cytosol (p40~H°%,
p47°"oX  pe7"HOX et la petite protéine G Rac 1/2) et la membrane plasmique
(gp91PHO*/INOX2 et p22°"9% formant le cytochrome bsss) empéchant ainsi  toute
activation de I'enzyme. Un des événements majeurs de l'activation de NOX2 est la

7°H%% gy la

phosphorylation de certains composants cytosoliques tels que la p4
p67PHOX
permettre la formation d'une enzyme catalytiguement active a l'origine de la
production de FRO.

Parmi les homologues de NOX2, NOX1 est structurellement et fonctionnellement la

, conduisant a leur translocation vers le cytochrome bssg membranaire pour

plus proche de NOX2. Elle interagit avec la p22°"°* et son activation requiert
egalement des protéines cytosoliqgues: NOX organizer 1 (NOXO1) et NOX activator
1 (NOXAL), qui sont les homologues respectifs de la p47°"%* et de la p67°"°%. La
petite protéine G, Racl, est aussi nécessaire pour le fonctionnement de NOX1.
NOX1, NOXO1l et NOXA1l sont abondamment exprimées dans les cellules
épithéliales du colon et pourraient étre impliquées dans la défense immunitaire innée
de la muqueuse intestinale dans les conditions physiologiques. Cependant les
mécanismes qui régulent l'activation du complexe NOX1 demeurent obscurs et la
plupart du temps ont été déduits de I’'homologie ou de la différence structurelle qui
existent entre NOX2 et NOX1.

Dans ce contexte, mon projet de thése a eu pour objectif de déterminer les
mécanismes moléculaires fondamentaux qui régulent I'activation de NOX1. Je me
suis en particulier intéressée aux processus de phosphorylation, dont I'importance a
été bien établie pour NOX2. Qu’en est-il pour NOX1?

1) Dans un premier temps, jai étudié la phosphorylation de NOXAL. Jai ainsi
identifié les acides aminés phosphorylés sur NOXA1, déterminé les kinases
impliqguées et analysé les conséquences de ces phosphorylations sur

'assemblage et I'activation de NOX1.



2)

Dans un deuxieme temps, j'ai étudié la phosphorylation de NOXO1. Comme
pour NOXA1, Jai identifié les acides aminés phosphorylés sur NOXO1,
déterminé les kinases impliquées et analysé les conséquences fonctionnelles

de ces phosphorylations.

Mes résultats montrent gue:

1)

2)

NOXAL, la sous-unité activatrice du complexe NOX1 est phosphorylée de
facon constitutive dans les cellules au repos. Ces phosphorylations diminuent
ses interactions avec la sous-unité catalytique NOX1 et la petite protéine G

Racl, ce qui a pour conséquence de prévenir I'hyperactivation de NOX1.

NOXO1, la sous-unité organisatrice est phosphorylée par les PKC au cours de
la stimulation des cellules par le Phorbol myristate acétate (PMA). Cette
phosphorylation favorise les interactions de NOXO1 avec la sous-unité

2PHOX

cytosoliqgue NOXAL et avec la sous-unité membranaire p2 , augmente sa

localisation membranaire et entraine une hyperactivation de NOX1.

Dans ce manuscrit, je ferai d’abord un rappel des connaissances actuelles sur les

différentes NADPH oxydases et leurs mécanismes de régulation, jinsisterai

particulierement sur NOX1. Je présenterai par la suite mes travaux de recherche et

les résultats obtenus. Enfin, je terminerai par une discussion de mes résultats par

rapport aux données de la littérature.
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l. NOX2, LE PROTOTYPE DES CELLULES PHAGOCYTAIRES

La NADPH oxydase NOX2 est le «patriarche» de la famille des NOXs et est un
puissant systeme générateur de FRO dans les cellules phagocytaires a savoir les
polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les monocytes. Bien qu’il soit connu
depuis 1933 que lincubation des neutrophiles avec les bactéries entraine une
consommation accrue d'oxygeéne [Baldridge 1933] insensible au cyanide [Sbarra
1959] et donc distincte de la respiration mitochondriale, ce n'est qu’en 1978 que
'enzyme impliquée dans ce processus, a savoir NOX2, a été découverte par I'équipe
de Segal [Segal 1978] .

La production massive des FRO par NOX2 joue un rOle essentiel dans la
bactéricidie. Ceci est bien illustré par la granulomatose septique chronique (CGD),
une maladie génétique caractérisée par la déficience d’'un des composants de
NOX2, qui se traduit par I'absence de production de FRO et par l'incapacité a
éliminer I'agent pathogéne, ce qui aboutit a des infections bactériennes ou fongiques
graves et répétées, des le plus jeune age [Heyworth 2003] . Bien que les monocytes,
les macrophages et les lymphocytes B [Morel 1993] expriment également NOX2, les
polynucléaires neutrophiles (PN) restent le systeme ou lI'enzyme est la mieux
étudiée. Par ailleurs, la plupart de ce qui est connu de la structure et de la régulation
des autres NOXs découlent directement de notre compréhension de NOX2. Aprés un
bref rappel sur les PN, je détaillerai donc la structure et la régulation de NOX2, en
développant tout particulierement I'importance des phosphorylations dans cette

premiére partie.

I.1- Bref rappel sur les Polynucléaires Neutrophile s (PN)

Les PN humains (Figure 1) jouent un rdle essentiel dans I'immunité innée en
intervenant dans la défense anti-infectieuse de I'héte contre les agents pathogénes
(bactéries, levures, virus) [Witko-Sarsat 2000]. Cette cellule va acquérir, lors de sa
maturation dans la moelle, des granulations azurophiles (primaires), des granulations
spécifiqgues (secondaires), des granulations riches en gélatinase et des vésicules
sécrétoires qui contiennent des peptides antimicrobiens et des enzymes
protéolytiques. Aprés sa maturation, le PN reste 0 a 5 jours dans la moelle puis
passe dans la circulation sanguine ou sa demi-vie est classiguement de quelques

heures. Sous l'influence de différents stimuli, les PN qui sont au repos dans le sang
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circulant, vont adhérer a la paroi vasculaire, glisser entre les cellules endothéliales
(diapédese) puis migrer a travers les tissus vers le foyer infectieux en suivant un
gradient de substances chimioattractantes (IL8, C5a, LTB,4, PAF, fMLF,...) (Figure
2). A ce niveau, l'adhérence a la cible suivie de son englobement aboutissent a la
formation du phagolysosome et vont engager le PN dans la réponse bactéricide. Le
PN utilise de facon coopérative deux systéemes pour détruire I'agent infectieux: le
premier systeme qui est indépendant de I'oxygene, fait intervenir la libération, dans le
phagosome, de peptides anti-microbiens et d’enzymes lytiques initialement contenus
dans les granulations. Le deuxiéeme systeme est dépendant de l'oxygeéne et fait
intervenir une production rapide et massive des formes réactives de l'oxygéene
(FRO), appelée explosion oxydative. Les FRO ont une activit¢é microbicide et
cytotoxiqgue. Ce sont des molécules a potentialité oxydante qui contribuent a la
destruction des agents pathogénes en induisant des altérations des lipides, protéines
et acides nucléiques.

12



Figure 1: Le polynucléaire neutrophile (PN)
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Figure 2: Migration du PN vers le site infectieux [  Witko-Sarsat 2000]
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|. 2- Structure de NOX2

Comme mentionné précédemment, le systéme générateur des FRO dans les
phagocytes est la NADPH oxydase NOX2. Ce systeme est étudié depuis quelques
décennies. Des 1961, les travaux de Lyer et coll. montrent que I'explosion oxydative
entraine une production de peroxyde d’hydrogéne (H.0,) [Lyer 1961] . Rossi et Zatti,
en 1964, observent que cette réaction est accompagnée de I'oxydation du NADPH
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) [Rossi 1964]. En 1973, Babior et
coll. démontrent que le produit initial généré est en fait I'anion superoxyde O, et non
'H,O, [Babior 1973] . La somme de ces données renseigne sur lorigine de
'appellation NOX, pour NADPH oxydase. Il est maintenant bien établi que sous
linfluence de différents stimuli, cette enzyme catalyse la formation des anions
superoxydes (O, ) par la réduction monovalente de I'oxygéne moléculaire aux
dépens du NADPH cellulaire provenant de la voie des hexoses monophosphates. La
production des FRO se fait sur la face externe de la membrane plasmique qui
devient la face interne de la membrane du phagosome lors des processus de
phagocytose des microorganismes. La réaction conduisant a la production de I'anion

superoxyde est la suivante:
NADPH + 20, —> 20, + NADP* + H'

Les radicaux O,  sont les précurseurs d’autres molécules oxydantes hautement
réactives qui sont le radical hydroxyle (OH’), I'oxygéne singulet (O,%), le peroxyde
d’hydrogene (H.O-) et I'acide hypochloreux (HOCI) qui est formé en présence de
chlorure (CI).

La NADPH oxydase NOX2 est un complexe multimoléculaire et les facteurs
essentiels a son fonctionnement ont été mis en évidence grace a la granulomatose
septique chronique liée a un dysfonctionnement de I'enzyme mais également grace
a des études de reconstitution de l'activité enzymatique en systeme acellulaire
(notion détaillée plus loin). La NADPH oxydase NOX2 est constituée de plusieurs
protéines qui sont réparties entre les fractions membranaires et cytosoliques dans
les PN au repos, évitant ainsi toute activation basale de 'enzyme [Chanock 1994,

Babior 1999, El Benna 2005] . Les composants membranaires sont la gp91~"°%,

2PHOX

renommée NOX2, et la p2 (PHOX pour phagocyte Oxydase); ils forment le

flavocytochrome b558.
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Les composants cytosoliques sont la p47°"%% la p67°H%%, la p40™"%* et la petite

protéine G Rac2 (ou Racl) (Figure 3).

Membranejtiiii

& (=

Cytosol

Figure 3: La NADPH oxydase au repos

[.2.1- Les composants membranaires

Le flavocytochrome b558 qui est intégré a la membrane représente le composant
ultime de la chaine de transfert des électrons et doit son nom a son spectre
d’absorption (bande a a 558nm) [Cross 1984] . Il a été identifié en 1978 par Segal et
Jones qui ont noté son absence dans les PN de nombreux patients atteints de CGD
[3]. Le cytochrome b558 est une hémoflavoprotéine composée de deux sous-unités:

la p22PHOX 1PHOX

(sous-unité a) et la gp9 (sous-unité B ou NOX2 qui a donné son
nom a I'enzyme), associées de facon non covalente. Les études de densitométrie et
de «Cross-linking» effectuées sur des phagocytes ont montré un rapport
stoechiométrique de 1:1 entre NOX2 et la p22°H°* [Huang 1995, Wallach 1996] .
Cette hémoflavoprotéine a un potentiel d’'oxydoréduction tres bas (-245 mV a pH 7)
ce qui lui permet de réduire directement I'oxygéne de l'air [Rotrosen 1992] . Au
repos, le cytochrome bssg est présent a 90% au niveau des membranes des

granulations spécifiques et a 10% dans la membrane plasmique [Ginsel 1990] . Lors
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de lactivation du systeme oxydasique, le cytochrome bssg contenu dans les
granulations spécifiques est transféré vers les membranes plasmique et
phagosomale [DelLeo 1996]. Le cytochrome bssg est €galement le point d’ancrage
des autres composants de la NADPH oxydase aprés stimulation. Dans le PN stimulé,
il intervient dans I'organisation du complexe actif par interaction de ses domaines
cytosoliques avec les sous-unités cytosoliques en particulier la p47°H°* [Rotrosen
1990], la p67°"°* [Dang 2001a, Dang 2002] et Rac 2 [Babior 2002] .

1.2.1.a- La gp91~"9* / NOX2

La gp917H°* / NOX2 est la sous-unité catalytique du complexe enzymatique NOX2.
Le géne codant pour la gp91™"®* a été cloné par Royer-Pokora [Royer-Pokora
1986] et Teahan [Teahan 1987] vers la fin des années 80. Ce gene, CYBB
(Cytochrome b558 Beta chain), de 30kb et formé de 13 exons est situé sur le
chromosome X dans la région Xp2l.1. L’ARN messager (ARNm) qui lui est
spécifique fait 5kb. Le produit de cet ARNm est une protéine de 570 acides aminés

ayant un point isoélectrique (PI) égal a 9.

La protéine NOX2 est d’abord synthétisée comme une protéine de 58 kDa puis en
tant que précurseur glycosylé de 65kDa dans le réticulum endoplasmique, appelé
gp65. Seule une partie de la gp65 synthétisée est transformée en gp91™"°* ou NOX2
mature. La synthése de NOX2 et son association avec la p22°"%*, constituent une
étape importante de la maturation du cytochrome bssg dans les cellules
phagocytaires [Zhen 1993, Yu 1997] . Par ailleurs, il est connu que I'absence de I'une
(NOX2 ou la p22PH°%) chez les patients atteints de CGD entraine I'absence de

l'autre, suggérant un role stabilisateur des deux protéines [Yu 1998].

L'alignement de la séquence de la gp91™"°*/NOX2 avec les membres de la famille
des ferrédoxines réductases prédit une structure topologique comprenant 6 hélices a
transmembranaires notées de | a VI dans la partie N-terminale et une région
cytoplasmique contenant les sites de fixation pour la Flavine Adénine Dinucléotide
(FAD) [Babior 1977, Sumimoto 1992, Nisimoto 1995] et le NADPH [Doussiere
1993] dans la partie C-terminale (Figure 4). Les sites de liaison potentiels du FAD
sont localisés au niveau des acides aminés **HPFTLSA3? et *RIVGD**

[Rotrosen 1992, Segal 1992, Sumimoto 1992] alors que ceux du NADPH sont
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situés au niveau des séquences ““MLVGAGIGVTPF*®, *“2yWLCR*®, *MGLKQ" et
371CG*® [Segal 1992, Sumimoto 1992].

Comme l'indiquent les deux lettres gp (gp: pour glycoprotéine), la gp91”"*/NOX2
est une protéine fortement glycosylée [Harper 1985, Wallach 1997] , qui sur gel de
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel), migre sous la forme d’'une
trainée de masse moléculaire apparente allant de 70 a 91kDa [Kleinberg 1989] , ce
qui refléte I'hétérogénéité de la glycosylation: la partie glucidique représente environ
33% du poids moléculaire. La glycosylation a lieu sur les résidus asparagines 132,
149 et 240 situés dans les seconde et troisieme boucles extracellulaires [Wallach
1997].

Par ailleurs, la gp91"°*/NOX2 contient deux hémes non identiques avec des
potentiels d’oxydo-réduction de -225mV et de -265 mV [Cross 1995b]. Ces hémes
se lient a deux paires d’histidines, His 101-209 et His 115-222, localisées dans les
hélices a transmembranaires 11l (His 101 et 115) et V (His 209 et 222) [Biberstine-

Kinkade 2001] . La mutation de ces histidines en leucines empéche la maturation et
'adressage vers la membrane du cytochrome b558 et de plus entraine une perte de
la capacité a générer I'anion superoxyde [Biberstine-Kinkade 2001] . Bien que la
glycosylation de la gp91°"9*/NOX2 ne soit pas nécessaire a la formation de
I'hétérodimére gp91°"9*-p22PHO%  'acquisition de I'héme I'est impérativement [Yu
1997, Yu 1999]. L'hétérodimeére serait plus stable apres insertion de 'héme.

La gp91°"°*/NOX2 contient donc tous les éléments nécessaires au transfert des
électrons du NADPH vers I'oxygene moléculaire a savoir deux hémes, des sites
consensus de liaison pour la FAD et le NADPH. Elle catalyse ce transfert selon la

séquence suivante:

NADPH — FAD — Hemel —> Héme2 —O0O,

En plus de son role catalytique, il a été montré que la gp91”"%* / NOX2 posséde
plusieurs sites d’ancrage potentiel pour les protéines cytosoliques apres stimulation
des PN. Ainsi, plusieurs études ont suggéré que la séquence **RGVHFIF>® de
NOX2 est importante pour son interaction avec la p47™"°* [Kleinberg 1990, DeLeo,

1995], de méme la leucine 505 semble jouer un réle important dans son interaction

PHOX
7

avec la p6 [Li 2007]. De plus, I'équipe de Bokoch a récemment démontré que
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la séquence “°ILKSVWYKYCNN**® de NOX2 intervient directement dans I'interaction
avec Rac afin de promouvoir I'activation de la NADPH oxydase. Ce site est conservé
dans les NOXs régulées par les petites protéines G Rac, a savoir NOX1-2-3, mais
pas dans les autres membres de la famille NOX dont la régulation ne nécessite pas
Rac (NOX4, 5 et DUOX1/2) [Kao 2008] .

Il est a noter que 2/3 des cas de CGD sont dus a des mutations dans le gene CYBB
[Dinauer 1987, Rotrosen 1992, Roos 1996, Morel 2007 ]. Ces mutations,
hétérogenes sans génotype prédominant [Jurkowska 2004] se traduisent dans 90%
des cas par I'absence du cytochrome b558 [Segal 1987] . Certaines formes rares de
ces CGD, dites liees a I'X, expriment une protéine NOX2 non fonctionnelle [Cross
1995a].

1.2.1.b-La p227HoX

La p22PH°% | protéine transmembranaire partenaire de la gp91™"%% a été identifiée en
1987 par I'équipe de Segal qui a démontré que le cytochrome b558 était en fait
composeé de deux polypeptides de 91 et 22 kDa [Segal 1987] . Il s’agit d’'une protéine
de 195 acides aminés et de Pl égal a 10. Comme l'indique son nom, elle migre sur
gel de SDS-PAGE a un poids moléculaire apparent de 22kDa [Roos 1994] . C'est le
produit du géne CYBA (Cytochrome b558 Alpha chain) localisé sur le chromosome
16, dans la région 16g24 et faisant 8.5kb de taille [Dinauer 1990] . Ce gene formé de
6 exons est transcrit en un ARNm de 0.8kb [Roos 2003] . Contrairement & NOX2 qui
2PHOX

est surtout exprimée dans les cellules myéloides, TARNm de la p2
de facon ubiquitaire [Bedard 2007] .

est exprimé

La p22°"9% est une protéine non glycosylée [Parkos 1987] dont la structure
topologique comprend une extrémité N-terminale cytosoligue, deux hélices a
transmembranaires et une longue queue C-terminale cytosolique contenant une
Région Riche en Proline (PRR) de type PXXP (Figure 5) [Campion 2009] . Cette
région PRR constitue le point de liaison aux domaines SH3 (Src Homology domain 3)
des sous-unités cytosoliques [Sumimoto 1994, Leto 1994] notamment la p47~H%
[Sumimoto 1996]. L'interaction p22PH%-p477H%  semble étre critique pour

I'activation de la NADPH oxydase car une mutation de la proline 156 (présente sur le
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motif *°*PPRPP%) de p22°"°* bloque la fixation de la protéine p47”"%* entrainant

une absence d'activité NADPH oxydase [Dinauer 1991] .

La p227H°% qui lie la gp91°"°* avec un rapport 1:1 [Huang 1995, Wallach 1996] est
essentielle a la maturation et a la stabilité de son partenaire permettant ainsi la
formation d’'un complexe NOX2 actif [DeLeo 2000] . En effet, la gp91°"%* est absente
chez les patients atteints de CGD due a une mutation de la p22°"°* [Parkos 1989,
Stasia 2002].
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Les Sous-unités Membranaires de NOX2
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Figure 4: Structure de la gp91 PHO*[El-Benna 2010]
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Figure 5: Structure de la p22 ""°* [El-Benna 2010]
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|.2.1.c- Processus de transfert des électrons par le cytochrome b558

Le transfert d’électrons est un processus qui se fait en sept étapes (Figure 6) : Tout
d’abord, il y a transfert de deux électrons du NADPH cytosolique vers le FAD oxydé,
le FAD est alors réduit en FADH,. Ce FADH, va par la suite transférer les électrons
un a un a 'héme interne, étant donné que I’heme ne peut en accepter qu’un a la fois.

A Tlissue du transfert du premier électron, le FADH, est transformé en FAD

semiquinonique (FAD'). L’héme interne qui a recu I'électron l'utilise pour réduire

bY

’héme externe qui a son tour va le transférer a I'oxygéne moléculaire et ainsi

produire le premier anion superoxyde. Au cours des étapes cing, six et sept, le
deuxiéme électron est transféré du FAD' vers I’heme interne puis vers 'héme externe

et finalement a 'oxygene moléculaire [Cross 2004] . Il y a alors génération de deux

anions superoxydes.

. FAD ‘\5’ Cytochrome b md—-\.ﬁ_/- Cytochrome b ox \?’ 05

o

/ -256m‘u; \ .225mv 13): -265mV 16/ | ~160mV
e | & I'
{ / : \‘
1 / \ Cytochrome b ox“ A Cylochrome b & T 0,
NADPH -/ V4

|
N\ -
-320mv | 2¢  FAD*
/

NADP \ ‘\,.2 A 3 ) 4 -
'.\ \ ’ ytochrome md»\\ /~ Cytochrome b ﬁx‘ f 0,

' 1e [ oo5my | -265mv \
\‘\ -304mV /\ > e 65 le ), ~160mV
FADH 2-"' " Cytochrome b, 4N Cytochrome b red"’/ \\ 0,
\ Inner heme Quter heme
Cytosol Phagosome
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Figure 6: Chaine de transfert des électrons au sein du cytochrome b
[Cross 2004]

I. 2.2- Les composants cytosoliques

L'implication de facteurs cytosoliques en tant qu’éléments entrant dans la
composition de la NADPH oxydase phagocytaire a d'abord été suggérée par
I'existence de certaines formes de CGD ou la bande d’absorption a du cytochrome
b558 est toujours présente [Borregaard 1983] . Le développement du systeme

acellulaire permettant la reconstitution de [lactivité NADPH oxydase grace a
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lincubation de fractions membranaires avec des fractions cytosoliques de PN
[Bromberg 1985] en présence d’agents activateurs comme l'acide arachidonique ou
le Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) a conduit & la découverte de la p67°"°* et de la
p47°"9%  Ainsi, contrairement aux cytosols de PNs d'individus sains, les cytosols
provenant de PNs de malades atteints de formes autosomales (non liées au
chromosome X) de CGD n’induisent pas d’activité de production de FRO malgré la
fonctionnalité des fractions membranaires qui leur sont associeées. Ce défaut
d’activité est lié a 'absence de I'une ou l'autre des protéines cytosoliques de NOX2
[Nunoi1988, Volpp 1988] & savoir la p47°"°* ou la p67°H°*%.

1.2.2.a-La p47°~Hox

La p47°"%% est le produit du géne NCF-1 (Neutrophil Cytosolic Factor 1) de taille 17-
18kb, formé de 9 exons et situé dans la région 7q11.23 du chromosome 7. Le
transcrit de ce géne est un ARNm de 1.4kb exprimé essentiellement dans les cellules
phagocytaires.

La p47™"°* est formée de 390 acides aminés, a un poids moléculaire apparent de
47kDa et possede un Pl avoisinant les 10. A I'état de repos du neutrophile, elle est
présente dans le cytosol sous deux formes: une forme libre et une forme complexée
avec la p67°"% et la p40™"°* (& un rapport 1:1:1) [Park 1992, Lyer 1994, Lapouge

2002].

Cette protéine basique est composée d'un domaine PX, pour Phox Homology,
(séquence conservée d'environ 120 acides aminés intervenant dans la liaison aux
phospholipides) qui lui permet de lier les phosphoinositides [Ago 2001] notamment
les phosphatidylinositols(3,4)-bisphosphates  (PtdIns(3,4)P2) produits par la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) suite a la stimulation des PNs [Kanai 2001,
Karathanassis 2002] , d'un tandem de domaines SH3 (SH3: domaine d’environ 60
acides aminés assurant les liaisons protéine-protéine par interaction avec les
séquences PRR) qui est impliqué dans linteraction avec le domaine PRR de la
p227H9% [Leto 1994, Leusen, 1994, Groemping 2003] , d’une région auto-inhibitrice
(AIR) qui prévient linteraction avec la p227"°* tant que la p47°"°* n'est pas
phosphorylée [Ago 2003, Peng 2003] et enfin d’'un domaine PRR qui lui permet
d’interagir avec son partenaire: la p67°"°* [Finan 1994] (Figure 7) .
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Les Sous-unités Cytosoligues composant NOX2
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Figure 7: Structure de la p47 "X
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Figure 8: Structure de la p67 "%
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Figure 10: Structure de Rac 2



La p47°"%% est dite sous-unité “organisatrice” car c’est elle qui est responsable de la
translocation du complexe protéique cytosolique (p47~"*-p677"*-pa0™%) vers la
membrane et ce grace a ses interactions: avec les lipides membranaires et avec la
p22"H9% g’'une part et avec la p67°"°* d'autre part. En effet, les PN de patients CGD

7PHOX 7PHOX

déficients en p4 et de la

p4OPHOX

montrent une absence de translocation de la p6

vers la membrane [Heyworth 1991, Dusi 1996] .

1.2.2 b-La p67~HoX

La p67°H°% est le produit du géne NCF-2 (Neutrophil Cytosolic Factor 2) situé dans la
région 1925 du chromosomel. Ce géne fait 40kb, contient 16 exons et est transcrit
en un ARNm de 2.4kb codant pour une protéine non glycosylée de 526 acides
aminés [franke 1990] et ayant un poids moléculaire apparent de 67kDa. La p67~"°*
a un Pl d’environ 6.

Elle posséde 4 motifs TPR (TetratricoPeptide Repeats) [Ponting 1996], un domaine
d’activation AD (AD pour Activation Domain), une région PRR, un domaine PB1, pour
Phox and Beml, et deux domaines SH3 localisés dans la partie centrale et C-
terminale de la protéine (Figure 8). Ces domaines lui permettent notamment

d’interagir avec les autres sous-unités composant NOX2.

Les 4 motifs TPR (TPR: séquence d’'une trentaine d’acides aminés ou le profil des aa
hydrophobes est conservé, ce qui constitue une poche pour les interactions protéine-

7P"9% sont nécessaires a l'interaction avec la petite protéine G Rac

protéine) de la p6
1 / 2; notamment le résidu arginine 102 localisé dans le troisieme motif semble
important car il permet d’établir une liaison ioniqgue avec Racl/2 [Koga 1999]. Le
domaine AD est une séquence de 11 acides aminés (résidus 199 - 210) qui est
requise pour lactivation de NOX2 [Han 1998] et qui a été impliquée dans la
régulation du transfert des électrons par le cytochrome b558 [Nisimoto 1999] . En
effet la mutation en alanine des résidus localisés dans ce domaine, notamment la
valine 204, altere le transfert des électrons du NADPH vers le FAD diminuant ainsi la
production de FRO. En plus de cette séquence, il a été montré recemment que les
acides aminés situés juste en amont du domaine AD semblent aussi important pour
la régulation de I'activité de NOX2 [Maehara 2010] . De par ce réle dans l'activation
de la NADPH oxydase, la p67°"%* est considérée comme la sous-unité «activatrice»
du complexe NOX2. Par la techniqgue du systeme double hybride et des essais

d’interaction in vitro, il a été démontré que le domaine PB1 (qui est un module
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d’interaction protéique conservé) assure l'interaction de la p67°"%* avec la p40™"X
[Dusi 1996, Nakamura 1998] . Quant au domaine SH3 C-terminal, il permet
linteraction de la p67°"%* avec la région PRR de la p47°"%* [Finan 1994, Leto
1994] et en conséquence la translocation de la protéine vers la membrane.

Les fonctions des domaines PRR et SH3 N-terminal de la p67°"°* sont encore mal
connues. Cependant, 'analyse structurelle de la p67°7%* par SAXS (Small Angle X-
ray Scattering) a récemment suggéré l'existence d’une interaction intramoléculaire
engageant probablement le domaine SH3 N-terminal avec le domaine TPR [Durand
2010]. Ceci est appuyé par I'existence de sites cryptigues de phosphorylation dans la
partie C-terminale de la p67°"°* qui ne sont détectés que lorsque la région TPR de la
protéine est délétée [Dang 2003]. Une étude récente de Mahera parue en 2009
[Maehara 2009] montre que la délétion du domaine SH3 N-terminal a pour effet de
diminuer la capacité de la p677"°* & activer NOX2 indiquant un réle possible de ce
domaine dans la régulation du fonctionnement de la p67°"°%. De nouveaux
partenaires de la p67°"°* ont récemment été découverts: il s'agit de la sous-unité ai
des protéines G et de Vavl, une isoforme de la famille des Rho/Rac GEF. Les
interactions directes de ces deux protéines avec la p677"°* vont promouvoir ses

interactions respectives avec la p47°"°* et Rac activée [Marty 2006, Ming 2007] .

1.2.2.c- La p40~Hox

La p40PH°% est la derniére sous-unité de la NADPH oxydase & avoir été identifiée. Sa
découverte s’est faite suite a sa co-immunoprécipitation et co-purification avec la
p47°"%% et la p677"% [Someya 1993, Wientjes 1993].

La p40™H% est le produit du géne NCF-4 (Neutrophil Cytosolic Factor 4) localisé
dans la région 22g13.1 du chromosome 22; c’est un géne de 18kb qui comprend 10
exons. L’expression de I'ARNm relatif a ce gene est limitée aux cellules

hématopoiétiques a I'exception des cellules érythrocytaires [zhan 1996] .

La p40™"%* est une protéine de 339 acides aminés ayant un poids moléculaire
avoisinant les 40kDa et un Pl de 7.28 [Cross 2004] . Elle est composée d’'un
domaine PX capable de lier les phosphoinositides membranaires [Kanai 2001] mais
également capable de lier les éléments du cytosquelette tels que la coronine, la
moésine et I'actine [Grogan 1997, Wientjes 2001, Shao 2010] . Elle posséde aussi

un domaine SH3 et un domaine PB1 (Figure 9) qui permettent les interactions avec
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la pa7PH%% et la p67°H°% respectivement [Fuchs 1995, Ito 1996, Fuchs 1996,
Wientjes 1996] selon un rapport de 1:1:1 [Lapouge 2002] . L'interaction de la
p40™H* 3 la p67PH°% |a stabilise fortement; en effet, I'expression de la p40 "% est

réduite chez les patients CGD déficients en p67 ""°* [Tsunawaki 1994] .

Initialement, il a été montré que la p40™"°%, par I'intermédiaire de son domaine SH3,
régulait négativement l'activité de NOX2 [Sathyamoorthy 1997] . Par la suite
plusieurs données ont indiqué un role de la p40™"°* dans la régulation positive de
NOX2. Ainsi, il a été montré que: i) la p40~H°* participe a I'activation de NOX2 en
augmentant l'affinité de la p47™"°* pour le cytochrome b558 [Cross 2000], ii)
L'interaction de la p40™"°* avec la p67°"°* favorise la translocation des facteurs
cytosoliques p47°"%% et p677"°* & la membrane [Kuribayashi 2002] ce qui a pour
conséquence d’augmenter l'activité du complexe, iii) la liaison de la p40™"°* avec le
phosphatidyliniositol-3 phosphate (Ptdins(3)P) potentialise la production des FRO
dans un systéme acellulaire [Ellson 2001], iv) le domaine PX de la p40~"°% lie le
cytosquelette d’actine pour stabiliser le complexe NOX2 dans les cellules au repos,
alors gu'il lie le PtdIns(3)P dans les cellules stimulées par le PMA et le fMLF pour
potentialiser la production d’O," [Chen 2007]. En accord avec ces données, un

déficit de production de FRO en réponse a des agents particulaires phagocytés a été

0PHOX est mutée au niveau du

OPHOX

récemment décrit dans un cas de CGD ou la p4
domaine PX (R58A) [Matute 2009] . La structure cristallographique de la p4 a
été résolue [Honbou 2007] et révele I'existence d’'une interaction intramoléculaire
entre le domaine PB1 et le domaine PX. L'interface du domaine PB1 impliquée dans
cette interaction se situe a lI'opposé de celle impliquée dans l'interaction avec la

p67PHOX OPHOX

et n'empéche donc pas la liaison de la p4 a cette derniere.

.2.2.d- Rac 1/2

Une autre protéine cytosolique clé impliquée dans la régulation de I'activité de NOX2
est la petite protéine G Racl/2. L'importance de Rac 1/2 dans la régulation de
I'activation de I'oxydase a été mise en évidence en 1991 [Knaus 1991, Abo1991] .

Rac 1 et Rac 2 sont des petites protéines G monomérigues appartenant a la famille
des GTPases de la sous-famille Rho. Contrairement a Rac 1 qui est exprimée de
facon ubiquitaire [Moll 1991], Rac 2 est plus spécifique des cellules
hématopoiétiques [Didsbury 1989, Moll 1991] . Il existe une troisieme isoforme, Rac
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3, qui est retrouvée au niveau du cceur, du placenta, du cerveau et du pancréas
[Haataja 1997]. Rac 2 est composée de 192 acides aminés, a un poids moléculaire
de 21kDa et un PI de 7.87 [Cross 2004] . Le géne dont elle est le produit est Rac 2
situé dans la région 22q13.1 du chromosome 22. Outre la régulation de NOX2,
Racl/2 jouent un rdle essentiel dans une variété de processus cellulaires parmi
lesquels I'organisation du cytosquelette d’actine [Cassimeris 1992] assurant ainsi la
motilité et la contraction, la migration et la croissance cellulaires mais aussi
linflammation et le cancer [Jaffe 2002]. Rac 1 et Rac 2 ont 92% d’identité de
structure [Didsbury 1989] . Elles sont toutes les deux essentielles pour la formation
d’'un complexe NADPH oxydase actif [Abo 1991, Knaus 1991, Gabig 1995] : Rac 2
est la plus abondante dans le PN humain [Knaus 1991, Heyworth 1993] et c’est elle
qui est impliquée dans l'activation de NOX2 dans ces cellules, en revanche, c’est
Rac 1 qui est mise en jeu lors de l'activation de NOX2 dans les monocytes [Zhao
2003]. Récemment, il a été montré que Rac 3 pouvait également activer NOX2 dans
les cellules de rein feetal humain HEK293 ou le complexe a été reconstitué par

transfection des différentes sous-unités [Miyano 2009] .

Rac 2 est composée d’'une région «effectrice Ras-like» en N-terminal (aa 20-40) qui
assure les interactions avec la p677"°* [Freeman 1994, Nisimoto 1997] . Cette
région chevauche le domaine appelé «switch I» (aa 30-38), domaine qui subit un
changement conformationnel important lors de l'activation de Rac. Le domaine
dénommé «switch II» (aa 60-78) semble intervenir dans l'activation de 'oxydase
puisque la mutation T75D résulte en un défaut d’activité [Freeman 1996]. Elle
possede aussi une région appelée «insert region» (aa 124-135) qui serait
indispensable a I'activation de NOX2, en assurant la liaison au cytochrome b et en
régulant le transfert des électrons [Diebold 2001] . Cependant, plusieurs études ont
montré que I’ «insert region» n’est pas indispensable a I'activation de NOX2 [Alloul
2001, Gorzalczany 2002, Miyano 2009] . Enfin, I'extrémité C-terminale est impliquée
dans l'association de Rac2 a la membrane, via le motif CAAX isoprénylé qui assure
'ancrage lipidique. La délétion de cette extrémité bloque l'activation du complexe
oxydatif [Kreck 1996] indiquant son rGle dans I'activation de NOX2 (Figure 10) .

L'importance de Rac 2 dans le neutrophile est illustrée par un cas de
dysfonctionnement congénital a l'origine d’infections bactériennes répétées: les

neutrophiles du patient présentent un défaut de polarisation, de chimiotactisme, de
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dégranulation azurophile et de production d’O,". L’origine de ce dysfonctionnement

est la mutation D57N de Rac2, ce mutant ne lie que la forme GDP (Guanosine
diphosphate) et par conséquent il n'y a pas d’activation de I'oxydase bien que toutes
les autres sous-unités du complexe soient présentes [Ambruso 2000] .

|.3- Mécanismes d’activation de NOX2

En raison de leur haute réactivité et de leur production massive, les FRO générées
par la NADPH oxydase phagocytaire lors de la réponse inflammatoire pourraient
entrainer de nombreux dommages tissulaires si elles étaient produites de facgon
constitutive. Fort heureusement, I'activation de NOX2 est trés finement régulée de
maniéere spatio-temporelle; en effet elle n’a lieu qu’apres stimulation du phagocyte et,
en situation normale, uniqguement dans I'enceinte du phagosome.

En l'absence d'agent pathogéne, le PN est au repos et NOX2 est inactive: les
protéines qui la composent sont dispersées entre la membrane plasmique et le
cytosol.

La stimulation de la NADPH-oxydase peut étre induite par un grand nombre de
facteurs solubles et particulaires. Les facteurs solubles sont le fragment du
complément C5a, le Leucotriene B4 (LTB4), le «platelet activating factor» (PAF), les
N-formyl peptides d’origine bactérienne dont le prototype est le formyl-méthionyl-
leucyl-phénylalanine  (fMLF), les endotoxines bactériennes (LPS pour
lipopolisaccharides) [Forehand 1989, Casatella 1990, DeLeo 1998] , les agonistes
pharmacologiques comme les ionophores calciques (lonomycine, A23187) ou les
activateurs de PKC de type esters de phorbol (PMA et PdBU) [McPhail 1979, Cohen
1981]. Les agonistes particulaires qui stimulent la production des FRO sont les
agents pathogenes, le zymosan (complexe carbohydrate-protéine issu de la paroi
cellulaire de levure) ou des particules de latex plus ou moins opsonisées. La
conjonction de différents facteurs comme les cytokines pro-inflammatoires (TNFa,
GM-CSF, IL-8) exercant un effet potentialisateur (“priming”) envers un autre agoniste
appliqué ultérieurement comme le fMLF joue également un réle important dans
I'activation de NOX2 [Khawaja 1992, Kodama 1999] .

Ces agents stimulants vont activer des cascades de signalisation intracellulaire
distinctes faisant intervenir des protéines G (trimériques et monomeriques), des

kinases (protéines Kinases C (PKC), mitogene activated protein kinases (MAPK),
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protéines Kinases A (PKA), PI3K) des phospholipases (PLC, PLD, PLA2) qui
aboutissent a une activation plus ou moins importante de NOX2.

Trois évenements majeurs accompagnent lI'activation de NOX2: 1) la phosphorylation
des composants cytosoliques, p47°7°%, p677"%% et p40P"*. La phosphorylation de la
p47°"%% est trés intense en comparaison avec la phosphorylation de la p677"°* et de
la p40™"°% [El Benna 1994 , Dang 2001b, Dang 2003], 2) I'activation de la petite
protéine G, Racz, 3) la translocation des composants cytosoliques vers la membrane
plasmique ou ils se regroupent avec le cytochrome bssg pour former la NADPH
oxydase active responsable de la production des FRO [Babior 1999 , Dang 2002,
Fontayne 2002] . Cet assemblage au niveau de la membrane fait intervenir des
interactions protéines-protéines et protéines-lipides impliquant les domaines SH3, les
domaines riches en proline, les motifs TPR et les domaines PX [Babior 1999] . La
compréhension de la régulation de NOX2 est primordiale pour la compréhension du
fonctionnement des NADPH oxydases non phagocytaires. Cette section développera

donc ces trois aspects majeurs de la régulation de NOX2.

[.3.1- Importance de la phosphorylation des sous-un ités de NOX2 dans
I'activation de NOX2

Des 1981, il a été montré que la stimulation des PN, chargés au préalable
avec l'acide orthophosphorique radioactif (33P HsPO,), par le PMA ou le fMLF induit
un changement au niveau des taux de phosphorylations d’'un grand nombre de
phosphoprotéines [Schneider 1981] . La cinétique d’ajout de groupements
phosphates sur ces protéines est en étroite corrélation avec la cinétique de
production de I'anion superoxyde (O2"). Cette relation phosphorylation des protéines
/ production d'O,” a été confirmée par des essais de cinétique et des études de
phosphorylation faits dans les PN de malades atteints de CGD [Babior 1988] . Un
lien entre la phosphorylation de ces protéines et leur translocation a la membrane
suite a la stimulation des PN a été ensuite mis en évidence par Clark et Nauseef au
début des années 90 [Clark 1990, Nauseef 1991] . Bien qu’elles ne constituent pas
le seul mécanisme impligué dans [lactivation de NOX2, ces phosphorylations

tiennent toutefois une place primordiale.
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1.3.1.a-Phosphorylation de la p47~H*

7PHOX il a été observé un défaut de

Avant méme [lidentification de la p4
phosphorylation d’'une protéine de 47 kDa associé a une anomalie de production de
FRO dans les PN de patients atteints de la forme autosomale de CGD [Segal 1985,
Kramer 1987] . La p47°"°% est la sous-unité la plus largement phosphorylée avec un
total de 10 & 11 sites phosphorylés situés dans I'extrémité C-terminale (dans les
domaines AIR et PRR), allant de la Sérine 303 & la Sérine 379, dans les PN stimulés

[El Benna 1994, Faust 1995, El Benna 1996] (Figure 11).

! 121 158 214228 2842970 340 363 368
: e I | S -
N-ter 1} PX -(SH3(SH3 ) AR HE—i90 Ceter
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Figure 11: Sites de phosphorylation de la p47  ""°* [El Benna 2009]

La protéine étant phosphorylée de facon séquentielle, différents états de
phosphorylations sont observés. Au début, survient une phosphorylation primaire de
certains résidus sérines dont les sérines S345, S359, S370 [Johnson 1998], puis des
phosphorylations supplémentaires se produisent sur les sérines S303, S304, S328 et
S379.

La phosphorylation de la p47°H°* est essentielle pour la translocation membranaire

de I'hétérotrimére p40~"o* -pa7PHOX pe7PHOX

-p6 et I'activation de I'oxydase [Faust 1995,
El Benna 2009] : la mutation individuelle de la S379 en alanine abolit totalement
lactivité de NOX2 [Faust 1995] alors que celles des S303, S304, S328, S359 et
S370 diminuent (pour chacune d’entre elles) I'activité du complexe de moitié.

Parmi les protéines kinases impliguées dans ces phosphorylations, les protéines
kinases C (PKC) ont été identifiees comme indispensables a l'activité de la NOX2 du
neutrophile humain [Dang 2001b, Fontayne 2002, El Benna 2008, El Benna 2009].
Par ailleurs les MAPK, ERK1/2 et p38MAPK, sont aussi impliguées dans la

phosphorylation de la p477H%

en réponse aux cytokines pro-inflammatoires telles
gue le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) et le TNFa

(Tumor necrosis factor a) [Dang 1999, Dewas 2003] .
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Les mécanismes par lesquels la phosphorylation de la p47°"°* sur ces différents
sites aboutit a I'activation de NOX2 a fait I'objet de nhombreuses études. Ainsi notre
équipe a démontré que la phosphorylation de la S345 induite par le GM-CSF ou le

7PHOX Afin de faciliter sa

TNFa entraine un changement de la conformation de la p4
phosphorylation subséquente par les PKC au niveau des autres sites (S315, S320 et
S328 entre autres), et donc, I'assemblage et I'activation de la NADPH oxydase. Ce
changement de conformation est catalysé par la proline isomérase Pin-1 qui
n’interagit avec la S345 que si cette derniére est phosphorylée [Dang 2006, El
Benna 2008, Boussetta 2010] .

7PHOX au niveau de

Par ailleurs il a été montré que la phosphorylation de la p4
certaines sérines ciblées par les PKC, entraine un changement conformationnel de la
protéine, changement qui lui permet d’interagir avec ses partenaires membranaires.
En effet, dans les cellules au repos, la p47°"%* existe sous une conformation auto-
inhibée ou le domaine PX et le tandem SH3 sont masqués par une interaction
intramoléculaire impliquant la région AIR C-terminale [Sumimoto 1994 , Leto 1994,
de Mendez 1997, Hiroaki 2001, Durand 2006, Marcoux 2010] (Figure 12). Cette
interaction intramoléculaire prévient la liaison de ces domaines avec leurs cibles
membranaires que sont les phosphoinositides membranaires et la région PRR de la
p22°"9% || a été montré que la phosphorylation simultanée des S303, S304 et S328,
situées dans le domaine AIR, était cruciale pour rompre cette interaction
intramoléculaire [Ago 1999, Marcoux 2009] exposant ainsi le domaine PX et le
tandem SH3 de la p47™"°* ce qui permet leurs liaisons subséquentes aux Ptdins 3-4
bisphosphates et & la p22™"°%, Ceci a pour conséquence d'initier 'assemblage de
NOX2. Ce modele a été consolidé par des études structurales de la partie de la
p47°"9% (aa 156-340) impliquée dans I'auto-inhibition [Groemping 2003, Yuzawa

2004a, Yuzawa 2004b, Groemping 2005] .

Quant a la phosphorylation de la S379, elle est impliquée dans la translocation de la
p47°"%%: en effet, la mutation de ce site en alanine inhibe la translocation de la
p47°"%% & la membrane [Faust 1995] ce qui pourrait expliquer la perte d’activité
totale observée suite a la seule mutation de cette sérine. Cependant, des études ont
également suggéré que la phosphorylation de la S379 de la p47°"%%, déstabilisait
linteraction avec le domaine SH3 de la p67°"%* avec pour conséquence une
diminution de I'activité de NOX2 [Massenet 2005, Mizuki, 2005] .
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La figure 12 résume les différentes étapes du changement de conformation que subit

7PHOX guite a l'activation de NOX2: de la conformation auto-inhibée a la

la p4
conformation finale ou la protéine est complétement dépliée et capable d’interagir

avec ses partenaires.

Autoinhibited pa7ree pa7* phosphorylation AIR release and destructuration

of AIR/SH3A interface
Pidins

PX release due to destructuration .
Activated p47et
of PX/SH3A interface e

Figure 12: Changement conformationnel de la p47  P"°* durant I'activation de
NOX2 [Marcoux 2010]

1.3.1.b-Phosphorylation de la p67~H*

C'est en 1993 que les travaux de Dusi et Rossi ont permis de montrer, pour la

premiére fois, que la p67~H°*

était phosphorylée au cours de Il'activation des PN
[Dusi 1993b] . La cinétigue de cette phosphorylation est similaire a celle de la
p47°"9% Elle a lieu dans le cytosol et est suivie de la translocation de la p677"°* & la

7°HOX au cours de la

membrane [Dusi 1993b] . La phosphorylation de la p6
stimulation des cellules est confortée par I'observation qu’aucune protéine de 67kD
phosphorylée n’est détectée dans les PN de malades atteints de CGD liée a une
déficience de la p67°"9* [Dusi 1993b]. La phosphorylation et la translocation
continues de la p67°"°* permettent de maintenir soutenue I'activité oxydase [Dusi
1993a]. Les travaux de notre équipe ont permis de montrer que la phosphorylation
7PHOX

de la p6

PKC, ainsi le GF109203X, inhibiteur sélectif des PKC, diminue fortement la
7PHOX

impliquait une voie dépendante des PKC et une voie indépendante des

phosphorylation de la p6 sous PMA mais n’exerce aucun effet sous fMLF [EI

7PHOX

Benna 1997]. De plus, la phosphorylation de la p6 induite par le PMA a lieu sur

des résidus sérines. L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques nous a permis de
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montrer que les voies des MAPK, ERK2 et p38MAPK, étaient impliquées dans la
phosphorylation de la p67°"°* au cours de I'activation des neutrophiles par le fMLF
[Dang 2003] . Cette observation est appuyée par le fait QUERK2 et la p38MAPK sont
capables de phosphoryler la p6777°* in vitro, sur des sites sélectifs. De plus la
phosphorylation de la partie C-terminale de la p67°"°* (aa 244-526) est inhibée par
plusieurs constructions de la partie N-terminale de la protéine (aa 1-243, aa 1-210,
aa 1-199) indiquant qu'un changement de conformation est nécessaire pour que la
phosphorylation ait pleinement lieu. La thréonine 233 a été identifiee comme étant le
site majeur de phosphorylation par les MAP kinases, elle se situe entre les motifs
TPR et le domaine d’activation AD [Forbes 1999] . Nos récents travaux montrent
également que la p67°"°% est constitutivement phosphorylée dans les PN non
stimulés et que cette phosphorylation constitutive est le résultat d’un cycle continu de
phosphorylation / déphosphorylation qui est controlé d’'une part par MEK1/2 et une
tyrosine kinase et d’autre part par une sérine/thréonine phosphatase de type 1 /2A
(PP1/2A) [Dang 2011] .

1.3.1.c-Phosphorylation de la p40~™°*

La phosphorylation de la p40™H°* a été initialement mise en évidence par la
technique d’lsoElectroFocalisation (IEF) (Si elle est phosphorylée, une protéine se
déplace vers des points isoélectriques plus acides) et confirmée par
immunoprécipitation de la p407"°* dans les cellules chargées avec lacide
orthophosphorique radioactif (**P H3PO,) [Fuchs 1997] . Ces approches ont permis
de montrer que dans les cellules HL6B0 différenciées en PNs, la p407H°* est
phosphorylée au niveau basal et qu’elle subit des phosphorylations supplémentaires
suite a la stimulation des cellules par le PMA ou le fMLF. De plus la cinétique de
phosphorylation induite par chacun de ces agonistes est en étroite corrélation avec la
cinétique de production des FRO [Fuchs 1997] . Les travaux de la méme équipe ont
montré que la p40~"°* est phosphorylée sur les résidus sérine S315 et thréonine
T154, et que cette phosphorylation implique les PKC [Bouin 1998] .

Le role de la phosphorylation de la p40™H°* dans la régulation de I'activité de NOX2
est controversé: en effet certaines données indiquent qu’en systéme acellulaire, la
p40™"°* phosphorylée inhibe l'activité de la NADPH oxydase en présence de PKC
[Lopez 2004] alors que des études plus récentes mettent I'accent sur un role

potentialisateur de la p40™"°* phosphorylée: ainsi, les neutrophiles provenant de
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souris dont la moelle osseuse a été reconstituée par des cellules progénitrices
exprimant la p40PH°* mutée au niveau de la thréonine 154 (T154A, mutant non
phosphorylable) produisent significativement moins de FRO en réponse au fMLF
(40% moins), aux globules rouges opsonisés par des IgG (67% moins) ou a S.aureus
opsonisé par le sérum (63% moins) que ceux exprimant la p40°"°* sauvage. Cette
7PHOX

perte d’activité est associée a une diminution de la translocation de la p4 ala

OPHOX est

membrane suggérant que la phosphorylation de la thréonine 154 de la p4
un signal physiologique important pour I'assemblage et l'activation de la NADPH

oxydase du neutrophile [Chessa 2010] .

1.3.1.d-Phosphorylation de la gp91~H%* / NOX2

Deés 1988, I'analyse des protéines phosphorylées dans les neutrophiles normaux et
les neutrophiles de patients atteints de CGD, autosomale ou liée a I'’X, a suggéré que

la gp91PHoX

était phosphorylée apres la stimulation des PNs [Garcia 1988] . Mais ce
n‘est qu'en 2009 que cette phosphorylation a été clairement démontrée et
caractérisée grace a l'utilisation d’anticorps spécifiques. Notre équipe a ainsi mis en
évidence la phosphorylation de la gp91°"%* INOX2 au cours de I'activation des PNs
humains par le PMA, le fMLF ou le zymosan opsonisé (un dérivé de la paroi de la
levure S.cerevisiae). Cette phosphorylation n’est pas détectée dans les neutrophiles
des patients atteints de CGD liée & une déficience en gp91°"%* confirmant ainsi
lidentité de la protéine phosphorylée. La phosphorylation de la gp91™"°* (ou NOX2)
est médiée par les PKC qui ciblent des résidus sérines et thréonines localisés dans
la partie cytosoligue C-terminale de la protéine et a pour conséquences
'augmentation de I'interaction de NOX2 avec ses partenaires cytosoliques a savoir la
pa7°"%% la p677H X et Rac2 mais aussi la potentialisation de I'activité diaphorase du
complexe [Raad 2009]. Par conséquent, la phosphorylation de la sous unité
catalytique Nox2 constitue un nouveau mécanisme de régulation de l'activité de la
NADPH oxydase.

1.3.1.e-Phosphorylation de la p22F"°*

L'étude de l'activation de la NADPH oxydase phagocytaire en systeme acellulaire a
révélé que l'ajout d’'acide phosphatidique dans le mélange réactionnel entraine la

phosphorylation de la p227H°%, Cette phosphorylation fait intervenir des PKC
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conventionnelles et des kinases dépendantes de l'acide phosphatidique [Regier
1999]. Il a été par la suite mis en évidence que la p22°"%* est phosphorylée dans les
PNs humains en réponse a différents stimuli comme le PMA, le zymosan opsonisé et
le fMLF, et que cette phosphorylation est en corrélation avec l'activation de la
NADPH oxydase [Regier 2000]. Cette phosphorylation qui touche des résidus
thréonines met en jeu deux mécanismes: I'un est dépendant des phospholipases D
(PLD), l'autre en est indépendant [Regier 1999]. Récemment, il a été montré que la
phosphorylation de la Thr 147 est indispensable a la formation d’'un complexe NOX2
actif. En effet, la mutation de la T147 en alanine, résidu non phosphorylable, inhibe
de prés de 70% l'activité de NOX2 dans les cellules ovariennes d’hamster chinois
CHO transfectées avec le systtme NOX2 complet (gp91™"%, pa7P"9* pe7PHO%) et

2PHOX avec la p4a77H°*. De fagon intéressante, la

empéche linteraction de la p2
mutation de ce méme résidu en acide aspartique, qui mime la phosphorylation,

permet de restaurer cette interaction ainsi que I'activité du complexe [Lewis 2009] .

1.3.2- Rac2, un élément central de I'activation de NOX2

Les petites protéines G sont des GTPases qui fonctionnent comme des interrupteurs
de la signalisation cellulaire. Elles lient de facon réversible les nucléotides
guaniliques et existent par conséquent sous deux conformations, active et inactive.
Dans les PNs au repos, Rac 2 est inactif, lie le GDP et est maintenu dans le cytosol
par l'inhibiteur Rho-GDI (Rho-Guanine nucléotide dissociation inhibitors) qui interagit
avec sa région switch Il et avec sa partie isoprénylée en C-terminal [Scheffzek
2000]. Suite a I'activation des PNs, Rac 2 est libéré de Rho-GDI, et sous l'influence
de facteurs d’échanges (GEFs) (essentiellement Vavl, PRex1l dans les PNs) et en
présence du cofacteur Mg?*, va échanger son GDP contre un GTP (Guanosine
triphosphate), acquérant ainsi une conformation active [Mizuno 1992, Welch 2002,

Kim 2003, Bokoch 2006]. Une fois actif, Rac 2 transloque vers la membrane [Quinn
1993, Abo 1994] indépendamment des autres sous-unités régulatrices [Heyworth

1994, Dusi 1996] et lie ses protéines effectrices afin de réguler les diverses fonctions
du PN et notamment l'activité NADPH oxydase. Une protéine GAP (GTPase
Activating Protein) interagit ensuite avec la forme active pour stimuler I'activité
GTPasique intrinseque de Rac2 et permettre le retour a la conformation inactive liant

le GDP. La GTPase Rac 2, sous sa conformation active, régule ainsi I'activation de la
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NADPH oxydase a plusieurs niveaux: 1) sa région «effectrice Ras-like» en N-terminal
(aa 20-40) interagit avec les domaines TPR de la p67°"°* [Diekmann 1994, Koga
1999] et aurait une fonction de protéine adaptatrice permettant la translocation de la

p67PHOX 7PHOX

ce niveau, la p6

(en conjonction avec la p4
7PHOX

) vers la membrane [Gorzalczany 2000] . A
interagit directement avec le cytochrome b558 par
'intermédiaire de sa partie N-terminale (aa 1-199) [Dang 2001, Dang 2002] , et Rac

assurerait le bon positionnement du domaine d’activation (AD) de la p67~"

par
rapport au cytochrome b558 pour la régulation du transfert d’électrons, [Gorzalczany
2002]. 2) l'«insert region» (aa 124-135) de Rac 2 interagit directement avec le
cytochrome b558 et stimulerait directement la premiéere étape du transfert d’électrons

7PHOX  serait

(du NADPH vers le FAD), alors que linteraction de Rac 2 avec la p6
indispensable pour assurer la deuxieme étape de ce transfert (du FAD vers 'lheme
puis vers I'oxygene moléculaire) [Diebold 2001]. Cependant plusieurs études ont
également montré que la délétion de I'«insert region» n’empéche pas I'activation de
NOX2 suggérant au contraire que cette région de Rac 2 ne serait donc pas
indispensable a la régulation du transfert d’électrons [Alloul 2001, Gorzalczany

2002, Miyano 2009].

[.3.3-Assemblage de NOX2: Importance des interactio ns protéines-
protéines et protéines-lipides

L'état de repos et I'état actif de NOX2 sont gouvernés par differentes combinaisons
d’interactions protéines-protéines et protéines-lipides impliquant différents domaines
structuraux.

Dans les PN au repos, les composants protéiques de la NADPH oxydase
phagocytaire NOX2 sont répartis entre la membrane plasmique et le cytosol. Au
niveau de la membrane plasmique, la sous-unité catalytique gp91~"°* ou NOX2 et la
p22PHOX

pa7°"%% la p677HOX la p40PHO* & I'état de trimére et la petite protéine G Rac 2 a

sont associees entre elles. Dans le cytosol (Figure 13) sont présentes la

I'état inactif car associée a son inhibiteur RhoGDI [Kwong 1993] .

Dans cet état basal, les interactions impliquées dans la formation du complexe
trimérique sont les suivantes: le domaine PRR de la p47°"°% interagit avec le
domaine SH3 situé en C—terminal de la p67°7"%%. La p67°H* et la p40PHo*

interagissent entre elles via leurs domaines PB1 respectifs [Lapouge 2002, Leto
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1994]. Certaines données de la littérature suggérent également que la p40™"%% via
son domaine SH3, lie la p47°"°* [Fuchs 1995, Ito 1996, Fuchs 1996, Wientjes

1996] mais l'affinité de cette interaction est beaucoup plus faible que celle qui existe
entre la p40™"%* et la p677H* [Groemping 2005] . Mis & part ces interactions
protéine-protéine, il existe au sein de ces trois protéines des interactions
intramoléculaires qui empéchent leurs liaisons aux protéines membranaires tant que

la cellule n’est pas stimulée, maintenant ainsi le complexe NOX2 inactif.

Ainsi, dans les cellules au repos, la p47°"%% est repliée sur elle-méme : sa région
auto-inhibitrice AIR est associée au tandem SH3 [Sumimoto 1994, Leto 1994]
formant alors une protéine de structure globulaire et compacte qui 'empéche de lier

la p22°HoX

membranaire. Cette association prévient également la liaison du domaine
PX aux phospholipides membranaires [Yuzawa 2004]. Parallelement a cela, des
expériences de SAXS ont mis en évidence I'existence d'une interaction
intramoléculaire entre le domaine PX et le domaine SH3A de la p477"°* [Durand
2006]. Cette donnée est confortée par les travaux de Marcoux, qui montre par
spectrométrie de masse couplée a la détermination des échanges d’hydrogéne que
des résidus de ce domaine (SH3A) devenaient en effet accessibles aprés stimulation
de I'oxydase [Marcoux 2009].

PHOX
7

La p6 se trouve également dans une conformation auto-inhibée qui 'empéche

de lier Rac et NOX2; les domaines TPR situés en N terminal sont masqués par une
liaison au SH3 situé a l'extrémité N-terminale [Durand 2010]. De plus, la
phosphorylation de la partie C-terminale (aa 244-526) est inhibée par plusieurs
constructions de la partie N-terminale [Dang 2003]. La p40°"°* ne fait pas
'exception : son domaine PX est associé a son domaine PB1 [Honbou 2007], la
privant de ce fait de toute liaison a la membrane, via le domaine PX, mais sans pour

autant géner son interaction & la p67-H°%.

Suite & la stimulation du phagocyte, la p477H°* est phosphorylée sur plusieurs
résidus sérines, elle change alors de conformation et ses domaines SH3 en tandem
se démasquent et interagissent avec le domaine riche en proline de la p227H°%
[Huang 1999, Hata 1998, Groemping 2003] et son PX est alors capable de
s’associer aux phosphatidylinositols (4,5) bisphosphates permettant ainsi la

translocation de I'ensemble des protéines cytosoliques vers la membrane [Ago
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2003] (Figure 14) . Durant I'activation de NOX2, la p40~H°* est aussi phosphorylée et
sa phosphorylation au niveau de la T154 semble favoriser la translocation de la
p4

[Chessa 2010]. La protéine dépliee est aussi capable de s’associer aux
7PHOX

7PH9% 4 la membrane et par conséquent potentialiser I'activité de I'oxydase

phospholipides membranaires, via son PX démasqué. La p6 est également
phosphorylée aprés stimulation des PNs. Cette phosphorylation entraine
probablement un changement conformationnel de la protéine, lui permettant
d’interagir, aprés translocation a la membrane, avec le cytochrome b pour ainsi
réguler la premiére étape du transfert d’électrons [Nisimoto 1999] . Le domaine de la
p67°"%% impliqué dans cette interaction n’est pas clairement défini ; le réle important
du domaine AD dans l'activation de NOX2 suggére une interaction directe de ce
domaine avec le cytochrome b bien que ceci n’ait pas été clairement démontré.

D'autre part, il a été mis en évidence que le fragment [1-199] de la p67°~"*

, qui ne
posséde pas le domaine AD était suffisant pour permettre cette interaction [Dang
2002]. Par ailleurs, la p677"°* interagit avec Rac GTP via ses motifs TPR pour
assurer, en synergie avec la petite protéine G, la suite du mécanisme de transfert

des électrons [Koga 1999] .
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Figure 13 : Les sous-unités cytosoliques de NOX2 a  I'état de repos du
complexe

Figure 14 : Le complexe NOX2 a I'état active
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II- LES HOMOLOGUES DE NOX2

En 1991, Meier et coll montrent que les fibroblastes humains possedent une activité
NADPH oxydase inhibable par le DPI, inhibiteur sélectif des flavoenzymes [Meier
1991]. La méme équipe a par la suite montré que cette activité était conservée dans
les fibroblastes de patients souffrant de CGD, et donc n’exprimant pas NOX2, en
réponse a divers stimuli (TNFa, IL-1, calcium ionophores) [Emmendorffer 1993],
suggérant ainsi I'existence de NADPH oxydase non phagocytaire. C’est en 1999 que
Lambeth et coll clonent le premier homologue, NOX1, qui est fortement exprimé dans
les cellules épithéliales du colon. Cet homologue a été d’abord dénommé MOX1
(Mitogene Oxidase 1) pour ses propriétés mitogéniques [Suh 1999]. En trés peu de
temps, cing autres homologues ont été clonés par différentes équipes dans différents
tissus, il s’agit de NOX3, NOX4, NOX5 et les DUOX1-2 [Lambeth 2004]. Ces
homologues, au nombre de 7, ont été regroupés sous I'acronyme NOX pour NADPH
Oxydases (NOX-1 a NOX-5) et DUOX pour Dual Oxydases (DUOX1 et DUOX2). La
gp91PH%% a été renommée NOX2.

L'étude des profils d’expression des differentes NOX montre qu’elles sont exprimées
de maniere sélective dans certaines cellules et certains organes (Figure 15) ou elles
seraient impliquées dans de nombreux processus physiologiques et

physiopathologiques.
NOX3 DUOX1/2
Inner ear, semicircular canal } Thyroid,
pulmonary and gut mucosal
epithelium
NOX4 { NOX2
Kidney, vascular smooth | Myeloid and lymphoid cells,
muscle and endothelium, Vascular tissue
cardiomyocytes, bone, ovary, |
pancreas, skeletal muscle,
testis, prostate
1
\ |
NOX5 N ] NOX1
Lymphoid tissue, l' ( Colon and gastric pit
endothelium, testis, prostate ]'ul \ epithelium,vascular smooth
III 1 muscle, skin
s
LI b

Figure 15: Localisations des NOX dans I'organisme [ Quinn 2006]
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Les NOX/DUOX peuvent étre classées en trois groupes selon la présence ou non de
domaines additionnels aux domaines du prototype NOX2 (Figure 16). Le premier
groupe comprend NOX1, NOX2, NOX3 et NOX4 qui sont formées de six domaines
transmembranaires avec a l'extrémité C-terminale des motifs conservés pour la
fixation du NADPH et du FAD (Flavine Adénine Dinucléotide), de plus les quatre
histidines impliquées dans la liaison des deux groupements hémes sont conservées.
En plus de ces domaines, NOX5, I'unique membre du deuxieme groupe, posséde
dans la partie N-terminale intra cytoplasmique quatre motifs appelés EF-Hand
pouvant lier le calcium. Quant aux DUOX1 et DUOX2, qui font partie du troisieme
groupe, elles possedent, dans la région N-terminale, un domaine dit «peroxydase
like» en raison de sa forte homologie avec les peroxydases, suivi d’'un septieme

passage transmembranaire et de deux motifs EF-Hand.

EF-Hands

EF-Hands

NOX1
NOX2 NOX5 DUOX1
NOX3 DUOX2
NOX4

Figure 16: Structure des NOX
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1.1- NOX1

La NADPH oxydase NOX1, majoritairement exprimée au niveau des cellules
épithéliales du colon, est composée, tout comme NOX2, de protéines membranaires
et de protéines cytosoliques. Les composants membranaires sont la sous unité
catalytique NOX1 et la p22°"9*. Les composants cytosoliques sont NOXA1 pour
«NOXActivator 1», NOXO1 pour «<NOXQOrganizer 1»et la petite protéine G, Racl.

La structure, la régulation ainsi que les fonctions de NOX1, homologue qui constitue
I'objet de ma thése, seront détaillées dans le prochain chapitre du manuscrit.

[1.2- NOX3

Clonée en 2001, NOX3 est composée de 568 acides aminés et possede 56%
d’identité de séquence avec la sous-unité catalytique NOX2 [Cheng 2001] . Elle est
fortement exprimée au niveau de l'oreille interne [Banfi 2004b] ou elle est impliquée
dans la biosynthése de I'otoconie: une structure constituée de bio-minéraux (cristaux
de carbonate de calcium) nécessaires a la perception de la gravité et du mouvement.
En effet des souris het (Head-tilt) qui ont un défaut de perception de la gravité et du
mouvement associé a l'absence de la biosynthese de I'otoconie, présentent une
mutation au niveau du gene de NOX3 [Paffenholz 2004] . NOX3 est également
exprimée dans les cellules endothéliales pulmonaires ou son expression est régulée
par les Toll-Like Receptors 4 (TLR4) [Zhang 2006] ainsi que dans la rate et le rein
foetaux.

En ce qui concerne sa régulation, il a été montré que la sous-unité catalytique, tout
comme NOX2, interagit avec la p227"°* qui la stabilise [Ueno 2005, Nakano 2007] .
De plus, lorsqu’il est exprimé dans des systemes hétérologues, cet hétérodimere
possede une forte activité basale qui est augmentée par les sous-unités
organisatrices (p47°"°% et NOXO1) et activatrices (p67°"°* et NOXA1) Cependant,

le domaine d'activation AD de la p67°"°*

ne semble pas étre impligué dans
l'activation de NOX3, puisque la mutation du résidu valine 204 en alanine n’affecte
pas sa production de FRO [Cheng 2004b, Ueno 2005, Cheng 2004b] . Par ailleurs,
NOXOL1 peut induire I'activation de NOX3 en I'absence de NOXALl [Cheng 2004b] .
Par ailleurs, la mutation de Racl ou sa délétion par des siRNA affecte l'activité de

NOXS3 indiquant I'importance de cette petite protéine G dans I'activation du complexe
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[Ueyama 2006]. Le r6le de NOXO1l comme partenaire essentiel de NOX3 est
souligné par le fait que les souris hslt (Head slant) qui portent une mutation au
niveau du géne codant pour NOXO1, homologue de la p477"°%, présentent le méme

phénotype que les souris het .

[1.3- NOX4

NOX4, initialement décrite dans le rein [Geiszt 2000, Shiose 2001], présente 39%
d’identité de séquence avec NOX2. Il existe plusieurs transcrits de NOX4 résultant
d'un épissage difféerentiel [Goyal 2005]: NOX4A code pour la forme entiere de la
protéine, NOX4B ne possede pas de site de liaison au NADPH, NOX4C est tronquée
dans toute sa partie C-terminale, NOX4D est tronquée dans sa partie N-terminale et
ne posséde pas de région transmembranaire, et NOX4E est tronquée dans sa partie
N-terminale et ne posséde pas de site de liaison au NADPH. Seules NOX4A et
NOX4D sont actives. Cependant, il reste a déterminer si ces transcrits sont traduits
physiologiquement. Mise a part cette forte expression dans les cellules du cortex
rénal, NOX4 est exprimée dans plusieurs types cellulaires dont les cellules du
muscle lisse vasculaire [Hilenski 2004] , les cellules endothéliales [Ago 2004], les
fibroblastes [Cucoranu 2005] , les cardiomyocytes [Li 2006], les ostéoclastes [Yang
2001], les kératinocytes [Chamulitrat 2004] , les neurones [Vallet 2005] et les

hépatocytes [Carmona-Cuenca 2006] .

Dans le rein, il a été proposé que NOX4 ait le role de senseur de I'oxygene et assure
le contrble de I'expression de I'érythropoiétine mais cette fonction reste controversée
[Geiszt 2000, Shiose 2001] . Les FRO produites par NOX4 interviennent dans
d’autres processus physiologiques notamment la sénescence [Geiszt 2000, Shiose

2001, Schilder 2009], l'apoptose [Pedruzzi 2004], la migration [Meng 2008,
Pendyala 2009], la différenciation [Cucoranu 2005, Yang 2004, Li 2006, Clempus

2007] et plus récemment I'immunité innée. En effet, les cellules HEK293 exprimant
NOX4 produisent des FRO en réponse a un traitement au LPS et cette activité est
accompagnée de l'activation de NFKB (Nuclear Factor-kappa B) connue pour son
réle dans la réponse inflammatoire [Park 2004] . Au niveau du poumon, NOX4 serait
impliqguée dans la fibrose pulmonaire: dans les modeles murins de fibrose
pulmonaire, le H,O, produit par NOX4 en réponse au TGFB1 (Transforming Growth

Factor ( 1)stimule la différenciation des myofibroblastes et I'accumulation de la
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matrice extracellulaire toutes deux marqueurs de la fibrose, mais cette FRO est
également impliguée dans la migration des fibroblastes induite par le PDGF (Platelet
Derived Growth Factor) [Hecker 2009, Amara 2010] . De plus, il y a inhibition de
'apoptose des cellules alvéolaires chez les souris ou NOX4 a été invalidée
[Carnesecchi 2011] . Les souris NOX4 KO sont protégées du stress oxydant et de la
survenue d’accident vasculaire cérébral observée chez les souris NOX4 WT suite a
lischémie reperfusion [Kleinschnitz 2010] ; selon Kuroda et coll., les souris ou le
gene NOX4 a été invalidé de facon spécifique dans les cardiomyocytes ont une
meilleure activité cardiaque et sont mieux protégées contre I'hypertrophie cardiaque
et la fibrose interstitielle induites par la surcharge de pression [Kuroda 2010] mais
de facon contradictoire, Zhang et coll., indiquent, par utilisation de souris NOX4 KO
et de souris NOX4 surexprimant NOX4, que cette oxydase améliore les fonctions
angiogéniques des cardiomyocytes en augmentant l'activité de HIF1 (Hypoxia
Inducible Factor lalpha) et I'expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) d’ou le fait que les souris ou NOX4 est surexprimée sont mieux protégées

contre les risques d’'une attaque cardiaque [Zhang 2010] .

En termes de régulation, la p227H°%

est indispensable pour la stabilité et I'activation
de NOX4 [Ambasta 2004] . Le domaine de la p22""°* impliqué dans cette interaction
comprend les acides aminés 6 a 11; cependant, la région C-terminale cytosolique de

2PHOX

la p2 , hotamment la région PRR ne semble pas nécessaire [Von Lohneysen

7PHOX et

2008]. Sa régulation ne requiert ni les sous unités organisatrices (p4
NOXO1) ni les sous-unités activatrices (p67°7"°% et NOXA1). De méme la petite
protéine G, Rac, n’est pas nécessaire [Martyn 2006] . Contrairement a NOX1, NOX2
et NOX3, NOX4 produit de I'H,O, et non de I'O,".Cette particularité est attribuée a la
troisieme boucle extracellulaire de NOX4 (boucle E) qui contient des acides aminés
spécifiques de NOX4 et dont la délétion ou mutation oriente vers la production d'O,"
[Takac 2011]. Notamment, cette boucle E contient un résidu histidine qui pourrait
accélérer la dismutation spontanée de 'O, en H,O,. Le complexe NOX4/ p227"%% a
une forte activité constitutive qui peut étre augmentée suite a linduction de
'expression protéique de la sous-unité catalytique, notamment par le TGFB dans les
fibroblastes [Cucoranu 2005] et par l'insuline dans les adipocytes [Schroder 2009] .
L’activité constitutive de NOX4 a été imputée a sa partie C-terminale contenant le
domaine déshydrogénase [Nisimoto 2010] . Une récente étude de I'équipe de
Griendling a identifié un nouveau partenaire de la p22°"°* dénommé Poldip2
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(Polymerase delta-interacting protein 2) lequel en se liant a celle-ci augmente
I'activité de NOX4 dans les cellules musculaires lisses vasculaires [Lyle 2009] .

[1.4- NOX5

NOX5, clonée en 2001 [Cheng 2001, Banfi 2001] possede 27% d'identité de
séquence avec la NADPH oxydase phagocytaire. Elle est absente chez le rongeur
[Kawahara 2007] . Il existe 5 transcrits de NOX5, résultant d’épissages alternatifs au
niveau du domaine «EF-hand»: NOX5aq, 3, 9, yet € (ou NOX5-S) [Fulton 2009] . La
signification fonctionnelle de ces différentes isoformes n’est pas clairement établie.
NOX5 est exprimée dans plusieurs types cellulaires dont les cellules endothéliales
[Belaiba 2007] , les cellules musculaires lisses vasculaires [Jay 2008] et les cellules
du cancer de la prostate [Brar 2003] mais également dans différents organes tels
que la rate [Cheng 2001], les testicules [Banfi 2001] , le placenta et les ovaires
[Banfi 2001, Cheng 2001] . Certains auteurs pensent que NOX5 joue un role dans la
prolifération cellulaire [Brar 2003, Krause 2004, Kamiguti 2005, Belaiba 200 7, Si
2007, Jay 2008]; cette hypothese est confortée par la forte expression de la protéine
dans les lignées cancéreuses [Brar 2003, Kamiguti 2005, Si 2007 ,Si 2008] mais
aussi par la démonstration récente de la régulation positive de I‘activité de NOX5 par
la kinase proto-oncogéne c-Abl dans les K562, une lignée cellulaire de leucémie
erythromyéloblastoide humaine [El Jamali 2008] . En ce qui concerne les organes
reproducteurs males, la fonction de NOX5 n’est pas encore bien déterminée mais il
est clairement établi que les FRO jouent un réle primordial dans diverses fonctions
vitales de la reproduction a savoir la maturation du sperme, la capacitation, la
régulation du pH intracellulaire,... [Baker 2004, de Lamirande 2008, Ford 2004]
L’expression abondante de NOX5 dans ces organes, suggére qu’elle soit la source
de ces FRO et par conséquent impliquée dans ces événements.

Contrairement aux autres NOX, NOX5 fonctionne en I'absence de tout autre facteur
cytosoliqgue ou membranaire. Son activation est dépendante du calcium [Banfi
2001]: la liaison des ions calcium aux motifs EF-hand résulte en un changement
conformationnel de ce domaine qui sera alors capable d’interagir avec le domaine
catalytique, localisé en C-terminal, afin d'assurer le transfert d’électrons [Banfi
2004a]. Par ailleurs, la partie C-terminale de NOX5 possede egalement un site de
liaison pour la calmoduline et cette liaison augmente la sensibilité au calcium [Tirone

2007, Tirone 2010]. Il a été également montré que l'interaction de NOX5 avec le
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phosphatidyl-inositol(4,5)bisphosphate par lintermédiaire d’'un motif polybasique
situé en aval de la région EF-hand module la localisation du complexe a la
membrane plasmique [kawahara 2008]. Une autre étude a également mis en
evidence le réle de la phosphorylation de la T494 et de la S498, induite sous PMA,
dans la régulation positive de l'activité de NOX5. Cette phosphorylation augmente la
sensibilit¢ des domaines EF-hand au Ca?' intracellulaire [Jagnandan 2007] . La
méme équipe a montré que la voie MAPK kinase est également capable de réguler
l'activité de NOX5 en modulant la phosphorylation de la S498 [Pandey 2011] . Plus
récemment, les travaux de I'équipe de Lambeth montrent qu'un processus d’homo-
oligomérisation de protéines NOX5 conduit a la formation d’'un tétrameére fonctionnel ;
les protéines NOX5 s’associant entre elles via les domaines déshydrogénases
[Kawahara 2011] .

[1.5- DUOX1/DUOX2

Le réle d'une NADPH oxydase, en conjonction avec la thyroperoxidase, dans la
synthese des hormones thyroidiennes est connu depuis longtemps mais l'identité de
cette oxydase au niveau des glandes thyroidiennes n’a été mise en évidence que
récemment, il s’agit des DUOX1 et DUOX2 [Dupuy 1999, De Deken 2000] . Les
DUOX1 et DUOX2 sont des protéines respectivement de 1551 acides aminés et
1548 acides aminés qui sont tres fortement similaires entre elles (83% d’homologie
de séquence). Leurs parties NADPH oxydases présentent 50% d’identité de
séquence avec NOX2 [Geiszt 2006]. Outre la thyroide, elles sont également
exprimées dans I'épithélium pulmonaire, le long du tractus digestif (uniquement
DUOX2) [Geiszt 2003c, El-Hassani 2005, Forteza 2005] et dans les lymphocytes T
[Kwon 2010] .

L’identification de patients atteints d’hypothyroidisme du a des mutations du géne
codant pour DUOX2 a confirmé le rdle primordial de cette protéine dans la synthése
des hormones thyroidiennes [Moreno 2002] . DUOX1 ne semble pas jouer de role
prépondérant dans cette synthese, en effet les souris déficientes en DUOX1 ne
montrent pas de phénotype apparent et ont un niveau de thyroxine sérique normal
[Donko 2010]. Au niveau de I'épithélium des voies respiratoires, 'augmentation de
l'expression de 'ARNm de DUOX1 par les interleukines IL4 et IL13 ainsi que
linduction de DUOX2 par I'lFNy (Interféeron gamma) laissent a penser que DUOX1
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est constitutivement exprimée en vue de maintenir les fonctions basales de
I'épithélium alors que DUOX2 serait induite en réponse aux infections [Harper
2005Db]. Il a été également proposé que les DUOX constituent la source d’'H,O, qui
est utilisé par la lactoperoxydase pour produire, en présence de thiocyanate (SCN),
I'hypothiocyanite (OSCN’), un oxydant a fort pouvoir microbicide [Geiszt 2003c,
Moskwa 2007]. Ainsi I'hypothiocyanite permet ['élimination de Staphylococcus
aureus et de Pseudomonas aeruginosa, mais n'est pas toxique pour I'hote. Il se
trouve également que I'épithélium des patients atteints de mucoviscidose, et donc
déficients en CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), ne
sécrete pas d’ion thiocyanate rendant ainsi le systeme inactif [Moskwa 2007]. Par
ailleurs, il a été démontré que les FRO produites par les DUOX sont des effecteurs
majeurs de I'immunité intestinale chez la drosophile. En effet, la délétion de dDUOX
(la DUOX de la drosophile) chez la drosophile diminue la production de FRO et
augmente la mortalité, en réponse a une charge bactérienne, au niveau de l'intestin
[Ha 2005,]. Ce réle chez ’lhomme n’a pas été clairement établi. Cependant, il a été
montré dans la lignée du cancer colique humain Caco 2, que DUOX2 était impliqguée
dans la production des FRO en réponse a l'activation de NOD2 (Nucleotide
Oligomerisation Domain containing protein) par les Muramyldipeptides (MDP),
composants de la paroi bactérienne. De plus DUOX2, qui interagit et co-localise avec
NOD2, est nécessaire pour les propriétés bactéricides de NOD2 contre Listeria
monocytogenes [Lipinski 2009] . Par ailleurs, I'expression colique de DUOX2 est
augmentée dans les colons de patients atteints de la maladie de Crohn en
comparaison avec les colons de sujets sains [Csillag 2007] . Cette élévation pourrait
étre induite par 'INFy connu pour son role dans cette maladie. Ces donnés refletent
une relation étroite entre les DUOX et la défense immunitaire innée mucosale de
I'héte [Allaoui 2009, Bae 2010] , cependant aucune anomalie de I'immunité innée n'a
jusqu’a présent été rapportée dans les cas d’hypothyroidisme lié a une mutation de
DUOX2.

Pour étre fonctionnelles, les DUOX ont besoin de leurs facteurs de maturation,
DUOXA1 et DUOXA2, qui leur permettent d’acquérir la bonne conformation
(modifications post-traductionnelles) et la localisation a la membrane plasmique
[Grasberger 2006] . En plus de leur fonction dans la maturation, les DUOXA, forment

des hétérodimeéres fonctionnels stables avec les DUOX [Morand 2009, Luxen 2009]
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de facon similaire & I'interaction de la p22°"°* avec la gp91™"°%. Bien que la p22™"*
co-immunoprécipite avec les DUOX dans les thyrocytes humains, son implication
dans l'activation de ces derniéres n'est pas connue [Wang 2005]. Par ailleurs, la
protéine EFP1 (EF-Hands Binding Proteinl) homologue de la thioredoxine, est un
autre partenaire des DUOX dans les thyrocytes mais sa fonction reste a déterminer
[Wang 2005]. La petite protéine G Rac, quant a elle, n’est pas impliguée dans la
régulation des DUOX, [Fortemaison 2005] , et les sous-unités organisatrices et
activatrices ne semblent pas non plus nécessaires. Une étude a cependant montré
que l'interaction de DUOX avec NOXA1 dans les cellules épithéliales pulmonaires
interviendrait dans I'inhibition de I'activité de DUOX et que cette interaction peut étre
dissociée par le calcium [Pacquelet 2008] ; les DUOX sont en effet régulées par le
calcium [De Deken 2002, Ameziane-El Hassani 2005] via les motifs EF-Hands. De
facon intéressante, la protéolyse partielle de Duox par I'a-chymotrypsine résulte en la
formation d’'une enzyme active en l'absence de calcium [Ameziane-El Hassani

2005]. Les phosphorylations constituent un autre mécanisme par lesquels les DUOX
sont régulées. Ainsi DUOX1 est phosphorylée, dans la thyroide, par la PKA sous
laction de la forskoline (Fsk) et DUOX2 est phosphorylée par les PKC apres
stimulation par les esters de phorbol [Rigutto 2009] . La phosphorylation de DUOX1
a lieu sur les S955 et S1217, mais alors que la phosphorylation de la S955 intervient
dans la régulation positive de DUOX1, la phosphorylation de la S1217 semble au

contraire inhiber son activation [Rigutto 2009] .

La fonction du domaine «peroxydase like» reste a élucider, certaines données
montrent que ce domaine posséde une activité peroxydase [Edens 2001] alors que
d’autres études suggerent que pendant le processus de maturation, ce domaine
pourrait acquérir une conformation capable de promouvoir la dismutation de I'anion
superoxyde. En effet les formes immatures de DUOX, localisées dans le réticulum
endoplasmique sont capables de générer I'anion superoxyde de maniere calcium
dépendante [Ameziane El-Hassani 2005] . Cependant une étude récente a montré
gue le domaine «peroxydase like» ne posseéde ni activité peroxydase intrinseque, ni
activité superoxyde dismutase significative [Meitzler 2009] .
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III- DESCRIPTION DETAILLEE DE NOX1

NOX1 est non seulement le premier homologue de la NADPH oxydase phagocytaire
a avoir été identifie mais aussi la NOX la plus proche de NOX2 en termes de
structure et de régulation. Elle a été clonée a partir de la lignée cancéreuse du colon,
Caco-2 et présente 56% d’identité de séquence avec NOX2 [Suh 1999]. Comme

pour NOX2, elle interagit avec la p227H°

et est régulée par les sous-unités
organisatrices et activatrices ainsi que la petite protéine G Racl [Geiszt 2006]. La
figure 17 indique que les genes de NOX2 et de NOX1 sont tous deux localisés sur le
chromosome X, tous deux constitués de treize exons et tous deux ont des tailles
voisines (30 kb). Il existe plusieurs transcrits du gene de NOX1 résultant d’épissages
alternatifs: NOX1a (ou NOH-1L) code pour la forme entiere de 564 acides aminés,
NOX1B (ou NOH-1Lv) ne posséde pas I'exon 11 et code pour une protéine inactive
(515 acides aminés) en raison de l'absence du domaine liant le NADPH. Cette
variante est tres abondante dans les cellules du colon [Geiszt 2004, Harper 2005a]

mais aussi dans les lignées du cancer de colon a savoir HT29 et Caco2. Un autre
transcrit court de NOX1, NOX1y(ou NOH-1S) décrit par Banfi, en 2000 [Banfi 2000] ,
s’est révélé étre un artéfact résultant de la formation d’'une boucle stable au sein de
'ARNmM (de I'exon 6 a I'exon 12); de plus aucune séquence d’épissage consensus

GT/AG n’est retrouvée dans I'exon 5 au niveau génomique [Geiszt 2004] .
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Figure 17: Comparaison des génes codants NOX1 et NO X2 [Banfi 2000]

111.1- Profil d’expression de NOX1

L’ARNmM de NOX1 est tres abondant dans le colon [Suh 1999, Banfi 2000, Kikuchi
2000] particulierement le long de la surface luminale [Szanto 2005, Geiszt 2003b].

Au niveau du colon, I'expression de NOX1 suit un gradient croissant allant du colon
ascendant (ou proximal) vers le colon descendant (ou distal). Ce profil d’expression
est en étroite corrélation avec la densité de la flore bactérienne [Glebov 2003,
Szanto 2005]. Les cellules qui expriment NOX1 dans le colon sont les cellules
epithéliales ; de plus TARNmM de NOX1 est détecté dans plusieurs lignées de cellules
épithéliales cancéreuses [Perner 2003, Sadok 2008, de Carvalho 2008] .
Cependant, NOX1 est aussi exprimée de facon constitutive ou inductible dans de
nombreux autres organes et cellules mais de fagon beaucoup plus faible que dans le
colon. Il est possible de citer: les cellules épithéliales du poumon [Ranjan 2006], les
cellules endothéliales [Goyal 2004, Mittal 2007, Carnesecchi 2009, Ago 200 5], les
neurones et la lignée neurale PC12 [Ibi 2006, Dai 2006, Cao 2007] , les astrocytes et
cellules microgliales [Sorce 2009], la prostate [Suh 1999, Banfi 2000, Kikuchi

2000] l'utérus [Suh 1999], les ovaires [Cui 2006, Cui 2010]; les kératinocytes
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[Chamulitrat 2003, chamulitrat 2004, Benedyk 2007, Valencia 2008], les
ostéoclastes [Lee 2005] mais aussi le systéme cardiovasculaire [Griendling 2004]
et en particulier les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) [Lassegue
2001].

Plusieurs modeéles cellulaires on été utilisés pour I'étude de I'expression et de
l'activité de NOX1 parmi lesquels on retrouve les cellules épithéliales gastriques du
cochon d’inde [Teshima 2000, Kawahara 2005a] , les lignées cancéreuses
épithéliales du colon: HT29, Caco2, DLD1 ou encore les T84 [Perner 2003, Clarck
2004] et les cellules musculaires lisses vasculaires de l'aorte de rat [Griendling
2004].

I11.2- Modulation de I'expression de NOX1

De nombreux agonistes et agents peuvent induire I'expression de NOX1. Ainsi au
niveau des cellules épithéliales coliques, I'expression de 'TARNmM de NOX1 peut étre
augmentée par I'INFy [Geiszt 2003b, Kawahara 2004,Kuwano 2006] , la 1a,25-
dihydroxyvitamine D3 [Geiszt 2003b] ou encore les PAMPs (Pathogen Associated
Motif Patterns) dont la flagelline [Kawahara 2004] et au niveau des cellules
épithéliales de I'estomac de cochon d’inde, son expression est augmentée par les
LPS d’Helicobacter pylori et d’Escherichia coli [Teshima 1999, Kahwahara 2001a,

Kawahara 2001b, Kawahara 2005a]. Dans les cellules musculaires lisses
vasculaires, ce sont l'angiotensine |l [Lassegue 2001, Wingler 2001] , la
prostaglandine F2 a (PGF2 a) via le récepteur a 'lEGF (Endothelial Growth Factor)
ou encore I'activation de la voie ERK1/2, PI3K, ATF1 (Activating Transcription Factor
1) [Katsuyama 2002, Fan 2005, Katsuyama 2005] et le PDGF [Suh 1999] qui
stimulent la transcription de NOX1.

Dans les cellules épithéliales du colon, les facteurs de transcription impliqués dans la
régulation de NOX1 sont GATA, Cdx1/2, HNF-1a (Hepatocyte Nuclear Factor-1
alpha) et STATL1 (Signal Transducers and Activators of Transcription) [Brewer 2006,
Valente 2008, Kuwano 2006] . De plus le niveau d’expression de NOX1 dans le
colon coincide avec le niveau d’expression de GATA, Cdx1/2 et HNF-1a [Brewer
2006, Valente 2008]. Kuwano et Coll ont analysé la séquence du promoteur de
NOX1 dans les cellules épithéliales coliques T84 et ont ainsi démontré la présence
d’éléements de réponse a I'lFNy localisés entre -4.3 et -2.6 kb ainsi qu'une séquence
GAS (Gamma-Activated Sequence) située entre -3,818 et -3,810 bp. L'IFNy induit la
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phosphorylation de STAT1 et la formation d’'un complexe STAT1-GAS responsable
de l'induction de I'expression de NOX1 et par conséquent de I'augmentation de la
production de FRO [Kuwano 2006] .

Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, les facteurs de transcription
impliqués dans la régulation de NOX1 sont ATF-1, MEF2B (Myocyte Enhancer
Factor 2B) et JUNB [Katsuyama 2010] . Il est également intéressant de noter que,
dans les cellules musculaires lisses vasculaires, sont exprimés deux autres ARNm
de NOX1 dénommeés c (c-type) et f (f-type) dont la transcription est régulée par une
région promotrice différente selon le phénotype des cellules. Ces transcrits codent
pour codent pour 28 acides aminés supplémentaires situés dans la partie N-

terminale de la protéine [Arakawa 2006] .

I11.3- Localisation subcellulaire de la sous-unité NOX1

Il n'existe pas d'anticorps spécifiques dirigés contre NOX1 qui soient de qualité, ce
qui rend les analyses de la distribution cellulaire de NOX1 particulierement difficiles.
Néanmoins, I'analyse immunocytochimique de NOX1 dans les kératinocytes indique
une localisation intranucléaire prononcée doublée d’'un marquage cytoplasmique
[Chamulitrat 2003] . En ce qui concerne les VSMC, NOX1 a été détectée au niveau
du réticulum endoplasmique [Janiszewski 2005] , de la membrane plasmique
[Hilenski 2004, Helmcke 2009] , des cavéoles [Hilenski 2004] mais aussi des
endosomes préecoces ou elle colocalise avec le canal chloride-3 (CLC-3) [Miller
2007]. Dans les cellules microgliales du systeme nerveux central et par utilisation de
I'anticorps anti—p22°"9X Chéret et coll montrent que I'hétérodimére NOX1- p22°HX
localisé dans des compartiments intracellulaires est recruté au niveau des
membranes phagosomales suite a la phagocytose [Chéret 2008] . La localisation

subcellulaire de NOX1 dans les cellules épithéliales du colon n’est pas connue.

I11.4- Composition du complexe NOX1

Dans les systéemes d’expression hétérologue, la transfection de NOX1 seule,
n'entraine qu’une production infime de FRO, conduisant ainsi a I'hypothése que
NOX1 nécessite des partenaires fonctionnels pour étre pleinement active. Les
travaux de Banfi et coll ont démontré que la co-transfection de la p47°"%* et de la

p67°"%% avec NOX1 dans les cellules HEK293 permet la production de I'anion
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superoxyde [Banfi 2003], indiquant ainsi une similitude fonctionnelle entre NOX1 et
NOX2. L'expression de p47™"%% et p677H* étant essentiellement restreinte aux
cellules myéloides, ceci a laissé suggérer I'existence de protéines homologues dans
les cellules et tissus exprimant NOX1. En effet, les cDNAS de NOXO1l «NOX
Organizer 1» et de NOXA1 «NOX Activator 1» homologues respectifs de la p47°"°*
et de la p67°"°% ont été rapidement identifiés par trois équipes indépendantes a
partir de la base de données génomiques [Banfi 2003, Geiszt 2003a, Takeya 2003] .
Des expériences de Northern Blot montrent tres clairement une co-expression des
ARNms de NOX1 et de NOXO1l dans difféerentes sections intestinales dont le
ceecum, l'iléum et particulierement le colon ou I'expression est tres élevée. De méme
'TARNmM de NOXAL1 est trés fortement exprimé dans le colon [Geiszt 2003a] . Lorsque
NOXO1, NOXA1 et NOX1 sont co-exprimées dans les cellules HEK293, les Cos-7
(cellules rénales du singe vert d’Afrique), les CHO ou encore les HelLa (cellules de
cancer cervical), une activité constitutive du complexe est détectée, I'absence d’'une
des protéines est suffisante pour prévenir cette activité [Banfi 2003, Cheng 2004a] .
L’activité constitutive du complexe NOX1 peut étre augmentée par un traitement au
PMA [Geiszt 2003a, Takeya 2003] .

En plus de ces deux partenaires cytosoliques, NOX1 interagit, tout comme NOX2,
avec la p22°"°* membranaire [Takeya 2003, Ambasta 2004, Kawahara 2005b] qui
la stabilise. Ainsi, la surexpression de la p22°"°* dans les cellules CHO, qui
n'expriment pas de p22°"°* endogéne, en conjonction avec NOX1, NOXAL et
NOXO1, potentialise fortement la production d’anion superoxyde par le complexe
NOX1 en comparaison avec les cellules ne surexprimant pas la p22°"°* [Takeya
2003]. La p227H°* co-immunoprécipite avec NOX1 dans les cellules HEK293
[Ambasta 2004] . Finalement, l'utilisation de mutants mais aussi d’ARN interférents
de la p22P"°* inhibent spécifiquement l'activit¢ de NOX1 dans les HEK293
[Kawahara 2005b] .

La petite protéine G Racl joue également un rble essentiel dans l'activation de
NOX1 [Quinn 2004] ; en effet: i) Les mutants et les siRNA de Racl inhibent I'activité
de NOX1 [Ueyama 2006], ii) Racl participe a la production d’anion superoxyde par
NOX1 en réponse au LPS d'H.pylori [Kawahara 2005a] , iii) des expériences de
double hybride indiquent que NOXAL interagit avec la forme constitutivement active

de Racl (Racl-Q61L) mais pas la forme dominante négative (Racl-T17N) [Takeya
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2003], iii) lorsqu’on bloque la liaison NOXA1- Rac en mutant I'une ou l'autre, on note
un défaut d’activation de I'oxydase [Miyano 2006] .

A la différence du colon, NOX1 du systéme vasculaire, notamment des cellules
musculaires lisses vasculaires, requiert la sous-unité organisatrice p47°"°* et non
NOXOL1 lors de son activation [Patterson 1999, Lavigne 2001, Barry-Lane 2001, Li
2002, Brandes 2002, Landmesser 2002] . Ceci est conforté par le fait que la
production de FRO par NOX1 est fortement inductible par I'angiotensine Il ou le
PDGF [Lassegue 2001] .

[11.4.1- La sous-unité catalytigue NOX1

La sous-unité catalytigue NOX1 a un poids moléculaire apparent d’environ 55-
60kDa, ce qui suggere qu’elle n'est pas glycosylée malgré la présence de séquences
consensus de glycosylation NXT/S dans les boucles extracellulaires. Tout comme

2PHOX “transfére les

NOX2, NOX1 est une protéine membranaire qui, associée a la p2
électrons du NADPH vers I'oxygéne moléculaire qu’elle réduit pour former I'anion
superoxyde. C’est aussi une protéine a six passages transmembranaires; les
passages lll et V contiennent chacun deux histidines qui vont lier un heme.
L’extrémité C-terminale comporte un domaine de liaison au NADPH et un domaine
de liaison au FAD tout deux hautement conservés [Bedard 2007]. Cette sous unité
catalytigue a 1000 fois plus d’affinité pour le NADPH que pour le NADH [Yoshida

2004].

[11.4.2- La sous-unité organisatrice NOXO1

NOXO1, produit du géne situé dans la région 16p13.3 du chromosome 16, est une
protéine de 370 acides aminés ayant un poids moléculaire apparent de 41kDa et
27% d'identité de séquence avec la p477"°%. Il existe quatre variants de NOXO1: q,
B, & et y issus d’épissages alternatifs de I'exon 3, exon qui code pour le domaine PX
[Cheng 2005, Takeya 2006] (Figure 18) . Les formes a et & ont une délétion de la
lysine 50; & a en plus une insertion de 5 acides aminés. Les formes 3 et y n‘ont pas
de délétion de la lysine 50; y en plus a une insertion de 5 acides aminés [Cheng
2005]. Les ARNm de NOXO1la et NOXO16 sont faiblement exprimés dans les tissus
et les cellules, de plus leurs protéines sont instables dans des systemes d’expression
hétérologue (E. Coli) [Cheng 2005]. Ces isoformes ne semblent donc pas avoir de
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réle biologique significatif. En revanche, les ARNm de NOXO13 et NOXO1y sont tres
abondants dans le colon et les testicules respectivement, leurs protéines sont stables
dans les systemes d’expression hétérologue. Ces isoformes auraient donc un role
biologique significatif [Cheng 2005] . L’expression de ces variants dans les cellules
HEK293, montre une localisation subcellulaire différentielle: NOXOla et NOXOL1d,
sont retrouvées dans les vésicules et les agrégats cytoplasmiques, NOXO1B est
exclusivement localisée a la membrane plasmique, et NOXOL1ly est détectée dans la
membrane plasmique et le noyau [Ueyama 2007]. Les isoformes a et d ne sont pas
capables d’activer NOX1, alors que isoformes [3 et y le peuvent, I'isoforme B étant

celle qui assure la meilleure activation [Cheng 2005, Ueyama 2007, Takeya 2006].
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Figure 18: Les différents transcrits issus de I'épi ssage alternatif du gene de
NOXO1 [Cheng 2005]

Hormis une expression prédominante dans le colon (paralléle au profil d’expression
de la sous-unité catalytique), NOXO1 est également détectée au niveau du rein, du
foie, du pancréas, de l'utérus, des testicules et de l'oreille interne [Banfi 2003,
Cheng 2005, Takeya 2003, Kiss 2006] . Son expression peut étre induite par
différents acteurs de la réponse inflammatoire tels que le TNFa, I'INFy ou encore le
LPS. En effet, la stimulation des cellules gastriques du cochon d’'inde par le LPS
d’H.pylori [Kawahara 2005a] ou encore des cellules T84 (lignée de cancer colique
humain) par le TNFa et I'INFy, entraine une augmentation de I'expression de NOXO1

au niveau de 'ARNm et de la protéine [Kuwano 2006, Kuwano 2008, Kamizato
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2009]. A cette expression corréle une élévation de l'activité du complexe NOX1 qui
cependant reste dépendante du PMA. De plus il a été montré que I'lL-10, une
cytokine anti-inflammatoire, est capable de prévenir 'augmentation de I'expression
de NOXOL1 induite par le TNFa et 'INFy dans les cellules T84 [Kamizato 2009] .
Dans les cellules transfectées, NOXO1 peut assurer I'activation de NOX1, NOX2 et
NOX3 [Geiszt 2003a, Takeya 2003, Banfi 2004, Cheng 2005] , cependant le niveau
d’activation varie fortement selon la combinaison utilisée. NOXO1 active le plus
efficacement NOX1 et est donc le partenaire privilégié pour NOX1. Il est probable
gue dans les différents tissus, cette combinaison dépend du profil d’expression des
géenes codant pour ces différentes sous-unités. Lorsque NOXO1 est associée a
NOX2, l'activitt de NOX2 devient constitutive et n'est plus dépendante de la
stimulation des cellules par les agonistes. En ce qui concerne NOX3, NOXOL1 peut
I'activer en I'absence de sous-unités activatrices (p67°"°* ou NOXA1) suggérant un
réle plutét dans l'activation directe de NOX3 que dans I'assemblage du complexe
[Cheng 2004b, Ueno 2005, Kiss 2006] . L'importance de NOXO1 dans la régulation
de NOX3 est illustrée par le fait que les souris ayant des mutations dans le géne de
NOX3 (souris head tilt) ou de NOXO1l (souris head slant) présentent le méme
phénotype c’est a dire des problémes d’équilibre et de perception du mouvement
[Kiss 2006, Paffenholz 2004].

Malgré une faible identité de séquence avec la p47°"°% NOXO1 présente plusieurs
motifs structuraux similaires (Figure 19) : Ainsi elle posséde un domaine PX situé en
N-terminale qui intervient dans la liaison aux phosphoinositides membranaires [Sato
2001] et plus spécifiguement aux Ptdins (4)P, Ptdins (5)P et PtdIins(3,5)P, [Cheng
2004a). Deux domaines SH3 en tandem permettent l'interaction a la p227H°%
[Takeya 2003] et une région riche en proline (PRR) en C-terminale assure la liaison
a la sous-unité activatrice, NOXA1 [Takeya 2003]. Il est intéressant de noter que la
région AIR, pour «Autoinhibitory region» est absente dans NOXO1. Dans la p477"%,
cette région est responsable de l'auto-inhibition de la protéine et est le siege des

phosphorylations qui sont primordiales pour I'activation du complexe NOX2.
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Figure 19: Comparaison des structures et interactio ns des sous-unités

organisatrices

L'absence du domaine AIR dans la séquence de NOXOL1 laisse a penser que cette
protéine, contrairement & la p47°"°%, existe sous une conformation ouverte qui lui
permet d'interagir, de facon constitutive avec la p22°"°* d'une part (via le tandem
SH3 non masqué) et avec les phosphoinositides membranaires d’autre part (par
lintermédiaire du domaine PX). Cette conformation ouverte et ces interactions
pourraient expliquer la localisation constitutive a la membrane de NOXOL1 ainsi que
l'activité constitutive du complexe NOX1, observées dans les cellules transfectées
[Geiszt 2003a, Takeya 2003, Cheng 2005] . De ce fait, il est couramment admis
gu’une phosphorylation de NOXOL1 n’est pas nécessaire pour induire une production
de FRO par NOX1. Mais ceci n'a pas été clairement démontré, d’autant plus que
I'activité constitutive du complexe peut étre potentialisée par différents agonistes dont
le PMA et I'angiotensine Il [Geiszt 2003a, Takeya 2003, Choi 2008]. D’autre part,
par des approches de «pull-down» et de titration calorimétrique, utilisant différentes
constructions de NOXO1, deux équipes différentes ont récemment démontré que
malgré l'absence de domaine AIR, une interaction intramoléculaire impliquant le
tandem SH3 et le domaine PRR existe au sein de NOXO1 [Yamamoto 2007, Dutta

2010] et préviendrait de ce fait la liaison & la p227H°*.

7PHOX ot de

Il est important de spécifier I'existence d’autres homologues de la p4
NOXO1, les Tks 4 et 5 (Tks pour Tyrosine kinase substrate), qui sont impliqués dans
I'activation de NOX1 mais aussi de NOX3 [Gianni 2009] . Ces Tks sont formés d’un
domaine PX en N-terminal suivi de plusieurs domaines SH3, (quatre pour Tks4 et
cing pour Tks5) (Figure 20), ils interagissent également avec NOXAl par

l'intermédiaire de leurs domaines SH3 qui reconnaitraient une région PRR située en
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N-terminal (aa 34-37) de la sous-unité activatrice [Gianni 2011] , de plus le rdle de
ces Tks dans la régulation des NOX est dépendant de Rac [Gianni 2009] . Les TKs 4
et 5 seraient importants pour la formation d’'un complexe NOX1 actif au niveau des
invadopodes [Gianni 2009], structures invasives riches en phosphotyrosines
impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire, dégradation qui est
observée au cours de la cancérogenese [Seals 2005, Blouw 2008, Buschmann

2009]. Les FRO produites par NOX1 seraient nécessaires a la formation et

stabilisation des invadopodes [Diaz 2009].
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Figure 20: Représentation schématique des membres d e la superfamille de la
p47 PHO% [Gianni 2009]

111.4.3- La sous-unité activatrice NOXA1

NOXAL est le produit du géne situé dans la région 9934.3 du chromosome 9. Cette
protéine formée de 476 aa a un poids moléculaire de 51kDa [Takeya 2003] et
présente 38% d'identité de séquence avec la p67 "%, L'ARNm de NOXAL est
détecté dans plusieurs tissus et organes ou 'ARNm de NOX1 est également présent
tels que le colon, l'utérus, la prostate, l'intestin gréle et I'estomac [Suh 1999,
Teshima 2000] . Cependant I'ARNmM de NOXA1 est aussi détecté dans d’autres
tissus tels que la thyroide, les poumons, les glandes salivaires, le foie et les reins
[Geiszt 2003a] . Le colon reste le tissu qui exprime le plus abondamment NOXAL. La
protéine est également exprimée dans les cellules épithéliales primaires bronchiques
humaines (NHBEC) [Lavigne 2005] et dans le systeme vasculaire notamment dans

les cellules musculaires lisses vasculaires [Ambasta 2006, Lasségue 2006] . Dans

58



les cellules endothéliales HUVEC, il a été montré que I'expression de NOXAL peut
étre modulée par les LDL oxydés (LDL pour Low Density Lipoprotein), 'augmentation
de I'expression étant en corrélation avec la capacité des LDL oxydés a induire la
production des FRO [Honjo 2008] .

NOXAL a une structure similaire & la p67~"%%

(Figure 21). Elle comprend quatre
motifs TPR localisés dans la partie N-terminale et nécessaires a l'interaction avec
Rac, un domaine d’activation (AD) dont le contact avec la sous-unité catalytique va
induire un changement conformationnel de cette derniere la rendant capable de
transférer les électrons, un domaine PB1 qui au contraire de la p67°"°* n'interagit
pas avec la p40°"%%: ceci serait du & I'absence d’une lysine qui normalement est
conservée dans les domaines PB1 (Lys-355 dans la p67779%). Enfin, & la différence
de la p677H°* qui posséde deux domaines SH3, NOXAL n'en contient qu’'un seul,
localisé dans la partie C-terminale. Ce domaine, par analogie avec la p67°7%% serait
impliqué dans linteraction avec la région PRR de la sous-unité organisatrice

(NOXO1 ou pa7°Ho%.
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Figure 21: Comparaison des structures et interactio ns des sous-unités
organisatrices

NOXAL peut participer a la formation d’un complexe actif avec NOX1 et NOX2 dans
les cellules transfectées, mais il est clair que NOXAl active NOX1 de facon
beaucoup plus efficace [Banfi 2003, Takeya 2003] . Par ailleurs, son implication dans
la régulation de la NOX3 humaine reste controversée: certaines études montrent que
NOXAL1 potentialise I'effet activateur direct de NOXO1 sur NOX3 [Cheng 2004b]
alors que d’autres indiquent que NOXA1 a un effet inhibiteur [Ueno 2006] . Dans les

7PH%% et non

cellules musculaires lisses vasculaires, NOXAL interagit avec la p4
NOXO1 pour participer a la formation d’'un complexe NOX1 actif [Ambasta 2006,

Niu 2010].

59



La phosphorylation de NOXA1l apparait comme un processus important dans la
modulation de l'activit¢ du complexe NOX1. Ainsi Kim et coll., par mutagénéese
dirigée et utilisation d’anticorps dirigés contre les sites consensus de phosphorylation
reconnus par la PKA, ont montré que cette kinase pouvait phosphoryler NOXA1
aussi bien in vitro que dans les cellules HEK293, sur les S172 et S461 [Kim 2007] .
Cette étude montre que la phosphorylation de NOXAL par la PKA dans la cellule
exerce un effet inhibiteur sur l'activité de NOX1. La phosphorylation de NOXAl
permet en effet son interaction avec la protéine 14-3-3, interaction qui maintient
NOXAL dans le cytosol et prévient la formation d’'un complexe NOX1 actif au niveau
de la membrane. D’autres travaux de la méme équipe, montrent que les toxines de
'anthrax inhibent I'activité de NOX1 dans les cellules HT-29 par ce processus [Kim
2009]. Une autre étude a montreé, au contraire, que la phosphorylation de NOXA1 sur
la tyrosine 110 par la tyrosine kinase c-src peut potentialiser I'activité de NOX1 en
permettant son interaction avec la Tks4 (sous sa forme phosphorylée) dans la lignée
épithéliale DLD1 du colon ce qui contribue ainsi a la formation des invadopodes
[Gianni 2010] et donc au processus cancereux.

D’autre part des souris homozygotes invalidées pour le géne NOXAl ont été
récemment génerées, cependant le phénotype de ces souris ainsi que la fonction de

NOXAL dans chaque tissu n’ont pas encore été déterminés [Flaherty 2010] .

I11.5 - Assemblage et activation de NOX1

Les interactions protéines-protéines et protéine-lipides qui gouvernent I'assemblage
d’'un complexe NOX1 actif seraient trés similaires a NOX2 (Figure 22). Ainsi les
travaux de Takeya et coll. ont montré par systéeme double hybride et co-précipitation
gue: 1) Le tandem SH3 de NOXO1 (aa 154-292) interagit avec la partie C-terminale
de la p22PH°* (aa 132-195) contenant la région riche en proline 2) NOXA1 par
l'intermédiaire de son domaine SH3 C-terminal lie la partie C-terminale de NOXO1
(aa 293-371) contenant la région riche en proline 3) la forme constitutivement active
de Racl (Racl-Q61L) interagit avec la partie N-terminale de NOXAl (aa 1-224)
contenant les régions TPR, ce qui n'est pas le cas du dominant négatif de Rac
1(Racl-T17N) [Takeya 2003] . D’'autre part, les travaux de Cheng et coll. ont montré
gue la partie N-terminale de NOXO1 (1-147) contenant le domaine PX, était capable

60



d’interagir avec les PtdIns(4)P, PtdIns(5)P et les Ptdins(3,5)P2 par la technique du
«Dot-blot» [Cheng 2004a] .

Les mécanismes qui régulent lactivitt de NOX1 quant a eux, restent trés mal
connus. Il a été montré que le complexe NOX1 possede une activité constitutive
dans plusieurs systemes d'expression hétérologue (HEK293, COS-7, NIH-3T3:
lignées de fibroblastes embryonnaires de souris) [Geiszt 2003a, Banfi, 2003,
Takeya 2003]. Ceci a été attribué a I'absence du domaine AIR dans NOXO1 qui
permettrait son interaction constitutive a la p22°"°* et aux phosphoinositides
membranaires et donc d’initier 'assemblage du complexe NOX1. Ceci semble
conforté par les observations suivantes: 1) par systéeme double hybride, il a été
montré que la forme entiere de NOXO1 est capable de lier constitutivement la partie
C-terminale cytosolique de la p22°"°* (aa 132-195) contenant la région riche en
proline [Takeya 2003] 2) Dans les cellules transfectées NOXO1 localise a la
membrane plasmique [Cheng 2004a, Ueyama 2006]. Dans ce cas de figure le seul
facteur limitant pour la formation d’'un complexe NOX1 actif serait I'activation de Rac
1. Dans la plupart des modeles d’études pour Il'activation de NOX1, un faible
pourcentage de Racl-GTP endogéne est en fait déja détecté au niveau
membranaire [Cheng 2006, Nisimoto 2008] . Cependant I'observation que l'activité
de NOX1 puisse étre augmentée par le PMA [Geiszt 2003a, Takeya 2003] suggere
gue dautres signaux sont nécessaires pour l'activation optimale du complexe.
Excepté la phosphorylation de NOXA1, [limplication des évenements de
phosphorylation dans la régulation de I'activité de NOX1 reste tres mal connue.
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Figure 22: Interactions protéiques au sein de NOX1 [Takeya 2006]

I11.6- Rbles physiologigues et physiopathologiqgues de NOX1

De par la génération des FRO, qui sont des acteurs de la signalisation intracellulaire,
NOX1 régule de nombreuses fonctions cellulaires dont la prolifération, I'apoptose, la
migration cellulaire et la transcription génique [Brown 2009, Jiang 2011] . Cette
signalisation met en jeu la modification de [I'activité¢ de certaines kinases ou
phosphatases dont les MAP Kinases (JNK, ERK1/2, p38MAPK) [Lassegue 2001,
Ranjan 2006] et les protéines phosphatases (PTEN, PTP1B, slingshot
phosphatases) [Kwon 2004, Sharma 2008, Maheswaranathan 2011] . Cependant
NOX1 possede aussi des fonctions bien spécialisées, notamment au niveau du
systeme vasculaire ou son réle a été bien établi par I'utilisation de souris déficientes
en NOX1. D’autre part au niveau du colon, I'expression élevée de tous les éléments
du complexe suggere que NOX1 pourrait exercer un role physiologique important,
bien que ceci n'ait pas été encore clairement démontré. Le dysfonctionnement ou
'expression anormale de NOX1 au niveau de ces tissus pourraient également

contribuer a des processus pathologiques.
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[11.6 .1- NOX1 dans le systeme vasculaire

Dans le systeme vasculaire, NOX1 est faiblement exprimée. Cependant son
importance dans les fonctions vasculaires, notamment la régulation de la pression
artérielle a été mise en évidence grace a l'utilisation de souris pour lesquelles le gene
de NOX1 a été invalidé. Ainsi I'augmentation de la pression artérielle induite par
I'angiotensine Il est inhibée chez les souris déficientes en NOX1 [Matsuno 2005 ], de
plus chez ces souris, la pression artérielle basale est également diminuée [Gavazzi
2006]. Ces données indiquent donc que NOX1 est impliguée dans le maintien de la
pression artérielle basale mais aussi dans son augmentation en réponse a
'angiotensine Il. Cependant dans un modele transgénique d’hypertension murin ou
la rénine d'origine humaine est surexprimée (TTRhRen), il a été montré que
linvalidation du géne de NOX1 n’avait aucun effet sur la pression artérielle bien que
la production des FRO soit diminuée [Yogi 2008]. Il est possible que ce modele
d’hypertension soit trop robuste pour permettre I'observation d’un effet modulateur de
NOX1. Les mécanismes par lesquels NOX1 module la pression artérielle pourraient
impliquer: i) une diminution de la biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO) dont le
réle dans la vasorelaxation est bien connu [Matsuno 2005]. ii) une relocalisation des
récepteurs de I'angiotensine Il a la surface membranaire au niveau des cavéoles, en
effet chez les souris déficientes en NOX1 le récepteur de I'angiotensine Il est retenu
dans les vésicules en raison d’'un défaut de la phosphorylation de la cavéoline et
empéche ainsi la signalisation de [I'angiotensine Il [Basset 2009]. iii) une
accumulation de la matrice extracellulaire qui contribue a I'épaississement de la
média et a une rigidité vasculaire [Gavazzi 2006 ]. iv) finalement, NOX1 en inactivant
la tyrosine phosphatase SHP-2 favorise la signalisation de I'angiotensine II; en effet
les siRNA (small interfering RNA) de NOX1 préviennent l'inactivation de SHP-2 et
diminuent la phosphorylation d’Akt (ou encore protéine kinase B) induite par

'angiotensine Il dans les cellules musculaires lisses vasculaires de rat [Tabet 2008].

Outre ce rble dans la régulation de la pression artérielle, NOX1 a été impliquée dans
le remodelage vasculaire. Ainsi, chez les souris déficientes en NOX1 la formation de
la néointima suite a une lésion mécanique est altérée; ceci est associé a une
diminution de la prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses

vasculaires [Lee 2009]. Ces résultats indiquent donc que NOX1 joue un réle clé dans
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la formation de la néointima en facilitant la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires.

Plusieurs données indiquent que NOX1 pourrait aussi contribuer au développement
de situations physiopathologiques au niveau vasculaire, telles que I'hypertension ou
I'athérosclérose. Ainsi des souris transgéniques surexprimant NOX1 dans les cellules
musculaires lisses vasculaires ont une réponse exagérée a l'angiotensine Il qui se
traduit par une augmentation de I'hypertension et une hypertrophie vasculaire
[Dikalova 2005] . En ce qui concerne l'athérosclérose, il a été montré récemment que
l'invalidation du géne de NOX1 dans un modele murin d’athérosclérose (souris ApoE”
Fx NOX1™” soumises & un régime riche. APOE pour Apolipoprotein E) diminue de
facon significative les lésions aortiques, la production des FRO et l'infiltration des
macrophages [Sheehan 2011], ce qui suggere un rbéle de NOX1 dans le
développement de cette pathologie. Ceci est appuyée par l'observation que
'expression de la sous-unité activatrice NOXALl est augmentée dans l'aorte et au
niveau des Iésions athérosclérotiques des souris ApoE”". D’autre part, NOXAL est
aussi détectée dans les cellules musculaires lisses vasculaires de lintima et de la
média au niveau des lésions athérosclérotiques de la carotide humaine [Niu 2010].
Les études concernant NOX1 dans le systéme vasculaire ont été, pour la plupart,
effectuées dans des modeles murins. L'implication de NOX1 dans les fonctions
physiologiques et physiopathologiques humaines reste donc a éclaircir. Il se trouve
en effet que I'expression de NOX1 n’est pas détectée dans les artéres humaines
[Touyz 2002] ; de plus la production des FRO induite par I'angiotensine Il dans les
cellules musculaires lisses vasculaires humaines est inhibée par les sSiRNA de NOX2

mais pas par ceux de NOX1 [Chose 2008] .

111.6.2- NOX1 au niveau du colon

Le colon reste le tissu qui exprime le plus abondamment tous les composants du
complexe NOX1 (NOX1, NOXAl et NOXO1) ce qui laisse suggérer que NOX1
pourrait y jouer un role physiologique important. Cependant le réle précis de NOX1
au sein de ce tissu reste a éclaircir. Deux fonctions ont été proposées: la défense

immunitaire innée et la prolifération cellulaire.

Plusieurs arguments appuient I'hypothese d'un réle dans la réponse immunitaire

innée. Ainsi, il existe une corrélation étroite entre le niveau d’expression de NOX1 et
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la densité de la flore bactérienne dans le colon, I'expression étant la plus élevée
dans les zones ou la flore est la plus abondante [Geiszt 2003b, Glebov 2003,
Szanto 2005]. D’autre part, les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires
sont capables de moduler I'expression de certaines sous-unités de NOX1:i) I'INF v,
'IL-1 B et le TNFa, cytokines pro-inflammatoires, augmentent I'expression de NOX1
au niveau de 'ARNm et de la protéine dans la lignée colique épithéliale T84. L'INFy
et le TNFa sont également capables d’induire I'expression de NOXO1 dans ces
mémes cellules. L’augmentation de I'expression de ces sous-unités est en corrélation
avec l'augmentation de la production des FRO [Kuwano 2006, Kuwano 2008,
Kamizato 2009] . i) L'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, prévient 'augmentation
de I'expression de NOX1 et de NOXO1 ainsi que la production des FRO induites par
'INFy et le TNFa dans les cellules T84. In vivo, chez la souris, cette cytokine inhibe
'augmentation de I'expression de NOXL1 liée au vieillissement. En effet I'invalidation
du gene de I'lL-10 chez la souris augmente I'expression de NOX1 en relation avec
'augmentation de I'INFy[[Kamizato 2009] . iii) De fagon paradoxale I'lL-13, une autre
cytokine anti-inflammatoire, active NOX1 dans la lignée colique HT-29 [Mandal
2010]. Par ailleurs, les PAMPs régulent aussi I'expression de NOX1. Ainsi, la
flagelline de S.enteritidis lie le TLRS5, induit I'expression et I'activation de NOX1 dans
les cellules épithéliales primaires du colon de cochon d’inde et la lignée colique T84
[Kawahara 2004]. L'augmentation des FRO dans ces cellules conduit a une
augmentation de la synthese de la cytokine chimioattractante, IL-8. Il faut noter que
dans les cellules de la mugueuse gastrique du cochon d’inde, les LPS d'H.pylori et
d’E.coli induisent également la transcription de NOX1 et de NOXOL et la production
des FRO [Teshima 1999, Kawahara 2001la, Kawahara 2001b] . Finalement, au
niveau des lésions inflammatoires du colon des patients atteints de Crohn ou de
colite ulcérative, une forte expression de TARNmM de NOX1 est détectée dans les
lymphocytes. Il est intéressant de noter que la maladie de Crohn est associée a la
surproduction d’INFy et de TNFa [Bouma 2003].

En plus de cette fonction dans I'immunité innée, les premieres études concernant les
effets d’une expression hétérologue de NOX1 dans les cellules NIH3T3 ont suggéré
un réle de cette oxydase dans la prolifération cellulaire et la tumorigénése. En effet,
lorsqu’elles sont transfectées avec NOX1, ces cellules ont une prolifération accrue,
développent un phénotype transformé se caractérisant par une élongation et une
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perte de l'inhibition de la prolifération de contact [Suh 1999]; de plus, elles forment
des tumeurs dans les souris athymiques nude d’ou la premiére dénomination de
Mox1 [Suh 1999, Arnold 2001] . Cependant cette premiére fonction a été remise en
cause, du fait de la présence du proto-oncogene K-Ras dans les cellules NIH3T3
utilisées pour ces études [Lambeth 2004] . La fonction proliférative de NOX1 préte
donc a débat. En faveur d’'un rdéle dans la prolifération, il a été démontré que la
production des FRO est beaucoup plus élevée dans les lignées coliques HT-29 et
Caco-2 subconfluentes que confluentes; les cellules subconfluentes étant
caractérisées par un taux de prolifération plus élevé [Perner 2003]. D’autre part,
l'utilisation d’inhibiteurs sélectifs, a montré que la voie phospholipase-A2/12-
lipoxygénase/NOX1 contrble la prolifération de la lignée HT-29-D4 [De Carvalho
2008]. Par ailleurs, il a été montré que NOX1 est en fait un médiateur critique de la
transformation oncogénique de Ras incluant la prolifération cellulaire. Ainsi,
'oncogéne K-Ras entraine une augmentation de I'expression de NOX1 et les ARNs
interférents de NOX1 suppriment le phénotype transformé dont la prolifération
cellulaire [Mitsushita 2004] . A I'encontre d'un rdle dans la prolifération, il a été
montré que la suppression de NOX1 dans la lignée cancéreuse du colon HT-29
n'altére pas la croissance cellulaire; au contraire les promoteurs de la différenciation
cellulaire tel que le métabolite 1a, 25(0OH),D3 de la vitamine D3, connus pour inhiber
la prolifération des cellules cancéreuses du colon [Thomas 1992], augmentent
fortement I'expression de ’TARNmM de NOX1 dans les cellules HT-29 et CacoZ2 [Geiszt
2003b]. Cette observation est appuyée par le fait que I'expression de NOX1 est
élevée dans les tumeurs du colon bien différenciées et faible dans les tumeurs du
colon peu différenciées. Ainsi la surexpression de NOX1 dans les tumeurs bien
différenciées correle négativement avec le marqueur de proliféeration Ki67
[Fukuyama 2005] . Indépendamment ou non de son réle dans la prolifération, il
semble cependant clair que I'expression de NOX1 est augmentée dans les
adénocarcinomes du colon humain [Fukuyama 2005, Laurent 2008] . Cela concerne
NOX1 mais également des sous-unités NOXAL et NOXO1 [Juhasz 2009] . Dans les
cancers du colon humain, 'augmentation de I'expression de NOX1 pourrait étre la
conséquence directe des mutations activatrices au sein du proto-oncogene K-Ras.
En effet, non seulement NOX1 est fonctionnellement nécessaire pour la
transformation cellulaire médiée par K-ras [Mitsushita 2004] , mais également la

surexpression de NOX1 dans les cancers du colon humain est en étroite corrélation
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avec les mutations activatrices de K-Ras [Laurent 2008] . Outre son influence
potentielle sur la prolifération cellulaire, lorsqu’elle est surexprimée dans le colon,
NOX1 peut participer au développement du processus cancéreux par plusieurs
autres mecanismes, i) elle favorise I'angiogénese des cellules cancéreuses du colon
en régulant positivement I'expression du VEGF via l'activation du facteur de
transcription Spl [Komatsu 2008] . ii) elle stimule les voies anti-apoptotiques
dépendantes de NF-kB dans les cellules d’adénocarcinomes du colon [Fukuyama
2005]. iii) elle contrble la migration des cellules d’adénocarcinomes du colon en
affectant le turnover des intégrines [Sadok 2008], cette régulation est liée a I'activité
de RhoA [Sadok 2009] iv) elle induirait une inflammation chronique via la production
soutenue et prolongée de FRO et entraine ainsi des dommages au niveau de 'ADN
qui contribuent directement a la carcinogénese dans le colon [Meira 2008] .

67



V. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Comme cela a été décrit dans les paragraphes précédents, NOX1 est
structurellement et fonctionnellement la NOX la plus proche de NOX2. Dans les
conditions physiologiques, NOX1 pourrait étre impliquée dans la défense immunitaire
innée de la mugqueuse intestinale. Cependant, tout comme NOX2, en cas de
dysfonctionnement, elle pourrait contribuer au développement de pathologies
inflammatoires, notamment les maladies inflammatoires chroniques de [lintestin
(MICI) qui prédisposent aux cancers colorectaux. Cependant les mécanismes
moléculaires qui régulent son activation demeurent trés mal connus.

Dans ce contexte, mes travaux de these ont eu pour objectif de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires fondamentaux qui régulent I'activation de
NOX1. Je me suis en particulier intéressée aux processus de phosphorylations, dont
limportance a été bien établie pour NOX2 mais dont le réle dans la régulation de
NOX1 reste a éclaircir. Dans un premier temps, je me suis intéressée a la sous-unité
activatrice NOXA1 et dans un deuxieme temps a la sous-unité organisatrice NOXO1.
Pour ces deux sous-unités, j'ai entrepris d’identifier les acides aminés phosphorylés,
de déterminer les kinases impliquées dans ces phosphorylations et d’analyser les
conséquences de ces phosphorylations sur I'assemblage et I'activation de NOX1.

La compréhension précise des mécanismes impliqués dans la régulation de
NOX1 permettrait a plus long terme d’identifier de nouvelles cibles pharmacologiques
potentielles pour le développement d’inhibiteurs spécifiques de NOX1. Ceci
permettrait de limiter la production des FRO au cours des maladies inflammatoires

telles que les maladies inflammatoires intestinales.
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Article 1: NOXAL est phosphorylée et sa phosphorylat ion prévient
I’hyperactivation de la NADPH oxydase NOX1

La sous-unité activatrice, NOXA1, posséde des domaines structuraux
organisés de facon trés similaire & son homologue phagocytaire, la p677"°%. Les

travaux de notre équipe ont montré que la p67-°*

était faiblement phosphorylée
dans les neutrophiles au repos et que cette phosphorylation était augmentée au
cours de l'activation des cellules par le PMA (activateur direct des PKC) et le fMLF
[El-Benna 1997, Dang 2003]. Cette phosphorylation induite par le PMA et le fMLF
implique les voies PKC et MAPK kinases respectivement. Qu'en est-il pour
NOXA1? Pour répondre a cette question, nous avons, dans une premiéere étape,
etudié la phosphorylation de NOXAL recombinante par différentes kinases in vitro et
identifie  les sites phosphorylés par mutagenese dirigée et cartes
phosphopeptidiques. Dans une deuxieme étape nous avons déterminé si NOXAL
était phosphorylée, sur les mémes sites dans les cellules intactes en reconstituant le
systeme NOX1 complet dans les cellules HEK293. Finalement dans une troisieme
étape, nous avons tenté d'évaluer les conséquences de ces phosphorylations sur
'assemblage et I'activation de NOX1.

Notre étude a permis de montrer que NOXALl recombinante pouvait étre
phosphorylée par la PKA, la PKC, ERK2 et p38MAPK, in vitro. Par mutagenese
dirigée et cartes phosphopeptidiques nous avons montré que: la PKA cible les
sérines 172 et 461, la PKC cible la sérine 172, la p38MAPK cible les sérines 282 et
239, ERK2 cible la sérine 282. Cependant, dans les cellules HEK293, nous avons
montré que seules les sérines 172 et 282 de NOXAL étaient phosphorylées. Ces
deux sites sont phosphorylés a [I'état basal. L'utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques montre que cette phosphorylation basale implique la PKC et ERK
et dans une moindre mesure la PKA. La phosphorylation basale de ces sites diminue
'activité constitutive de NOX1. En effet, les simples mutants de NOXA1l ou les
résidus sérines 172 ou 282 ont été mutés en alanines, résidus non phosphorylables
(S172A et S282A respectivement), augmentent significativement l'activité constitutive
de NOX1 par rapport a la protéine sauvage et le double mutant S172A/S282A
laugmente encore plus. Enfin des expériences de co-précipitation indiquent que la
phosphorylation de NOXAL sur les sérines 172 et 282 diminue son interaction avec
ses partenaires, la sous-unité catalytique NOX1 et la petite protéine G Racl.
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En conclusion, ce travail démontre clairement que la phosphorylation de NOXAL,
médiée par les PKC et la PKA au niveau de la S172 et par les MAPK au niveau de la

S282 constitue un mécanisme permettant de prévenir I'lhyperactivation de NOX1.

Ces travaux ont fait I'objet de la publication suivante:

Kroviarski Y*, Debbabi M*, Bachoual R, Périanin A, Gougerot-Pocidalo MA, EI-Benna J and
Dang PM. Phosphorylation of NADPH oxidase activator 1 (NOXAL) on serine 282 by MAP
kinases and on serine 172 by protein kinase C and protein kinase A prevents NOX1
hyperactivation. FASEB J. 2010 Jun, 24 (6):2077-2092.

* . Les deux premiers auteurs ont contribué de facon équivalente au travail.
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prevents NOXI1 hyperactivation
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ABSTRACT NADPH oxidase activator 1 (NOXAI)
together with NADPH oxidase organizer 1 (NOXO1) are
key regulatory subunits of the NADPH oxidase NOXI.
NOX]I is expressed mainly in colon epithelial cells and
could be involved in mucosal innate immunity by produc-
ing reactive oxygen species (ROS). Contrary to its phago-
cyte counterpart NOX2, the mechanisms involved in
NOXI activation and regulation remain unclear. Here we
report that NOXI1 activity is regulated through MAP
kinase (MAPK), protein kinase C (PKC), and protein
kinase A (PKA)-dependent phosphorylation of NOXAI.
We identified Ser-282 as target of MAPK and Ser-172 as
target of PKC and PKA in vitro and in a transfected human
embryonic kidney 293 (HEK293) cell model using site di-
rected mutagenesis and phosphopeptide mapping analysis.
In HEK293 cells, phosphorylation of these sites occurred at
a basal level and down-regulated constitutive NOXI1 activity.
Indeed, S172A and S282A single mutants of NOXAL1 signif-
icantly up-regulated constitutive NOXIl-derived ROS pro-
duction, and S172A/S282A double mutant further increased
it, as compared to wild-type NOXAIl. Furthermore, phos-
phorylation of NOXA1 on Ser-282 and Ser-172 decreased its
binding to NOXI1 and Racl. These results demonstrated a
critical role of NOXA1 phosphorylation on Ser-282 and
Ser-172 in preventing NOXI1 hyperactivation through the
decrease of NOXALI interaction to NOX1 and Racl.—
Kroviarski, Y., Debbabi, M., Bachoual, R., Périanin, A.,
Gougerot-Pocidalo, M.-A., El-Benna, J., Dang, P. M. Phos-
phorylation of NADPH oxidase activator 1 (NOXAI) on
serine 282 by MAP kinases and on serine 172 by protein
kinase C and protein kinase A prevents NOXI1 hyperacti-
vation. FASEB J. 24, 2077-2092 (2010). www.fasebj.org

Key Words: reactive oxygen species * innate immunity * inflam-
mation

THE NICOTINAMIDE ADENINE dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidases (or NOX) are a family of enzymes,

0892-6638/10/0024-2077 © FASEB

the function of which is dedicated to the production of
reactive oxygen species (ROS), such as superoxide
anions (O, ) and hydrogen peroxide (H,O,), by
means of the single-electron reduction of molecular
oxygen using NADPH as the electron donor (1). This
family has been defined based on the structural homol-
ogy of their members with gp91”7°* (now renamed
NOX2), the catalytic subunit of the phagocyte NADPH
oxidase. In phagocytes, such as neutrophils and mono-
cytes/macrophages, this enzyme system plays a critical
role in antimicrobial host defenses through the robust
production of highly cytotoxic ROS in a phenomenon
known as the “respiratory burst” (2). The enzymatic
activity of the phagocyte NADPH oxidase has been
studied for >30 yr, and its structure and regulation
have been studied extensively over the past decade (3,
4). The phagocyte NADPH oxidase is a multicompo-
nent enzyme complex constituted of several cytosolic
and membrane-bound components: in the cytosol,

47°HOX (phox for phagocyte oxidase), p6777%,
p4OP HOX and a small GTPase Racl or Rac2; and in the
membrane, gp91”7°% and p22”7°X, which together
comprise cytochrome 0558. The catalytic core of the
enzyme gp9177?% contains both flavin and heme
groups, which are necessary for electron transfer from
NADPH to oxygen. It is only recently that several
homologs of gp91”7°* have been described in many
nonphagocytic cells within various tissues. This new
family of NADPH oxidases (NOX) encompasses 7
members: NOX1, NOX2 (gp91”7/?%), NOX3, NOX4,
NOX5, DUOXI, and DUOX2 (5-9). They have been
shown to mediate various biological functions, includ-
ing innate immunity, angiogenesis, cell growth and
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apoptosis, blood pressure regulation, otoconia biosyn-
thesis, and hormone biosynthesis (10). However, con-
trary to their phagocyte counterpart, NOX2, the mo-
lecular mechanisms involved in their activation and
regulation remain poorly defined.

As inappropriate or excessive ROS production can
damage surrounding tissues and participate in inflam-
matory disorders, the activity of NOX2 is tightly regu-
lated. Thus, NOX2 is inactive unless 3 major events
occur during cell stimulation: I) phosphorylation of
the cytosolic components; 2) small GTPase activation;
and 3) translocation of cytosolic components to the
plasma membrane, where they assemble with cyto-
chrome 6558 to form the active complex (11, 12).
Phosphorylation of p47”7°¥ on 7 to 8 sites in the AIR
(autoinhibitory region) (13), located in its C terminus,
allows the disruption of the autoinhibitory internal
interactions that exist within the protein (14, 15). This
conformational change leads to subsequent binding of
p47""% with p22”7°% which is mediated by the SH3
(Src homology 3) and PRR (proline-rich region) do-
mains present, respectively, on p47”7°¥ and p22"7°X
(16). Phosphorylation of p47"“X also releases its PX
domain in the N terminus and allows its interaction
with membrane phosphoinositides (17). Both interac-
tions are essential for targeting p47”""“X to cytochrome
b558. Simultaneously, p47””/°* binds to p67"/“* and by
this mean recruits p67”7/“% to the membrane-bound
cytochrome b558; hence, the concept that p47”77°% is
the “organizer” protein of the enzyme complex (18). At
the membrane, p67”/?* through its activation domain
(AD) together with Rac activates NOX2; therefore,
p6779X is considered to be the “activator” protein of
the enzyme complex (19). P67"7°% has also been
reported to be phosphorylated by PKC, p38MAPK, and
ERK during phagocyte NADPH oxidase activation, al-
though the functional significance of this phosphoryla-
tion remains to be determined (20, 21).

Among the new NADPH oxidase homologs, NOXI is
the most structurally and functionally related to NOX2.
It interacts with pQQPHOX (22), mRNA of which is
expressed in various cell types. Also, its activation
requires binding with regulatory partners: NOX orga-
nizer 1 (NOXO1), the homologue of p47™°%, NOX
activator 1 (NOXAL), the homologue of p67PH0X (23,
24); and Racl GTPase (25). NOX1 and its regulatory
partners, NOXOI and NOXAI, are mainly expressed in
colon epithelial cells where they could be involved in
mucosal innate immunity under physiological condi-
tions (26, 27). However, since oxidant-mediated injury
has been shown to play an important role in the
pathophysiology of inflammatory bowel disease (IBD)
(28), NOX1 system dysfunction might contribute to the
development of these inflammatory disorders (29).
The physiological agonists and molecular mechanisms
that modulate NOX1 activity are still poorly understood
because of the lack of colon epithelial cell models
expressing sufficient amounts of the endogenous com-
ponents of the colon NOXI system (NOXI1, NOXAI,
and NOXOL) at the protein level (30). In various host
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cells lines transfected with human NOX1, NOXO1, and
NOXAI cDNAs, the superoxide production appears to
be partially constitutive (23, 31). Indeed, although both
NOXO1 and NOXALI possess similar structural features
to those of their respective homologs, a major differ-
ence between NOXO1 and p47"”7¥ resides in the lack
of the AIR domain in NOXOI. This characteristic
might explain the constitutive activity of the NOXI
complex due to the constitutive binding of NOXOI to
p22™79% and the plasma membrane (32). Conse-
quently, NOXAI is also located constitutively at the
plasma membrane in a NOXOIl-dependent manner
(25). Thus, it appears that NOXI activation by NOXO1
and NOXALI is less dependent on a cell-stimulating
signal than NOX2 activation by p47”“* and p67”77“%.

To examine the molecular mechanisms involved in
NOXI activation and regulation further, we investi-
gated the role of phosphorylation events focusing on
the “activator” subunit NOXAI. Here we report that
NOXI1 activity is regulated through MAPK, PKC, and
PKA-dependent phosphorylation of NOXAI. We iden-
tified the amino acid residues targeted by these kinases
and examined the consequences of their phosphoryla-
tion on NOXI activity in transfected human embryonic
kidney 293 (HEK293) cell model.

MATERIALS AND METHODS
Plasmids and reagents

The pcDNA3.1 plasmids containing the complete sequence
of human NOX1, NOXAI, and NOXOla were provided by
Dr. Tom Leto [U.S. National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, MD, USA]. Human NOXO1{ in pcDNA3.1 was
made by adding codon Lys® to NOXOla using the Quick-
Change II XL site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La
Jolla, CA, USA). The cDNA encoding for the C-terminal
domain of NOXI1 containing the flavin and pyridine nucleo-
tide binding sites [NOX1(217-550) ] in pGEX-4T-1 was a kind
gift from Dr. Yun Soo Bae (Ewha Womans University, Seoul,
Korea). The cDNA encoding for Racl in pGEX-4T-3 was a
kind gift from Dr. Alan Hall (University College, London,
UK). The plasmid encoding for the constitutively active
MEKI mutant in which serine 218 and 222 were replaced with
glutamic acid was a kind gift from Dr. Anne Brunet and Dr.
Jacques Pouyssegur (Université de Nice, CNRS UMR 6543,
Nice, France) (33). Production of antibodies directed against
NOXAI and NOXO1 by NeoMPS SA (Strasbourg, France)
was performed by injecting rabbits with the ovalbumin-
crosslinked peptide sequences of NOXAl (RMSGAPGRLPR-
SQQGDQP) and NOXO1 (RGCVDSVPHPTTEQ). The antibod-
ies were then affinity purified by using the AminoLink Kit from
Thermo Fisher Scientific (Brebieres, France). Anti-Racl antibody
was from BD Bioscience (Palo Alto, CA, USA), and anti-GST
antibody was from Santa-Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA,
USA). MEKI1 antibody was from Cell Signaling (Saint Quentin
Yvelines, France). Phospho-ERK1 (T202/Y204)/ERK2
(T185/Y187) was from R&D Systems Europe (Lille, France).
Phorbol myristate acetate (PMA), phenylmethylsulfonylfluo-
ride (PMSF), diisopropyl fluorophosphate (DFP), diphenyle-
neiodonium (DPI), flavin adenine dinucleotide (FAD),
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLF), and other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
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MO, USA). Active recombinant P42MAPK was from New
England Biolabs (Ipswich, MA, USA), p38MAK from Upstate
(Temecula, CA, USA), PKC from Promega (Charbonniéres-
les-Bains, France), and PKA from Sigma. Forskolin (Fsk),
GF-109203X, and SB-203580 were purchased from Calbio-
chem (San Diego, CA, USA); U0126 was from Promega; and
H-89 was from Upstate. [y-**P]-ATP and [* 2P]-orthophospho—
ric acid were from PerkinElmer (Waltham, MA, USA). SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis) and Western blotting reagents were purchased
from Bio-Rad (Marnes-la-Coquette, France).

Cell culture and transfections

HEK293 cells were cultured in Eagle’s minimal essential
medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) containing
10% heat-inactivated fetal bovine serum, 1 mM sodium pyru-
vate, 0.1 mM nonessential amino acids, 2 mM glutamine, and
antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 pwg/ml streptomycin) at
37°C in 5% CO,. At 48 h prior to transfection, cells were
seeded in 60-mm dishes at 350,000 cells/dish to reach a 60%
confluence. They were then transfected in serum-free me-
dium using FuGene HD reagent (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany) prepared in complexes with plasmids
DNA according to the manufacturer’s instructions [15 pl
FuGene reagent for 5 pg total DNA: 1.66 ng of pcDNA3.1-
NOXI1, 1.66 ng of pcDNA3.1-NOXO18, 1.66 pg of pcDNA3.1-
NOXAI1 wild-type (Wt) or pcDNA3.1-NOXAl mutant]. In
some assays, a plasmid encoding for a constitutively active
MEK] mutant plasmid was cotransfected with the NOXI
system. Serum-free medium was then replaced by serum-
containing medium 6 h after transfection, and cells were
cultured for 48 h before being assayed.

32p labeling, stimulation, immunoprecipitation, and
Western blotting

Transfected-HEK293 cells were deprived of serum and phos-
phate 18 h prior to **P labeling. Adherent cells were then
loaded with 0.1 mCi/ml of [32P]-0rthophosph0ric acid in
serum and phosphate-free medium for 90 min at 37°C,
washed, then stimulated or not with 500 ng/ml of PMA or 50
M Fsk for 15 min at 37°C. In some experiments, cells were
preincubated with GF-109203X, U0126, SB-203580, or H-89
for 20 min at 37°C prior to stimulation. Cells were lysed by
resuspending them in lysis buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4;
0.5% Triton X-100; 150 mM NaCl; 2.5 mM EGTA; 2.5 mM
EDTA; 10 pg/ml Leupeptin; 10 wg/ml Pepstatin; 10 wg/ml
Aprotinin; 2 mM PMSF; 1 mg/ml NaF; 1 mg/ml NagVO,; 0.5
mg/ml B-glycero-phosphate; 0.5 mg/ml PNPP; 0.2 mg/ml
levamisol; and 8% sucrose) in the presence of 1 mg/ml
DNase I and 2.5 mM DFP. The suspension was sonicated on
ice for 3 X 15 s. The lysate was centrifuged at 100,000 g for 20
min at 4°C in a TL100 Ultracentrifuge (Beckman, Fullerton,
CA, USA). An aliquot of the postcentrifugation supernatant
was kept for Western blot with anti-NOXAI, anti-NOXOI,
and Racl antibodies. In brief, the samples were subjected to
SDS-PAGE in 11% polyacrylamide gels, using standard tech-
niques (34). The separated proteins were transferred to
nitrocellulose with Towbin’s procedure (35). The mem-
branes were blocked for 1 h at room temperature in TBS/T
(20 mM Tris-HCI, pH 7.6; 137 mM NaCl; and 0.1% Tween 20)
containing 5% fat dry milk and then incubated overnight with
the primary antibody at the following dilutions: 1:2000 for
NOXAI, 1:2000 for NOXO1, and 1:500 for Racl. Antibody
binding was detected using horseradish peroxidase-conju-
gated anti-mouse or anti-rabbit IgG. Blots were visualized
using ECL Western blotting reagents (GE Healthcare, Little
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Chalfont, UK). NOXAI immunoprecipitation was performed
by incubating the remaining postcentrifugation supernatant
overnight with anti-NOXA1 antibody (1:200) in the presence
of immobilized protein A agarose (Thermo Fisher Scientific).
Immunoprecipitate was washed 4 times with lysis buffer. The
samples were then subjected to electrophoresis and electro-
blotting as described above. Phosphorylated NOXAI was
detected by autoradiography.

ROS production assays

Transfected HEK293 cells were detached using nonenzymatic
cell dissociation solution (Sigma-Aldrich). ROS production
was measured by luminol-amplified chemiluminescence in
the presence of horseradish peroxydase (HRPO). Briefly,
HEK293 suspensions (2X10° cells) in 0.5 ml of serum-free
MEM without phenol red, containing 10 wM luminol and 2.5
U/ml HRPO, were preheated to 37°C in the thermostat-
regulated luminometer chamber (Berthold-Biolumat LB937,
Berthold Technologies, Wildbad, Germany) and allowed to
stabilize. After a baseline reading was established, changes in
chemiluminescence were monitored for 60 min. DPI, a
flavoprotein inhibitor, was added in some assays.

Expression of recombinant NOXA1, GST-Racl, and
GST-NOX1(217-550)

NOXA1 cDNA was subcloned in pGEX-6P1 vector (GE
Healthcare) and was expressed in Escherichia coli (BL2I) as
GST fusion proteins and purified with glutathione Sepharose
beads. In brief, bacteria were inoculated overnight in 100 ml
of LB medium containing 100 pg of ampicillin/ml at 37°C.
The overnight culture was then diluted 10-fold and allowed to
grow until the optical density at 600 nm reached 0.8. Expres-
sion of NOXA1 was induced with IPTG (100 wM) overnight at
15°C. Bacteria were pelleted by centrifuging at 4000 rpm for
20 min at 4°C, suspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH
7.4; 50 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 10
pg/ml leupeptin; 10 wg/ml pepstatin; and 10 wg/ml aproti-
nin) and lysed by sonication. The bacterial lysate was then
centrifuged at 10,000 g for 20 min at 4°C, and the resulting
supernatant was incubated with glutathione Sepharose beads.
The proteins were then separated from GST while on the
beads, by cleavage with PreScission protease (GE Health-
care). GST-Rac 1 was expressed in E. coli as described previ-
ously (36). GST-NOX1(217-550) was expressed as described
for NOXAL, excepted that the induction was performed with
50 uM IPTG at 22°C for 7 h and that bacteria were lysed in
PBS (pH 7.5) containing 1% TX-100, 30 uM FAD, and
protease inhibitors (37). GST-NOX1(217-550) was eluted
from the glutathione Sepharose beads with elution buffer (50
mM Tris-HCl, pH 8; 150 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 1 mM DTT;
and 0.1% Triton X-100), containing 10 mM glutathione.
Glutathione was removed by dialysis against a buffer contain-
ing 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% TX-100,
and 30 puM FAD. Protein concentrations were determined
with the Bio-Rad assay kit, using bovine serum albumin as
standard.

Site-directed mutagenesis of NOXAIl

Site-directed mutagenesis of NOXA1 was performed using
the QuickChange II site-directed mutagenesis kit (Strat-
agene) according to the manufacturer’s suggested protocol
with the following primers: NOXAI-S172A, forward primer
(CAGAGACGGGGCGCACTGCCGCCAQ), reverse primer (GT-
GGCGGCAGTIGCGCCCCGTCTCTG); NOXAI-S239A, forward
primer (CTAATCATGGACGCCCCAAGAGCTG), reverse primer
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(CAGCTCTTGGGGCGTCCATGATTAG); NOXAI1-S2824, for-
ward primer (CAGGCTCCTCTCGCCCCAGGGCTGC), reverse
primer (GCAGCCCTGGGGCGAGAGGAGCCTG); NOXAI-
S$461A, forward primer (GGCCCTCGGATGGCAGGAGC-
CCCCG), reverse primer (CGGGGGCTCCTGCCATCCG-
AGGGCC); NOXAI-S172E, forward primer (CAGAGACG-
GGGCGAACTGCCGCCACG), reverse primer (CGTGGCGG-
CAGTTCGCCCCGTCTCTG); NOXAI-S282EF, forward primer
(CAGGCTCCTCTCGAACCAGGGCTGCCG), reverse primer
(CGGCAGCCCTGGTTCGAGAGGAGCCTG). All the se-
quences were confirmed by DNA sequencing (GEXbyweb,
Meylan, France).

In vitro phosphorylation of NOXA1

Wt or mutated NOXA1l was phosphorylated by ERK2,
p38MAPK, PKC, and PKA by incubating 10 pg of protein in a
reaction mixture containing 40 mM HEPES (pH 7.5), 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 100 pM ATP, and 3 pCi of y[**P]-ATP
in a total volume of 50 pl at 30°C for 30 min. Phosphorylation
with PKC was performed in the presence of 2 mM calcium, 5
pwg/ml diacylglycerol, and 150 pg/ml phosphatidylserine.
The reaction was stopped by adding hot 2X Laemmli sample
buffer. Proteins were separated by SDS-PAGE on 11% Tris-
glycine gel using standard techniques; proteins on the gel
were stained by Coomassie blue or transferred to nitrocellu-
lose and revealed by autoradiography.

Phosphoamino acid analysis

NOXALI phosphorylated by various kinases was separated by
SDS-PAGE, transferred to PVDF, excised, and then subjected
to hydrolysis with 6 N HCI for 90 min at 110°C (20). The
supernatant was dried in a speed-vac and lyophilized. Phos-
phoamino acids were collected and mixed with or without 2
g of standard markers (phosphoserine, phosphothreonine,
phosphotyrosine) and separated by thin-layer chromatogra-
phy. Samples were then applied to a cellulose plate and
separated by elecrophoresis at 1100 V for 45 min at 4°C in a
buffer consisting of water/acetic acid/pyridine (189:10:1),
pH 3.5. Standard phosphoamino acids were visualized by
spraying with 0.2% ninhydrin, and phosphorylated amino
acids were detected by autoradiography.

Two-dimensional tryptic phosphopeptide mapping

The nitrocellulose area containing **P-labeled NOXA1 was
incubated for 30 min at 37°C with polyvinylpyrrolidone and
incubated overnight with trypsin (50 pg/ml) in 50 mM
bicarbonate buffer. Released peptides were washed 3 times,
redissolved in electrophoresis buffer (15% formic acid), and
applied to one corner of a cellulose thin-layer plate. After
electrophoresis (1100 V for 35 min), ascending chromatog-
raphy was performed in isobutyric acid buffer (21). The
plates were autoradiographed at —75°C.

Spectroscopic analysis of membranes

Membranes of untransfected and transfected HEK293 cells
were prepared as described by Nakano et al. (38). In brief,
cells were harvested, suspended in relaxation buffer (10 mM
PIPES, pH 7.3; 100 mM KCI; 3 mM NaCl; 3.5 mM MgCl,-
6H,O; 1 mM ATP; and 1.25 mM EGTA), and lysed by
cavitation. The lysate was first centrifuged at 1000 gfor 10 min
at 4°C to remove nuclei and unbroken cells. The resulting
supernatant was centrifuged at 8000 g for 10 min at 4°C to
pellet mitochondria. A final centrifugation at 14 000 g for 60
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min was performed to obtain the plasma membrane-enriched
pellet, which was then suspended in relaxation buffer. Spec-
troscopy was performed using an UVIKON 860 spectropho-
tometer (Kontron Instruments, Montigny Le Bretonneux,
France) according to the procedure described by Cross et al.
(39). The reduced minus oxidized spectrum of the plasma
membrane-enriched pellet was measured by adding a few
grains of sodium dithionite to the reduced sample. The
presence of NOXI catalytic subunit was demonstrated by the
peak at 558 nm.

GST pulldown assay

NOXAI (204 nM) that had been phosphorylated or not with
ERK2 and PKC was incubated with 204 nM of GST, 204 nM of
GST-NOX1(217-550), or 204 nM of GST-Racl loaded with
GTPyS for 30 min at 4°C in interaction buffer (PBS, pH 7.4;
10 mM DTT; and 0.1% TX-100) on a rotating wheel. When
coprecipitation was performed with GST-Racl, 100 pM of
GTP~S was added to the interaction buffer; when coprecipi-
tation was performed with NOX1, 30 wM of FAD was added to
the interaction buffer. Glutathione Sepharose beads were
then added, and the assay was incubated for 1 h at 4°C on the
rotating wheel. After several washes in the buffer (PBS, pH
7.5; 10 mM DTT; and 0.5% TX-100), the complex was eluted
with 10 mM glutathione and analyzed by SDS-PAGE and
Western blots using protein-specific antibodies.

Statistical analysis

All results are expressed as means = sk. Significant differ-
ences were identified with Student’s ¢ test and by l-way
ANOVA followed by a Scheffe’s post hoc test when multiple
variables were analyzed (significance threshold P<0.05).

RESULTS

ERK2, p38MAPK, PKC, and PKA phosphorylate
NOXALI on selective sites

To understand the role of phosphorylation events in
the regulation of NOXI activity, we determined
whether the “activator” partner NOXAI could be phos-
phorylated in vitro by various protein kinases, namely
ERK2, p38MAPK, PKC, and PKA, and identified the
sites targeted by each protein kinase. For this purpose,
purified recombinant NOXAI1 was produced. The re-
sulting protein migrated with the expected molecular
weight of 51 kDa and was recognized by a specific
antibody directed against NOXAI. Two lower molecu-
lar weight bands, one of which was recognized by the
NOXALI antibody, were also observed and might corre-
spond to degradation products of the protein (Fig. 14).
In wvitro phosphorylation of recombinant NOXAI
showed that it was phosphorylated strongly by ERK2
and PKA and to a lesser extent by PKC and p38MAPK
(Fig. 1B, top panel). Phosphopeptide mapping analysis
revealed that PKC phosphorylated NOXAl on one
major peptide, designated peptide a (Fig. 1B, bottom
panel). Peptide a was also a major target for PKA in
addition to 3 minor peptides, designated b, ¢, and d.
The MAP kinase, ERK2, phosphorylated NOXAI on
two major peptides, designated e and f. Peptides e and
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Figure 1. ERK2, p38MAPK, PKC, and PKA phosphorylate NOXAI on selective sites;
phosphopeptide mapping and phosphoamino-acid analysis. A) Recombinant NOXA1
was expressed in E. coli, and purified protein was analyzed by SDS-PAGE and Coomassie
blue staining (left panel) or immunoblotting (right panel). B) Purified NOXAI1 was
subjected to in wvitro phosphorylation with [y-*P]-ATP in the presence of PKC,
p38MAPK, ERK2, and PKA for 30 min at 30°C. Phosphorylated proteins were separated
by SDS-PAGE and analyzed by autoradiography (top panel). Phosphopeptide mapping
analysis of NOXA1 phosphorylated by PKC, p38MAPK, ERK2, and PKA was then
performed (bottom panel). Phosphorylated peptides a—g (see Results section) were
detected by autoradiography. C) Phosphoamino-acid analysis of NOXA1 phosphory-
lated by PKC, p38MAPK, ERK2, and PKA. Standard phosphoamino acids were
visualized by 0.2% ninhydrin, and phosphorylated amino acids were detected by
autoradiography. All data are representative of 3 experiments.
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f were also weakly phosphorylated by p38MAPK, in
addition to the minor peptide designed g. Phosphory-
lation of NOXAI by ERK2, p38MAPK, PKC, and PKA
all occurred exclusively on serine residues, as shown by
the phosphoamino acid analysis (Fig. 1C).

To identify the phosphorylation sites, we thus
searched in the amino acid sequence of NOXAI serine
residues that could be potentially phosphorylated by
these protein kinases, referring to their recognition
consensus sequences: R-R/K-X-S/T for PKA; (R—K_l’_g,
X29).8/T-(X*° RK'?) for PKC; and P-X-S/T-P for
MAP kinases (40, 41). We identified serine 172 (Ser-
172) and serine 461 (Ser-461) as potential targets for
PKC and PKA; serine 239 (Ser-239) and serine 282
(Ser-282) as potential targets for ERK2 and p38SMAPK.
Then we generated mutants of NOXAI in which these
amino acids were changed to alanine, a nonphosphor-
ylatable residue. Phosphorylation of these mutants by
ERK2, p38MAPK, PKC, or PKA was then analyzed by
phosphopeptide mapping. Phosphorylation of the mu-
tants by ERK2 showed that mutation of Ser-282 to
alanine (S282A) resulted in a complete loss of NOXAIl
phosphorylation, while mutation of Ser-172, Ser-239,
and Ser-461 to alanine (S172A, S239A, and S461A,

Origin—
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respectively) did not affect NOXAI phosphorylation by
ERK2 (Fig. 24, top panel). Phosphopeptide mapping
analysis of these mutants phosphorylated by ERK2
showed that phosphorylation of peptides e and f could
not be detected anymore in the S282A mutant as
compared to the Wt protein, whereas it was preserved
in the S172A, S239A, and S461A mutants (Fig. 2A,
bottom panel). These results indicated that peptides e
and f contained Ser-282, which is a target for ERK2.
The same analysis was performed with p38MAPK. The
phosphopeptide map showed that mutation of Ser-282
to alanine also resulted in a loss of the phosphorylation
of peptides e and f by p38MAPK as compared to the
map of NOXAI Wt (Fig. 2B, bottom panel). In addi-
tion, mutation of Ser-239 to alanine led to the loss of
phosphorylation of peptide g, whereas phosphorylation
of peptides e and f was preserved in this mutant (Fig.
2B, bottom panel). However, mutation of Ser-172 and
Ser-461 to alanine did not affect phosphopeptide maps
of NOXAI phosphorylated by p38MAPK (Fig. 2B, bot-
tom panel). These results showed that Ser-282 is tar-
geted by p38MAPK and ERK2 and that peptide g, which
contained Ser-239, is only targeted by p38MAPK. Con-
cerning PKA, the phosphopeptide map showed that
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Figure 2. Identification of NOXAL sites phosphorylated by ERK2, p38MAPK, PKC, and PKA. A) Wt NOXAL, S172A, S239A, S282A,
and S461A mutants of NOXA1 were subjected to in vitro phosphorylation with [y->*P]-ATP in the presence of ERK2. Phosphorylated
proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed by autoradiography and Coomassie blue staining (top panel). Wt NOXAL, S172A,
S239A, S282A, and S461A mutants of NOXAL were then analyzed by phosphopeptide mapping (bottom panel). Phosphorylated
peptides (designated by letters; see Results section) were detected by autoradiography. Dotted circles indicate loss of phosphopeptide.
Results are summarized in a diagram with the identity of the peptides indicated. B) Same as A, except that Wt NOXAL, S172A, S239A,
S282A, and S461A mutants of NOXA1 were phosphorylated by p38MAPK. ) Same as A, except that Wt NOXAI, S172A, S239A,
S282A, and S461A mutants of NOXA1 were phosphorylated by PKA. D) Same as A, except that Wt NOXAL, S172A, S239A, S282A,
and S461A mutants of NOXA1 were phosphorylated by PKC. Data are representative of 2 experiments.
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mutation of Ser-172 to alanine resulted in the loss of
phosphorylation of the major peptide a and the minor
peptide ¢, whereas phosphorylation of the minor pep-
tide b was preserved (Fig. 2C, bottom panel). In con-
trast, mutation of Ser-461 to alanine led to the lack of
phosphorylation of the minor peptide b, whereas phos-
phorylation of the major peptide a and the minor
peptide ¢ were not altered (Fig. 2C, bottom panel).
Mutation of Ser-239 and Ser-282 to alanine did not
modify the phosphopeptide maps of NOXAI phos-
phorylated by PKA (Fig. 2C, bottom panel). Thus,
peptides a and peptide ¢ contained Ser-172, whereas
peptide b contained Ser-461. Both Ser-172 and Ser-461
were targeted by PKA in vitro, although Ser-461 to a
lesser extent. Phosphorylation of the mutants by PKC
also showed that the S172A mutation clearly led to the
disappearance of phosphorylation of the major peptide
a, whereas the S239A, S282A, and S461A mutations did
not significantly affect the phosphopeptide maps of
NOXAI1 phosphorylated by PKC (Fig. 2D, bottom
panel). Therefore, in addition to being a target for
PKA, Ser-172 is also a major target for PKC.

NOXAL is phosphorylated on Ser-172 and Ser-282 in
intact cells: involvement of MAPK, PKC, and PKA
pathways

To determine whether NOXAI could be phosphory-
lated by MAPK, PKC, and PKA in intact cells on the
previously identified serine residues, we reconstituted
the functional NOX1 complex in a heterologous ex-
pression system. Full-length NOXAl Wt was cotrans-
fected with the catalytic subunit NOXI and the orga-
nizer subunit NOXOIB (the most abundant and active
isoform in the colon; ref. 42) in HEK293 cells. Shiose et

al. (43) showed that HEK293 cells do not express
endogenous NOXI, and we checked that they express
neither endogenous NOXAI nor endogenous NOXOI1.
Indeed both proteins could not be detected by Western
blot even when large amounts of cells (4X10° cells)
were loaded on the SDS-polyacrylamide gel (data not
shown). Racl and p22”""“*were shown to be expressed
endogenously in these cells (25, 31). Phosphorylation
of NOXAL in the context of a functional NOX1 system
was then studied in resting, phorbol-myristate-acetate
(PMA)-activated cells, or Fsk-activated cells. We used
PMA as it is a direct activator of PKC and can also
indirectly activate MAPK wvia the activation of Raf (44).
Furthermore, we have shown that ERK and p38MAPK
were activated in PMA-stimulated HEK293 cells (data
not shown). Fsk activates adenylate cyclase and thus
increases the intracellular level of cyclic AMP (cAMP),
which is responsible for the activation of PKA.

Using specific antibodies directed against NOXAI
and NOXOI that we developed as described in Mate-
rials and Methods, we first checked that both proteins
were expressed in transfected HEK293 cells but not in
untransfected (control pcDNA3.1) cells (Fig. 3A, left
panel). As no good working antibody directed against
NOXI1 catalytic subunit was available (commercial an-
tibodies were found to recognize several nonspecific
bands in transfected and untransfected cells), we veri-
fied the presence of NOXI by performing spectro-
scopic analysis of dithionite-reduced minus oxidized
spectra of plasma membrane from transfected vs. un-
transfected cells. The presence of NOXI1 was demon-
strated by a peak at 558 nm, characteristic of heme, in
transfected HEK293 cells; this peak was not detected in
untransfected cells (Fig. 34, right panel). In contrast,
Racl, which was endogenously expressed in HEK293
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Figure 3. NOXAI is phosphorylated in vivo in resting and

PMA- and Fsk-stimulated cells. A) NOXI-based system was

reconstituted in HEK293 cells by transfecting pcDNA3.1(NOX1), pcDNA3.1(NOXA1), and pcDNA3.1(NOXOIB) plasmids.
Expression of NOXA1 and NOXO1 was checked by immunoblotting in comparison to untransfected cells (pcDNA3.1) (left
panel). Expression of NOXI1 was checked by spectroscopy analysis of the reduced minus oxidized spectrum of the plasma
membrane-enriched pellet of transfected HEK293 cells in comparison to untransfected cells (pcDNA3.1) (right panels).
B) Transfected HEK293 cells were labeled with [**P]-orthophosphoric acid. Cells were stimulated or not with PMA (500 ng/ml)
or Fsk (50 pM) for 15 min at 37°C. NOXA1 was immunoprecipitated with anti-NOXA1 antibody, separated by SDS-PAGE, and
analyzed by autoradiography (top panel). An immunoblot was performed on the cell lysate as loading control (bottom panel).

Data are representative of 3 experiments.
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cells, could be detected in both transfected and un-
transfected cells (Fig. 3A, left panel). HEK293 cells
transfected with NOX1, NOXO1, and NOXAI were
then loaded with [32P]-orth0phosphoric acid, stimu-
lated or not with PMA or Fsk. The phosphorylation
state of NOXAI was analyzed by SDS-PAGE and phos-
phopeptide mapping analysis after NOXAI immuno-
precipitation with the specific antibody that we have
developed. As shown in Fig. 3B, we found that NOXAI
was phosphorylated at a basal level in resting cells and
that its phosphorylation increased in PMA- and Fsk-
stimulated cells. Phosphopeptide mapping analysis of
in vivo phosphorylated NOXAI revealed that basal
phosphorylation occurred on 3 peptides in resting cells
(Fig. 44). Taking into account their localization on the
map, these peptides might correspond to Ser-282 (pep-
tides e and f) and Ser-172 (peptide a), respectively. When
cells were stimulated by PMA, phosphorylation of all three
peptides clearly increased (Fig. 4). In contrast, when cells
were stimulated by Fsk, only phosphorylation of peptide a
dramatically increased, while phosphorylation of peptides
e and f did not change (Fig. 4). In addition, no phosphor-
ylation of peptides corresponding to Ser-239 (peptide g)
and Ser-461 (peptide b) could be detected in vivo under
these conditions. We thus focused on Ser-282 and Ser-172
in the rest of the work.

To confirm that the in vivo phosphorylated sites are
effectively Ser-282 and Ser-172, we cotransfected
NOXAI1(S172A), NOXA1(S282A) mutants, or NOXAI
(S172A/S282A) double mutant with NOX1 and NOXO1B

in HEK293 cells and analyzed their phosphorylation state as
described previously, in resting, PMA or Fsk-stimulated
cells. As shown in Fig. bA, the single mutation of
Ser-282 or Ser-172 to alanine (S282A or S172A) re-
duced the phosphorylation of NOXAI in resting and
PMA-stimulated cells, while the double mutation of
Ser-172 and Ser-282 to alanine (S172A/S282A) led to a
complete loss of NOXAI phosphorylation in resting
and PMA-stimulated cells. Phosphorylation of NOXAIl
mutants in vivo was also analyzed by phosphopeptide
mapping. Figure 5B clearly shows that phosphorylation
of peptide a was lost with the single mutant S172A in
resting and PMA-stimulated cells. In contrast with this
same mutant, phosphorylation of peptides e and f was
still preserved at the basal level, and their phosphory-
lation still increased in PMA-stimulated cells (Fig. 5B).
The opposite results were observed with the single
mutant S282A; phosphorylation of peptides e and f was
lost in resting and PMA-stimulated cells, while phos-
phorylation of peptide a was still preserved at the basal
level, and its phosphorylation still increased in PMA-
stimulated cells. Finally, the double mutation of Ser-172
and Ser-282 to S172A/S282A resulted in a complete
loss of phosphorylation of peptides e, f, and a. The
same analysis was performed in Fsk-stimulated cells. As
shown in Fig. 6A, phosphorylation of NOXAI induced
by Fsk was clearly prevented with the S172A mutant,
while it was not with the S282A mutant; rather, it was
increased with this mutant (Fig. 6A4). The S172A/S282A
double mutation also prevented NOXAI phosphoryla-
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tion induced by Fsk (Fig. 6A4). Phosphopeptide map
analysis of the S172A mutant showed that phosphory-
lation of peptide a could not be detected either at the
basal level or in Fsk-stimulated cells (Fig. 6B). In
contrast, with this same mutant, phosphorylation of
peptides e and f could be still detected at the basal
level, but their phosphorylation was not increased by Fsk,
as noted earlier in Fig. 4. With the S282A mutant, peptides
e and f could not be phosphorylated in resting or in
Fsk-stimulated cells, whereas peptide a was still phosphor-
ylated at the basal level and its phosphorylation strongly
increased in Fsk-treated cells (Fig. 6B). Finally, as ex-
pected, peptides e, f, and a were not phosphorylated in
resting or Fsk-treated cells when both Ser-172 and Ser-282
were mutated to alanine (Fig. 6B).

Together, these data clearly demonstrated that Ser-172
and Ser-282 were both phosphorylated at a basal level in
resting cells and that their phosphorylation could be
increased by PMA. In contrast, only phosphorylation of
Ser-172 could be increased by Fsk in intact cells. In
addition, although PKA triggers weak phosphorylation of

NOXAT PHOSPHORYLATION DOWN REGULATES NOX1 ACTIVITY

Figure 5. NOXA1 is phosphorylated on Ser-
172 and Ser-282 in resting cells, and phosphor-
ylation of both serines is increased by PMA.
A) HEK293 cells were transfected with NOX1,
NOXOI1B, or Wt NOXAl or its mutants
(S172A, S282A, or S172A/S282A), labeled
with [32P]-0rthophosphoric acid, and stimu-
lated or not with PMA (500 ng/ml) for 15 min
at 37°C. Wt NOXA1 and its mutants were immu-
noprecipitated, separated by SDS-PAGE, and ana-
lyzed by autoradiography. An immunoblot was
performed on the cell lysate as loading control. R,
resting cells. B) Immunoprecipitated Wt NOXA1
or its mutants (S172A, S282A, or S172A/
S282A) were analyzed by phosphopeptide

WT

S172A

S282A mapping. Phosphorylated peptides (desig-
nated by letters; see Results section) were
detected by autoradiography. Dotted circles
indicate loss of phosphopeptide. Data are rep-
resentative of 2 experiments.

S$172/282A

Ser-461 in wvitro, Fsk-mediated PKA activation did not
induce phosphorylation of Ser-461 in vivo.

Taking into account the in vitro and in vivo data, it is
probable that PMA-induced phosphorylation of Ser-172
and Ser-282 in intact cells could be mediated by direct
activation of PKC and indirect PKC activation of MAPK
(ERK1/2 or p38MAPK), respectively. Indeed, in addi-
tion to the fact that Ser-172 could be targeted by PKC
but not by MAPK in vitro, and that Ser-282 could be
targeted by MAPK but not by PKC in vitro, we have
shown that PMA, a direct PKC activator, could also
increase the level of phospho-ERK and phospho-
p38MAPK in HEK293 cells (data not shown). To con-
firm that MAPK (ERKI1/2 or p38MAPK) and PKC were
involved in PMA-induced phosphorylation of NOXAI
in vivo, HEK293 cells transfected with all the compo-
nents of the NOXI system were loaded with [*?P]-
orthophosphoric acid, then treated with SB-203580,
U0126, or GF-109203X, which inhibit p38MAPK, MEK1 /2
(the kinase upstream of ERK1/2), and PKC, respectively.
Cells were then stimulated with PMA, and NOXAI was

2085



A Wt S172A

S282A S172/282A

Fsk R Fsk
I

" 10 1
R Fsk R Fsk

T 1
IP: anti-NOXA1

R
| =
Autoradiography '

o

32P-NOXA1

IB: anti-NOXA1
Cell lysate

e e S 0 T S NOX AN

RESTING

-
7]
A

Chromatography

|

Electrophoresis

immunoprecipitated. Figure 74 shows that PMA-in-
duced phosphorylation of NOXAI was inhibited by
SB-203580, U0126, and GF-109203X, confirming that
MAPK (ERKI/2 and p38MAPK) and PKC were in-
volved in phosphorylation of NOXAI in PMA-stimu-
lated cells. We also confirmed that phosphorylation of
Ser-172 induced by Fsk was mediated by PKA, as the
PKA inhibitor, H-89, prevented Fsk-induced phosphor-
ylation of NOXA1 (Fig. 7B). In resting cells, basal
phosphorylation of NOXAI was inhibited in a concen-
tration-dependent manner by U0126, GF-109203X, and
to a lower extent by H-89, indicating that ERK1/2, PKC,
and PKA are involved in basal phosphorylation of
NOXALI (Fig. 7C, D). In contrast, SB-203580 at 25 pM
had no inhibitory effect on NOXAI basal phosphoryla-
tion, ruling out a role of p38MAPK in NOXAI basal
phosphorylation (Fig. 7C).

Phosphorylation of NOXAI1 on Ser-172 and Ser-282
prevents NOXI1 hyperactivation by decreasing NOXA1l
interaction to NOXI1 and to Racl-GTPyS

We next investigated the functional consequences of
NOXAI phosphorylation on Ser-172 and Ser-282 on
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Figure 6. Only phosphorylation of Ser-172
on NOXAL is increased in Fsk-stimulated
cells. A) HEK293 cells were transfected
with NOX1, NOXO1B, Wt NOXAL, or its
mutants (S172A, S282A, or S172A/S2824),
labeled with [*?P]-orthophosphoric acid,
and stimulated or not with Fsk (50 uM) for
15 min at 37°C. Wt NOXALI and its mutants
were immunoprecipitated, separated by
SDS-PAGE, and analyzed by autoradiogra-
phy. An immunoblot was performed on the
cell lysate as loading control. R, resting
cells. B) Immunoprecipitated Wt NOXAIL
and its mutants (S172A, S282A, or S172A/
S282A) were analyzed by phosphopeptide
mapping. Phosphorylated peptides (desig-
nated by letters; see Results section) were
detected by autoradiography. Dotted cir-
cles indicate loss of phosphopeptide. Data
are representative of 2 experiments.

S$172/282A

NOXI1-derived ROS production. For this purpose,
NOXA1 Wt, S172A mutant, S282A mutant, S172A/
S282A double mutant, or phosphomimetic S172E/
S282E double mutant of NOXAI were cotransfected in
HEK293 cells with NOX1 and NOXOI1B, and ROS
production was measured by luminol-amplified chemi-
luminescence in the presence of horseradish peroxi-
dase.

NOXAL is constitutively phosphorylated in resting
cells (Figs. 3-7, resting), in contrast to NOXO1, which
appears to be phosphorylated only when cells were
stimulated (Fig. 84). Therefore, we first decided to
examine the effect of NOXAI mutants on ROS produc-
tion under basal conditions in order to attribute the
effect seen specifically to NOXAI and not to another
component of the NOXI1 complex (i.e., NOXOI18). As
shown in Fig. 8B (solid columns) and in accordance
with previous studies (23, 31), cells cotransfected with
human Wt NOXA1, NOXI1, and NOXOI1p constitu-
tively produced ROS as compared to control cells that
were transfected with pcDNA3.1. Furthermore, this
ROS production activity was inhibited by DPI, a fla-
voprotein inhibitor. Individual mutations of Ser-172

KROVIARSKI ET AL.
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or NOXALI and labeled with [**P]-orthophosphoric acid. Cells were preincu-
bated in the presence or absence of 25 pM SB-203580 (p38MAPK inhibitor),
20 wM U0126 (MEK inhibitor) or 5 puM GF-109203X (PKC inhibitor) for 20
min at 37°C prior to stimulation or not with PMA (500 ng/ml) for 15 min at
37°C. Top panel: NOXA1 was immunoprecipitated, separated by SDS-PAGE,
and analyzed by autoradiography. An immunoblot was performed on the cell
lysate as loading control. Bottom panel: phosphorylated NOXA1 (3 experi-
ments) was quantified by PhosphorImager analysis. R, resting cells; C, PMA

control cells. B) HEK293 cells were transfected and labeled as in A. Cells were preincubated in the presence or absence
of 10 pM H-89 (PKA inhibitor) for 20 min at 37°C prior to stimulation or not with Fsk (50 uM) for 15 min at 37°C. Top
panel: NOXA1 was immunoprecipitated, separated by SDS-PAGE, and analyzed by autoradiography. An immunoblot was
performed on the cell lysate as loading control. Bottom panel: phosphorylated NOXA1 (3 experiments) was quantified
by PhosphorImager analysis. R, resting cells; C, Fsk control cells. C, D) HEK293 cells were transfected and labeled as in A.
Basal phosphorylation was analyzed in the presence or absence of various concentrations of U0126, GF-109203X, H-89, or
SB-203580 as described above, except that cells were not stimulated. Graphed results are expressed as mean * SE

percentage of R; n = 8. *P < 0.05 vs. C; *P < 0.05 vs. R.

and Ser-282 to S172A and S282A significantly increased
constitutive ROS production by the NOXI1 system, and
double mutation of Ser-172 and Ser-282 to S172A/
S282A further increased this constitutive ROS produc-
tion activity (Fig. 8B, solid columns). Interestingly, the
phosphomimetic double mutant of NOXA1, S172E/
S282E, did not increase constitutive NOX activity.
Rather, it tended to inhibit it (Fig. 8B, solid columns).
NOXI1 system was expressed in an equivalent manner in
Wtand mutant NOXAI cell lines, as shown by the same
expression level of NOXAIl and NOXOIB (Fig. 8B,
bottom panel). These results indicate that basal phos-
phorylation of NOXAl on Ser-172 and Ser-282 in
resting cells synergistically prevents NOXI1 hyperactiva-
tion. Paradoxically, treatment of cells by PMA en-
hanced NOXI activity (Fig. 8B, shaded columns), al-
though under these conditions phosphorylation of
Ser-172 and Ser-282 of NOXAI were increased (Fig. 5).
This could be due to the positive effect of PMA on
other components of the NOXI system, such as
NOXOIB, phosphorylation of which was increased by
PMA (Fig. 8A). Furthermore, the stimulatory effect of
PMA on NOXI1 activity was kept with the S172A, S282A,
and S172A/S282A mutants of NOXA1 (Fig. 8B, shaded
columns), supporting the idea that another component
of the NOXI system was targeted in a positive manner
by PMA. However, note that hyperphosphorylation of
NOXAI, mimicked by the use of S172E/S282E mutant,

NOXAT PHOSPHORYLATION DOWN REGULATES NOX1 ACTIVITY

can overcome the PMA-stimulatory effect (Fig. 8B,
shaded column). To confirm that hyperphosphoryla-
tion of NOXAI had an inhibitory effect on NOXI
activity, and as ERK1/2 was involved in this phosphor-
ylation, we cotransfected a constitutively active MEKI
mutant (the kinase that activates ERK1/2) along with
the NOXI1 system in HEK293 cells and determined
consequences on NOXI activity. Overexpression of
MEKI mutant in HEK293 cells, checked by immunoblot,
increased endogenous ERK1/2 activity, as indicated by a
marked increase in ERKI1/2 phosphorylation (Fig. 8C,
bottom panel). The increase of ERKI /2 activity in MEKI1
mutant-transfected cells was accompanied by a significant
decrease in NOXI activity under resting and PMA-stimu-
lated conditions (Fig. 8C, top panel), as compared to
control cells transfected with the NOXI system alone.
This finding suggests that ERKI1/2-induced NOXAI hy-
perphosphorylation was involved effectively in the inhibi-
tion of NOXI activity. We checked that NOXI system was
expressed in an equivalent manner in control and MEKI-
transfected cells, as shown by the same expression level of
NOXAIl and NOXOIB (Fig. 8C, bottom panel). Fsk,
which was found to increase NOXA1 phosphorylation on
Ser-172, inhibited NOXI1 activity as expected, and muta-
tion of this serine to alanine prevented this inhibitory
effect (Fig. 8D).

NOXI1 activity is dependent on the interactions
among the different subunits that compose the NOX1
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NOXO1 were labeled with [?’QP]-orthophosphoric acid, then stimulated or not with
PMA (500 ng/ml) or Fsk (50 wM) for 15 min at 37°C. NOXA1 was immunoprecipitated.
Coprecipitated NOXO1 was detected in the immunoprecipitate by immunoblotting
with a specific antibody directed against NOXO18. Phosphorylation of NOXO1p was

detected by autoradiography. B) HEK293 cells were transfected with NOX1, NOXO18,
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and wild-type (WT) NOXALI or its mutants (S172A, S282A, S172A/S282A, or S172E/
S282E). Control cells were transfected with pcDNA3.1. ROS were measured by
luminol-amplified chemiluminescence in the presence of horseradish peroxydase
(HRPO) in resting and PMA-stimulated cells (500 ng/ml). In some assays DPI, a

selective NOX inhibitor, was added. Changes in chemiluminescence were monitored for 60 min. Results are expressed as
mean =* SE percentage of resting WT; n = 10. *P < 0.05 vs. resting WT; TP < 0.05 vs. resting counterpart; "P < 0.05 vs.
resting S172A/S282A. An immunoblot was performed on the cell lysate with NOXA1 and NOXO18 antibodies to check
that an equal amount of NOXI1 system was expressed in WT and mutant NOXAI cell lines. C) A constitutively active MEK1
mutant (kinase that activates ERK1/2) was cotransfected along with NOX1, NOXOI1, and WT NOXAI, and ROS were
measured by luminol-amplified chemiluminescence in the presence of horseradish peroxydase (HRPO) in resting and
PMA-stimulated cells (500 ng/ml) as described above. Results are expressed as mean * SE percentage of resting WT; n =
3. #P < 0.05 vs. resting WT; TP < 0.05 vs. stimulated WT. An immunoblot was performed in cell lysate with anti-MEKI,
anti-phospho-ERK1 (T202/Y204) /ERK2 (T185/Y187), anti-ERK1/2, anti-NOXA1 and anti-NOXO1p antibodies to check
for expression. D) HEK-293 cells were transfected with NOX1, NOXOI1B, WT NOXAI, or S172A-NOXAI mutant and
stimulated or not with Fsk (50 uM). ROS were measured by luminol-amplified chemiluminescence in the presence of
HRPO as described above. Results are expressed as mean * sk percentage of resting WT; n = 3. *P < 0.05 vs. resting WT;

TP < 0.05 vs. stimulated WT.

system. Especially, the presence of an AD in NOXAI,
similar to the AD of p67”7°% suggests that it might
interact directly with NOXI1 protein to regulate its
electron transfer activity (23). Furthermore, binding of
NOXALI to Racl (a significant proportion of which was
found in the GTP-bound form in resting HEK293 cells;
ref. 45) is crucial for NOX1 activity (25). We thus
determined whether NOXAI phosphorylation on Ser-
172 and Ser-282 could change its interaction with its
binding partners, NOX1 and Racl. For this purpose,
pulldown experiments were performed with the GST-
C-terminal domain of NOXI containing the flavin and
pyridine nucleotide binding sites [GST-NOX1(217-
550)] or with GST-Racl loaded with GTPyS (GST-Racl-
GTP~S). This was performed in the presence of non-
phosphorylated recombinant NOXAI or recombinant
NOXAI that had been phosphorylated in vitro with
both ERK2 (phosphorylation of Ser-282) and PKC
(phosphorylation of Ser-172). As shown in Fig. 9,
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nonphosphorylated NOXAI interacted with GST-
NOX1(217-550) and GST-Racl-GTPyS compared with
the GST control. Phosphorylation of NOXAI on both
Ser-282 and Ser-172 by ERK2 and PKC, respectively,
clearly decreased the binding capacity of NOXAI to
NOX1(217-550) and Racl-GTPyS (Fig. 9). Western
blot using antibodies directed against GST showed an
equivalent amount of GST protein in each assay. Alto-
gether, these results demonstrated a critical role of
NOXAL1 phosphorylation on Ser-282 and Ser-172 in
preventing NOXI1 hyperactivation through the de-
crease of NOXAI interaction to NOXI and Racl.

DISCUSSION
Our data show that NOXI1 activity is regulated through

MAPK, PKC, and PKA-dependent phosphorylation of
NOXAL. In vitro and in vivo studies revealed that

KROVIARSKI ET AL.
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Figure 9. Phosphorylation of NOXA1 on Ser-172 and Ser-282 by PKC and ERK2, respectively, decreases its interaction with
NOX1(217-550) C-terminal domain and Racl-GTPyS. Recombinant NOXA1 was phosphorylated (P-NOXAI) or not (NOXAI)
by both ERK2 and PKC, then incubated with GST (control) or either GST-NOX1(217-550) C-terminal domain (A) or
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glutathione and analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting using NOXA1 and GST antibodies (left panels). Graphs represent
mean * SE ratio of precipitated NOXAI to total amount of GST protein; n=3 (right panels). *P < 0.05 vs. NOXAI.

NOXAL1 is phosphorylated by MAPK (ERK1/2 and
p38MAPK) on Ser-282, while it is phosphorylated by
PKC and PKA on Ser-172. Furthermore, phosphoryla-
tion on these sites occurs at the basal level and syner-
gistically prevents NOXI1 hyperactivation through the
decrease of NOXAI interaction with NOXI catalytic
subunit and Racl. These results define a new critical
role of NOXAI phosphorylation in regulating NOX1-
system activity.

The colon remains by far the tissue that expresses
most abundantly NOX1 and its known regulators,
NOXAI1 and NOXO1, in vivo (23, 31). The function of
NOXI1-derived ROS in the colon epithelium is not well
elucidated. As epithelial cells represent the first barrier
against external pathogens, NOXI-derived ROS have
been suggested to be involved in host defense, thus
contributing to the normal inflammatory process (27).

NOXAT PHOSPHORYLATION DOWN REGULATES NOX1 ACTIVITY

Consequently, one can assume that any NOXI1 system
dysfunction might participate to the development of
inflammatory disorders, such as inflammatory bowel
disease (IBD), implying that NOXI activity must be
controlled closely. However, contrary to its NOX2
counterpart, the molecular mechanisms that modulate
NOXI1 activity are still poorly understood. The main
reason resides in the lack of an epithelial cell model
that expresses sufficient amounts of endogenous,
NOX1, NOXAI, and NOXOI1 proteins.

In the present study, we provide for the first time clear
evidence that NOXI activity could be regulated through
MAPK (ERK1/2 and p38MAPK) and PKC-dependent
phosphorylation of NOXAI. We also found that NOXAIL
could be targeted by PKA, as described previously by Kim
et al. (46). In vitro and in vivo studies using a HEK293-
transfected cell model reconstituted with the complete
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NOXI system (NOXI, NOXAI, and NOXOI1(3) demon-
strated that phosphorylation of NOXA1 by MAPK (ERKI1,/2
and p38MAPK) occurs mainly on Ser-282, while phos-
phorylation of NOXAI by PKC, as for PKA, occurs
mainly on Ser-172. We also showed that phosphoryla-
tion of NOXAI on these sites occurs at a basal level and
acts in synergy to down-regulate constitutive NOXI-
derived ROS production. Thus, individual mutations of
Ser-172 and Ser-282 to alanine significantly increased
constitutive ROS production by the NOXI1 system, and
double mutations of Ser-172 and Ser-282 to S172A/
S282A further increased it. On the contrary, the phos-
phomimetic double mutant S172E/S282E of NOXA1
did not increase constitutive NOXI activity; rather, it
inhibited it. The mechanisms by which phosphoryla-
tion of NOXA1 on Ser-282 and Ser-172 prevents NOX1-
derived ROS production could be mediated by a direct
effect on the binding capacity of NOXAI to both Racl
and NOXI. Indeed, NOXAI that had been phosphor-
ylated by MAPK and PKC shows a decrease in its
binding to both Racl and NOXI.

Negative regulation of ROS production by NADPH
oxidase is often associated with an elevation of the
intracellular cAMP level and subsequent activation of
PKA in many cell systems. In phagocytes, for example,
several cAMP-elevating agonists or agents, such as epi-
nephrine, prostaglandin E2, lysophosphatidylcholine,
and anthrax toxins, have been shown to down-regulate
the respiratory burst (47-50). This effect has been
suggested to be mediated by the down-regulation of
phosphorylation and membrane translocation of the
organizer protein, p47”7?% (49). Likewise, ROS pro-
duction by nonphagocytic cells, such as vascular
smooth muscle cells, is inhibited by the cAMP signaling
pathway (51, 52). Recently, NOXI activity was shown to
be regulated by a cAMP/PKA inhibitory pathway (46).
However, our present study further demonstrated that,
in addition to the PKA pathway, MAPK (ERK1/2 and
p38MAPK) and PKC pathways also participate in nega-
tive regulation of NOX1 activity. Indeed, phosphoryla-
tion of NOXA1 on Ser-282 and Ser-172, under condi-
tions in which these residues are targeted by MAPK and
PKC, respectively, decreases the level of NOX1-derived
ROS production as well as its interaction with Racl and
NOXI. Although surprising, negative regulation of
superoxide production through MAPK activation has
been already demonstrated in bronchoalveolar lavage
enriched in neutrophils by a mechanism that is inde-
pendent of cAMP and PKA (53). In the case of PKC,
phosphorylation occurs on a serine residue that is also
targeted by PKA (Ser-172) and which was previously
shown to participate in negative regulation of NOXI1
activity (46). Using antibody directed against PKA
consensus sequence, the researchers showed that Fsk,
an activator of the PKA pathway, induced phosphoryla-
tion of NOXAl on Ser-172 and Ser-461 in intact
HEK293 cells and that these phosphorylations are re-
quired for binding of NOXAI1 to 14-3-3 protein, thus
preventing the formation of a fully active NOX1 com-
plex. However, using a more sensitive approach that
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consists of labeling HEK293 cells with [**P]-orthophos-
phoric acid, followed by immunoprecipitation of
NOXAl and phosphopeptide mapping, our data
clearly indicate that only phosphorylation of Ser-172
could be induced by Fsk in intact cells, while no
phosphorylation of Ser-461 could be observed. Since we
showed that PKC and PKA targeted the same residue
(Ser-172), it would be interesting to determine whether
PKC could prevent assembly of the NOXI1 system by the
same mechanism as PKA, involving 14-3-3 protein.
However, it should be noted that in intact cells, Ser-172
of NOXAI is a much better substrate for PKA than for
PKC; quantitative analysis in Fig. 48 showed that phos-
phorylation of Ser-172 increased by 632 *= 58% of
control in Fsk stimulated-cells while it increased by 202 =
6.5% of control in PMA stimulated cells. Thus, it is possible
that phosphorylation of Ser-172 by PKC alone is not suffi-
cient for interaction with 14-3-3 protein. However, we
showed that phosphorylation of Ser-172 and Ser-282 syner-
gistically down-regulate NOXI-derived ROS produc-
tion and that this response might be mediated by a
direct inhibitory effect on NOXAI binding capacity to
both Racl and NOXI that seems to be independent of
14-3-3 protein. Indeed, NOXAI1 that had been phos-
phorylated by MAPK and PKC showed a decrease in its
interaction with NOX1(217-550) and Racl-GTP~yS in
pulldown experiments. Ser-172 and Ser-282 surround
the AD, and Ser-172 is near the tetratricopeptide do-
main. Thus, phosphorylation of these residues might
influence the accessibility of these domains to their
respective targets, namely NOXI1 and Racl. However,
whether phosphorylation of NOXAI on Ser-172 and
Ser-282 induces its conformational change remains to
be determined.

Site-directed mutagenesis of Ser-172 and Ser-282 into
alanine (a nonphosphorylatable amino acid) or into
glutamic acid (a phosphomimetic amino acid) indi-
cates that phosphorylation of NOXAI on these residues
has an inhibitory effect on NOXI activity. This finding
was confirmed further by cotransfection of a constitu-
tively active mutant of MEKI along with the NOX 1
system, which triggers both activation of ERK1/2 and
decrease of NOXI1 activity. Paradoxically, we found that
PMA has a stimulatory effect on NOXI activity, al-
though it increases phosphorylation of both Ser-172
and Ser-282. This could be explained by the fact that
PMA could also act positively on other components of
the NOX1 complex (such as NOXO1B, Racl, p22”79%,
or the catalytic subunit NOXI itself), thereby resulting
in a global stimulatory effect. We actually found that
PMA induced NOXOI1B phosphorylation in HEK293-
transfected cells. However, we cannot exclude the
possibility that PMA also acts on Racl, p22phox, or
NOXI. In a recent study (54), we showed that PMA
could induce phosphorylation of NOX2 in two frag-
ments of the C-terminal cytosolic flavoprotein domain
containing Ser-333, Thr-509, and Ser-550. In addition,
this phosphorylation had a stimulatory effect on the
catalytic activity of NOX2. Sequence alignment of
NOX1 and NOX2 showed that these amino acid resi-
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dues were retained in NOXI, which suggests that
NOX1 might be phosphorylated under cell stimulation
by PMA. Therefore, regulation of NOXI system activity
by PMA might be more complex than what was ex-
pected, the resulting response depending on a balance
between negative and positive signals that is exerted on
the different subunits that compose the NOXI system.
It would be interesting to determine the effect of
physiological agonists, such as cytokines or pathogen-
associated motif patterns (PAMPs), on the phosphory-
lation state of Ser-282 and Ser-172 of NOXA1 (increase
of phosphorylation or dephosphorylation). Such stud-
ies, however, are limited by the unavailability of epithe-
lial cell models that express sufficient amounts of the
endogenous components of the colon NOXI1 system at
the protein level (NOX1, NOXAI, and NOXO1).

The present study clearly shows that phosphorylation of
NOXALI on Ser-282 and Ser-172 occurs in resting cells.
Since cells were deprived of serum 18 h before labeling
with [**P]-orthophosphoric acid, it is unlikely that the
basal phosphorylation was due to serum. It is probable
that the basal phosphorylation of NOXALI is physiologi-
cally relevant. The NOXI system is considered to be a
constitutive enzyme with low levels of superoxide produc-
tion (5). This permanent constitutive activity could be
necessary in view of a host defense function in the colon,
as it is known that this tissue is normally colonized with an
abundant bacterial flora. Phosphorylation of NOXAI at
the basal level in resting cells, by down-regulating NOX1
system activity, could prevent excessive ROS production,
which is associated with intestinal chronic inflammation
(28), while allowing an adequate level of production for
host defense of the colon.

In summary, we have shown that NOXI activity could
be down-regulated through MAPK, PKC, and PKA-depen-
dent phosphorylation of NOXAI. NOXAI is phosphory-
lated by MAPK (ERK1/2 and p38MAPK) on Ser-282,
while it is phosphorylated by PKC and PKA on Ser-172.
Phosphorylation of NOXAI on these sites occurs at a
basal level and synergistically prevents NOX1 hyperactiva-
tion through the decrease of NOXAI interaction with
NOXI catalytic subunit and Racl. These results define a
new critical role of NOXAI phosphorylation in regulating
NOXI system activity.
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Résultats supplémentaires _: Etude de la phosphorylation de NOXAL:
'activation de NOX1 par le fMLF est associee a la
déphosphorylation de NOXAL.

Dans la premiére partie de ce travail, qui a fait I'objet de Iarticle mentionné
précédemment, nous avons démontré que la phosphorylation de NOXALl sur la
Sérinel72 par les PKC et PKA et sur la Sérine 282 par les MAPK ERK1/2 et
p38MAPK constitue un mécanisme de régulation négative de I'activité constitutive du
complexe NOX1. Dans cette deuxieme partie, nous avons voulu déterminer ['effet
d’agonistes physiologiques sur I'état de phosphorylation de NOXAl et par
conséquent sur I'activation du complexe NOX1. Ces agonistes sont le fMLF (formyl-
meéthionyl-leucine-phénylalanine; un peptide d’origine bactérienne) et I'lGF1 (I'Insulin
like Growth Factor 1); les récepteurs qu’ils activent étant le fPR-1 et I'lGF1R

respectivement.

Le récepteur du fMLF dénommeé fPR (formyl peptide receptor) est un récepteur a
7domaines transmembranaires couplé aux protéines G trimériques. Il est
principalement exprimé dans les cellules phagocytaires ou il est impligué dans
'activation de plusieurs voies de signalisation: Par sa sous-unité Gai, il permet
d’activer Ras et par conséquent les MAPK ainsi que les phospholipases C et D
responsables de l'activation des PKC. Sa sous-unité y médie I'activation de la PI3K
(Phosphatidyl Inositol 3kinase) et la sous-unité (3 celle de Ser/Thréo-kinases et
phosphatases et de Tyr- kinases et Tyr-phosphatases [Bokoch 1995] .

Il est bien connu que les peptides formylés, tels que le fMLF, produits par les
bactéries de la lumiere intestinale, constituent aussi de puissants agonistes des fPR
et il a été démontré que I'épithélium coligue humain qui exprime abondamment
NOX1, possede également un pool fonctionnel de récepteurs au fMLF localisés au
niveau du pble apical des cellules épithéliales intestinales [Babbin 2007] . Or, il est
intéressant de noter que le fMLF, qui stimule la production de FRO par NOX2 dans
les PN, augmente la phosphorylation de la p67°"°*, 'homologue phagocytaire de
NOXAL [El Benna 1997, Forbes 1998] . L’effet du fMLF est médié par une protéine
tyrosine kinase situé en amont de MEK1/2 [Dang 2011].
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Quant au récepteur de I'lGF1, il s’agit d’'un récepteur a activité tyrosine kinase qui fait
partie de la famille du récepteur de l'insuline. Il est exprimé de fagon endogéne dans
les cellules épithéliales du colon ou il serait impliqué dans le processus de
cancérisation de par son role dans la prolifération et la différenciation cellulaire
[Sekharam 2003]. Sa signalisation est principalement médiée par les voies de la
PI3K/Akt (Akt ou encore PKB pour protéine kinase B) via I'lRS-1 (insulin receptor
substrate 1) et des MAPK via Ras [Peruzzi 1999] .

Etant donné que NOXA1l est phosphorylée par ERK1/2, la kinase en aval de
MEK1/2, nous avons voulu déterminer si le fMLF régule la phosphorylation de
NOXAL et donc l'activation de NOX1, pour cela, nous avons transfecté de maniere
stable le récepteur fPR-1 fusionné a la protéine YFP (yellow fluorescent protein) dans
les cellules HEK293 et reconstitué le systéme NOX1 complet dans ces cellules. Dans
un premier temps nous avons Vérifié que le récepteur était bien exprimé. L’analyse
par microscopie confocale montre que les cellules transfectées avec le récepteur
fPR-1-YFP ont une fluorescence localisée a la membrane plasmique comme attendu,
indiquant ainsi une bonne expression du fPR-1 (figure 1). Ces cellules produisent de
facon constitutive les FRO et leur stimulation par le fMLF & 10°M, augmente encore
plus cette production (figure 2). De facon intéressante, I'activation de NOX1 est
associée a une déphosphorylation de NOXA1 comme le montrent les expériences
d'immunoprécipitation réalisées avec I'anticorps spécifique de NOXA1 (Figure 3).

Cet effet n'est pas restreint au fMLF. En effet, nous montrons par ces expériences
préliminaires que I'lGF1, qui est aussi exprimé dans les cellules HEK293 entraine

également une déphosphorylation de NOXAL (Figure 4).
En conclusion, ces résultats préliminaires montrent que les agonistes physiologiques

tels que le fMLF ou I'lGF1 pourraient activer NOX1 via la déphosphorylation de
NOXAL.
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Figure S1. Expression stable du récepteur fPR-1 dan s les cellules HEK293:

localisation a la membrane plasmique.

3 ug du plasmide pEYFP contenant le cDNA entier de fPR-1 fusionnée a I'YFP ainsi
que le géne de résistance a la néomycine ont été transfectés dans les cellules
HEK293. Les clones positifs ont été sélectionnés avec 750 pg/mL de G418.
L'expression stable du récepteur fPR dans les HEK293 est confirmée par
fluorescence a une longueur d’'onde excitatrice de 514nm (spécifique de I'YFP,

émission a 527 nm).

Figure S1
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Figure S2. La stimulation des cellules HEK293 par |

de NOX1.

e fMLF potentialise I'activité

Les cellules HEK293 exprimant de maniéere stable le fPR-1 ont été co-transfectées
avec les plasmides pcDNA3.1 (NOX1), pcDNA3.1 (NOXA1) et pcDNA3.1 (NOXO1pB)
ou avec le plasmide contréle pcDNA3.1. La production de FRO est mesurée par

chimioluminescence amplifiée au luminol. Pour cela, 200 000 cellules ont été pré-

incubées 15 minutes a 37C dans 0.5 mL de milieu DM EM sans sérum et sans rouge

de phénol contenant 10 uM final de luminol et 2.5 U/mL de HRPO, puis stimulées ou

non avec 10°®M final de fMLF. L’activité des cellules a été mesurée toutes les 40

secondes pendant 30 minutes.
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Figure S3. La stimulation des cellules HEK293 par |

déphosphorylation de NOXAL.

e fMLF entraine une

Les cellules HEK293 exprimant de maniere stable le fPR-1 ont été co-transfectées
avec les plasmides pcDNA3.1 (NOX1), pcDNA3.1 (NOXA1) et pcDNA3.1 (NOXO1p),
chargées par l'acide orthophosphorique %P [H3PO4] & 37C pendant 1h20 et

stimulées ou non avec 10°M de fMLF pendant 5, 10 ou 15 minutes & 37<C. Les

cellules ont été ensuite lysées et NOXAL a été immunoprécipitée avec un anticorps

spécifigue. En bas: immunoblot des lysats totaux; en haut: autoradiographie de

NOXAL1 immunoprécipitée. Les données sont représentatives de 3 expériences.

IP: anti-NOXA1
Autoradiography

IB: anti-NOXAL
Cell lysate

Figure S3.
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Figure S4. La déphosphorylation de NOXAL n’est pas restreinte au fMLF,
Insulin Growth Factor 1 (IGF-1) entraine égalemen t la déphosphorylation de
NOXAL.

Les cellules HEK293 ont été co-transfectées avec les plasmides pcDNA3.1 (NOX1),
pcDNA3.1 (NOXAl) et pcDNA3.1 (NOXO1B), chargées par [lacide
orthophosphorique *P [H3PO4] & 37T pendant 1h20 et et stimulées ou non avec
100 nM d’'IGF-1 pendant 15 minutes a 37T. Les cellu les ont été ensuite lysées, et
NOXALl immunoprécipité avec un anticorps spécifigue. En bas: immunoblot des
lysats totaux; en haut: autoradiographie de NOXA1 immunoprécipitée. Le controle

négatif correspond aux cellules transfectées avec le plasmide pcDNA3.1 sans insert.
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Article 2: NOXO1 B est phosphorylée et sa phosphorylation
potentialise I'activité de la NADPH oxydase NOX1

Dans cette deuxieme partie du travail, nous nous sommes intéressés a la sous-unité
organisatrice NOXO1, 'homologue de la p47°"°*. Ces deux protéines partagent les
mémes motifs structuraux: un domaine PX, un tandem SH3 (SH3a et SH3g) et une
région PRR. La principale différence entre ces deux protéines réside dans la région

7PHO% mais absente dans

auto-inhibitrice (ou AIR) qui est présente dans la p4
NOXO1. Dans la p47°"9*  ce domaine entraine un repliement intramoléculaire qui
empéche toute interaction de la protéine avec la p227"°* et les phosphoinositides
membranaires. C'est la phosphorylation de la p47™"°* sur plusieurs sérines
localisées dans ce domaine qui va permettre de rompre le repliement
intramoléculaire et d'initier 'assemblage du complexe NOX2 au niveau de la
membrane plasmique.

L'absence du domaine AIR dans NOXO1 combinée au fait que le complexe NOX1
soit constitutivement actif (de par la localisation constitutive a la membrane de
NOXO1) lorsqu'il est transfecté dans différentes lignées cellulaires, a laissé penser
gue la phosphorylation de NOXO1 n’est pas nécessaire pour l'activation de NOX1
bien que ceci n’ait jamais été clairement établi. Nous avons donc entrepris, au
cours de ce deuxiéme travail, de déterminer si NOXO 1B (lisoforme la plus
abondamment exprimée dans le colon) était phosphory lée dans les cellules
HEK293 transfectées, et si tel est le cas d’en étud ier les conséquences sur
'assemblage et I'activation du complexe NOX1

Nos résultats montrent que NOXO1B est phosphorylée au cours de I'activation des
cellules par le PMA via les PKC. Par mutagénese dirigée et carte phosphopeptidique,
nous avons identifié la sérine 154 comme étant le site majoritairement phosphorylé.
Dans les cellules stimulées par le PMA, la phosphorylation de NOXO1[ sur la sérine
154 favorise ses interactions & NOXA1 et & la p22°"°%, augmente sa localisation
membranaire et potentialise I'activité de NOX1. Ainsi, la mutation de la sérine 154 en
alanine, résidu non phosphorylable, est suffisante pour prévenir tous ces effets. De
facon intéressante, des expériences de pull-down révelent que linteraction de
NOXO1B & la p22°"°* est un processus finement régulé. En effet, nous montrons
gue la phosphorylation de NOXO1B ne suffit pas, par elle-méme, a favoriser son

PHOX.
2

interaction avec la p2 ; cette interaction nécessite la présence simultanée de
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NOXAL. En revanche la phosphorylation de NOXO1[ est suffisante a elle seule pour
augmenter tres fortement son interaction a NOXAL. Un modéle d’activation de NOX1
est proposé a partir de ces données.

L'ensemble de ces résultats montre, pour la premiére fois, que NOXO1[B est
phosphorylée au cours de l'activation des cellules par le PMA. Cette phosphorylation
a lieu sur la Sérine 154 et est indispensable pour permettre une interaction optimale
entre NOXO1p et ses partenaires NOXAL et la p227"°* et donc une activation

optimale de NOXL1. Cette étude identifie un nouveau mode de régulation de NOX1.

Ces travaux font I'objet d’'un article en cours de soumission:
Debbabi M, Kroviarski Y, Bournier O, Gougerot-Pocidalo MA, El-Benna J and Dang PM.

Phosphorylation of NOXOL1 on serine 154 is a prerequisite for its full interaction with NOXA1
and p227"%* and thus NOX1 hyperactivation.
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Abstract

NADPH oxidase 1 (NOX1) is mainly expressed in colepithelial cells and could be
involved in mucosal innate immunity. NOX1 activatiggguires interaction between NOXO1
(NOX Organizer 1) and the membrane-bound compore2®,"%%, and the presence of
NOXA1 (NOX Activator 1). Contrary to its phagocyteunterpart NOX2, which is tightly
regulated by phosphorylation events, the moledudais of NOX1 regulation is unclear. Here
we demonstrate that phosphorylation of human NOX®1la previously unrecognized
mechanism required to fully activate NOX1, throughprocess that involves enhanced
binding to NOXA1 and to pZ2°%. We show that PMA stimulates NOX@hosphorylation

in HEK-293 transfected celisa PKC, and identify Ser-154 as the major phosphorylates si
In PMA-stimulated cells, phosphorylation of NOXOh &er-154 promoted its binding to
NOXA1 and to p22"°, increased its plasma membrane localization, addded NOX1
hyperactivation. Mutation of Ser-154 to alanin@oa phosphorylatable residue, prevented all
these events. Furthermore, pull-down experimentsaled that NOXO1 binding to pZ&*

is a tightly regulated process that requires ndy HOXO1 phosphorylation but also the
simultaneous presence of NOXAL, indicating a syiséingeffect between these two events.
In contrast, phosphorylation of NOXCQOdlone is sufficient to markedly enhance the binding
capacity of NOXO1l to NOXA1l.Together, these findings demonstrated that NOXO1
phosphorylation on serine 154 is a prerequisiteofiirmal NOXOL1 interaction with NOXA1
and p28"%% and hence for NOX1 hyperactivation, thus unrawglia new mechanism of

NOX1 regulation.
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Introduction

The nicotinamide adenine dinucleotide phosphate[¥RH) oxidases (or NOX) are a unique
family of enzymes dedicated to the production aicteve oxygen species (ROS) such as
superoxide anion (@) and hydrogen peroxide £B,), through single-electron reduction of
molecular oxygen with NADPH as the electron donby. (This family includes NOX1-5,
DUOX1 and DUOX2 and has been defined on the bdsts members’ structural homology
with gp9T"* (now renamed NOX2), the catalytic core of the mitate NADPH oxidase.
ROS production by the phagocyte NADPH oxidase ¢®raerstone of host defenses against
microbial infection (2). However, with the discoyesf different NOX family members and
their distinct tissue distributions, ROS have relgebeen recognized as important mediators
of various cellular and biological functions, inding signalling and innate immunity (3).
However, inappropriate or excessive ROS produdbpiNOX enzymes can contribute to a
wide variety of diseases, many of which are relatednflammatory disorders, such as
rheumatoid arthritis (RA) and inflammatory bowetetse (IBD) (4, 5).

ROS are therefore a double-edged sword, and thgopkie NADPH oxidase NOX2 is
known to be tightly regulated. NOX2 is composedaafumber of cytosolic and membrane-
bound proteins: p67°%, p47"%, paG"%*, and Racl/Rac?2 in the cytosol, and dp§%t and
p22™"%% (which together comprise cytochromgdh in the membrane. When activation takes
place, pa7"%* p67"* and p4B7'% which form a trimeric complex, become
phosphorylated and then migrate to the membrarmggther with Racl/2, where they
associate with cytochromessg to assemble the catalytically active oxidase (§, 7
Phosphorylation of p47°* on 7 to 8 sites in the autoinhibitory region (AIf), located in

its C-terminus, is of special importance, as itup$s the autoinhibitory internal interactions
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that exist within the protein (9), thus releasihg two central SH3 (Src homology 3) domains
and the N-terminus PX (Phox) domain of P#¥. This allows these p&7°* domains to
interact with the proline-rich region (PRR) of p22* and the membrane phosphoinositides
(6), respectively, thereby promoting the assemblgabve NADPH oxidase.

NADPH oxidase 1 (NOX1), the first identified homglee of gp9T"* (10), is the NOX
family member most closely related to NOX2 in terofsits structure and function. It
interacts with p22'® (11), and its activation also requires bindinghwthe following
regulatory partners: NOX organizer 1 (NOXO1), tlenologue of p47'%%; NOX activator 1
(NOXA1), the homologue of p67°% (12); and Racl GTPase (13). NOX1, NOXO1 and
NOXAL are abundantly expressed in colon epithal@ls, where they could be involved in
mucosal innate immunity in physiological conditio(i, 14). However, the mechanisms
regulating NOX1 activation remain obscure, and hananly been inferred from structural
homologies or differences between NOX1 and NOX2vdnous cell lines transfected with
human NOX1, NOXO1 and NOXAL1 cDNA, superoxide is siitutively produced at a low
level (12). This has been attributed to permanssbeiation of NOXO1 with PZ2°% and
membrane phosphoinositides, due to the lack ofAliiRe domain in NOXO1 (15, 16). It is
currently accepted that NOXO1 is not regulated Wogphorylation, and that NOX1
activation occurs without NOXO1 phosphorylation.

However, we demonstrate here that the mechanisnisotlong NOX1 activation are far more
complex than previously believed: NOXO1 phosphdigtaon serine 154 by protein kinase
C (PKC) is a prerequisite for its optimal NOXOZldrdction with NOXA1 and pZ?°*, and

thus for full activation of NOX1.
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Results

NOXOL1 is phosphorylated on serine 154 in PMA-activi@d HEK-293 cells

A functional NOX1 system was reconstituted in HEK32®lls by transfection with NOX1,
NOXA1 and NOXOZB plasmids (NOXOf is the most abundant and active isoform; ref 17).
Labeling of transfected HEK-293 cells with*’®]-orthophosphate, followed by
immunoprecipitation of NOXOd with a specific antibody that we have developedwsid
that NOXOPB was strongly phosphorylated in PMA-stimulated celldereas it was only
weakly phosphorylated in resting cells (Figd)1Phosphorylation of NOX in PMA-
stimulated cells occurred exclusively on serinedwess (Fig. B) located in several peptides
(designated a, b, c, d, e and f) (Fi§),las demonstrated by phosphoamino acid analysis and
phosphopeptide mapping, respectively. As PMA matyvaie PKC directly and MAPK
kinases indirectly (18), we synthesized recombind®XO13 (Fig S1A) and analyzed its
phosphorylation by these kinas@s vitro. As shown in Figure S1B, NOXOI13 was
phosphorylated by PKC but not by the MAP kinase8\PK and ERK2. The Km value of
PKC for NOXOZB, calculated from a lineweaver-Burk representatiothef phosphorylation
of NOXO1[ at various concentrations (Fig &), was 2uM, indicating that NOXOf is a
good substrate for PKC. NOX@1phosphorylation by PKGn vitro occurred on serine
residues (Fig SD) and on the same peptides (FigE1as in intact cells. Therefore, PMA-
induced phosphorylation of NOX@1probably involves PKC but not MAPK. Sequence
analysis of NOXOf indicated the presence of more than ten serindues with a high
probability score for being targeted by PKC. Welaepd these serines (Ser-27, Ser-31, Ser-
41, Ser-66, Ser-86, Ser-112, Ser-154, Ser-1571&&rSer-229, Ser-245, Ser-246, Ser-331)
by alanine, a nonphosphorylatable amino acid, twtransfected each NOX@Inutant into

HEK293 cells along with NOX1 and NOXALl, and analyztheir phosphorylation by
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phosphopeptide mapping after cell stimulation WRNMA. As shown in Figure 2, only
mutation of Ser-154 led to the loss of several idept(b, d and f) as compared to wild-type
NOXO13 (NOXO1B wt). The phosphopeptide maps of the other mutants warenodified
(Fig. 2). All the NOXOZP mutants were expressed at levels equivalent tooftthe wild-type
protein, except for mutants S31A and S41A (Fig. ®Bjch were more weakly expressed.
Together, these data demonstrated that Ser-154 tinasmajor phosphorylated site on

NOXO1B in PMA-stimulated cells, and that its phosphorgatinvolved PKC.

NOXO1p phosphorylation increases its interaction with NOXA1 and p22™%.

As NOXO18 interaction with the cytosolic subunit NOXA1 ancetmembrane component
p2Z"%% is crucial for NOX1 activation (15), we investigdtthe impact of PKC-mediated
NOXO1B phosphorylation on these interactions. Interactith NOXA1 was examined first,
in pull-down experiments with GST-NOXA1 and recomdnt NOXOZJ, phosphorylated or
not with PKC. As shown in Figure 8 phosphorylated NOXQAL([P] NOXO13) exhibited a
massive increase in its NOXAL binding capacity. B@ne phenomenon was observed
whether NOXA1 was phosphorylated (GST-[P] NOXAl)mmt (Fig. 3 A) (19). Interaction
with p22%* was then analyzed. Pull-down experiments wereopmed with GST-p22'*
(132-195), that contains the proline-rich regiolRE® domain involved in interaction with
NOXO1B. Phosphorylated and nonphosphorylated NOB@ibund similarly and weakly to
GST-P23"%X while no interaction was seen with GST contraig(R B). Interestingly,
however, phosphorylated NOX@1([P] NOXO1B) binding to p22"°* increased markedly
in the presence of NOXA1, while no such effect wasn with nonphosphorylated NOX@®1
(Fig. 3B). It is unlikely that the NOXAL1 effect was medidthy direct interaction of NOXA1
with p22"%% as pull-down experiments with recombinant GST:p22 (132-195) and

NOXA1 showed no interaction between these two pmstéFig. 3C). Together, these data
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show that optimal binding of NOX@Lto p22™°* requires not only phosphorylation of
NOXO1B but also the simultaneous presence of NOXAL, mtdig a synergistic effect
between these two events. In contrast, phosphawglaif NOXO1 alone is sufficient to

directly increase its NOXAL binding capacity.

Phosphorylation of Ser-154 on NOXO is required for optimal binding of NOXO1f to
NOXA1 and to p2ZH°%* in PMA-stimulated cells, and thus for NOX1 hyperagvation.

As Ser-154 was the major phosphorylated site on Q@BXin intact cells, we examined
whether its phosphorylation was required for fuliding to NOXA1 and to pZ2'°* in PMA-
stimulated cells. HEK293 cells were co-transfectedth NOXO1Bwt or the
NOXO13-S154A mutant, along with NOX1 and NOXAL. First,drdaction with NOXA1
was analyzed in resting and PMA-stimulated cellcarimmunoprecipitation experiments
with a NOXOZBB-specific antibody, followed by NOXA1l detection irthe co-
immunoprecipitate. As the heavy chain of the NOROAntibody used for co-
immunoprecipitation might interfere with the NOXAgignal, we used a peroxidase-
conjugated secondary antibody that was light-clspecific (Fig. S3A, right). As shown in
figure 4 A and figures S3A and B, interaction between NOX@Wt and NOXA1l was
observed at a basal level in resting cells, anceaged in PMA-stimulated cells. Interestingly,
replacement of NOX( Ser-154 by alanine prevented this increase (FA), sdicating that
PMA-induced phosphorylation of Ser-154 on NOXOis required for full interaction
between NOXOf and NOXAL in intact cells. We then examined intéien with p22+H°.
HEK?293 transfected cells were stimulated or nohvAMA, then cell lysates were prepared
and incubated with GST-p2%* (132-195). As shown in figures B, S3 C and S3 D,
NOXO1Bwt from PMA-treated cells bound to GST-p22* (132-195), whereas NOX@ivt

from resting cells did not. Interestingly, neittfd®XO013-S154A from PMA-treated cells nor
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NOXO1B-S154A from resting cells bound GST-p29* (132-195) (Fig. 8). This indicated
that PMA-induced phosphorylation of NOX@Ber-154 was required for NOX@binding

to p22"° in intact cells. Confocal microcopy showed morstidct plasma membrane
localization of NOXOPBwt in PMA-stimulated cells than in resting cells (FC). This was
not the case of NOX@ES154A, which tended to localize in intracellulaustures (Fig. 4C)
of PMA-stimulated cells. Together, these data destrate that PMA-induced
phosphorylation of Ser-154 on NOX@1n intact cells is required for optimal binding of
NOXO1B to NOXAL and to p22'%% and that phosphorylation at this site increases t
membrane localization of NOX@1l Finally, we examined the consequences of
NOXO1B3-Ser-154 phosphorylation d#wOX1-mediated ROS production. As previously
described (19), NOX1 activity was constitutive las increased by cell stimulation with
PMA (Fig. 4 D). Replacement of NOX( 8L Ser-154 by alanine not only inhibited ROS
production by NOX1 in resting cells but also preeehthe PMA-induced increase in ROS
production by NOX1 (Fig. 4D). Indeed, PMA stimulation did not significantlycrease
NOX1 activity in cells transfected with NOX@1S154A. Therefore, in addition to being
necessary for NOX@Lbinding to NOXA1 and to pZ2°%, phosphorylation ofSer-154 on

NOXO18 is also important for NOX1 hyperactivation und& A stimulation.

Discussion

We demonstrate that NOX@1phosphorylation is a previously unrecognized meism
required to fully activate NOX1, through a proc#sat involves increased binding to NOXA1
and to p22"°* We show that PMA induces NOXQ@hosphorylation in HEK-293
transfected cellsia PKC, and identify Ser-154 as the major phosphogdatite. In PMA-
stimulated cells, NOXO1 phosphorylation on Ser-JFémoted NOXO1 binding to NOXA1

QH OoX

and to p2 , increased its plasma membrane localization, anduded NOX1
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hyperactivation. Furthermore, we show that bindafgNOXO1B to p22"%* is a tightly
regulated process that requires not only NOR@hosphorylation but also the simultaneous
presence of NOXAL, indicating a synergistic effeetween these two events. In contrast,
phosphorylation of NOXOlalone is sufficient to directly increase its NOXAinding
capacity.

The organizer proteins NOXO1 and p4% exhibit similar structural features, including a
PX domain, tandem SH3 domains (SH3A and SH3B) aR&RR domain. However, a major
difference between these proteins is the lack ofAHe domain in NOXO1. In p41'®*
unless phosphorylation occurs, the AIR domain ispoasible for the auto-inhibited
conformation, which prevents p4?* interaction with p22"* and membrane
phosphoinositides. Because the AIR domain is absent NOXO1, it has been suggested
that NOXO1 does not possess an auto-inhibited cord#bon. This led to the view that
NOXOL1 is not regulated by phosphorylation and thN&X1 activation occurs without
NOXO1 phosphorylation (12, 15). Indeed, NOXOL1 ciduastely associates with the plasma
membrane and NOX1 is constitutively active in megtcells (12, 13, 15, 16). Here, however,
we demonstrated that phosphorylation of NO®@h serine 154 by PKC is a prerequisite for
its optimal interaction with NOXA1 and p22*, and consequently for full activation of the
NOX1 system. In particular, we found that NOX®interaction with p22'°* is tightly
regulated: it requires not only NOXPphosphorylation but also the simultaneous presence
of NOXAL. Indeed, neither NOX(L phosphorylation alone nor the presence of NOXAl
alone was sufficient to enhance NOX®binding to p22"°* in pull-down experiments,
whereas both events together markedly enhanced NPX@eraction with p22'°* (Fig. 3

B), indicating a synergistic effect. In contrast, KKO1 phosphorylation was alone sufficient
to directly increase NOX(@lbinding to NOXAL1. Confocal microscopy indicated ttha

although NOXOB localized mainly at the plasma membrane in restelts, PMA-induced
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phosphorylation of Ser-154 further increased thesmorane localization (Fig. @). To our
surprise, however, NOX@int from resting cell lysates showed no significantdimg to
p2Z%% (Fig. 4B and S3C andD), despite its mainly plasma membrane localiza(fig. 4
C). This suggests that NOX@1lis maintained on the membrane essentially thratggPX
domain in resting cells, in keeping with a repeanfi Chenget al, who showed that a point
mutation in the PX domain of NOXO1l was sufficiet prevent its lipid binding and
membrane localization (16).

Two recent studies suggest that an intramolecutaraction exists within NOXO1, and that
it might involve the tandem SH3 and PRR domains 2AQ. This intramolecular interaction
has been proposed to prevent binding of NOXO1 tan8&i3 and PRR domains to p2&~
(20, 21) and NOXA1l (20), respectively. This impliggat a conformational change that
disrupts tandem SH3-PRR interaction within NOXO1eguired to trigger full assembly and
activation of the NOX1 oxidase complexe. Our firgirsuggest that phosphorylation of Ser-
154 on NOXOSB could be the mechanism that induces this confoomalt change. It is
interesting to note that Ser-154 lies just upstrednthe tandem SH3 domain and that in
mouse NOXOL1 this residue is replaced by an aspadid, an amino acid which mimics
phosphorylation. This could explain why ROS produttby human NOX1, contrary to
mouse NOX1, can be further enhanced by PMA. Intiexgly, Duttaet al (21) showed that
the inhibitory effect of the C-terminal tail of NG containing the PRR domain is less
pronounced in the mouse protein than in the hunrateim, and that mouse NOXOL1 binds
p2Z"%% more strongly (Kd 0.78M) than human NOXO1 (Kd 17 5M).

Taking all these data into account, we propose ftllewing model of human NOX1
activation (Fig. 5). 1) In resting cells, NOXOL1 iis an auto-inhibited conformation that
involves intramolecular interaction between thedean SH3 and PRR domains; therefore
NOXO1 interaction with p22'°* and NOXAL is very weak. In this conformation, NOXO1

localizes to the plasma membrane mainly througPXsdomain. This allows low-level ROS
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production by NOX1, thus ensuring biological pramssuch as host defense of the colon. 2)
When cells are stimulated by PMA (or other agohi$i©XO1 is phosphorylated on Ser-154,
just upstream of the tandem SH3 domain. This trggeconformational change in NOXO1,
leading to high-affinity interaction with NOXA1. HMeever, this phosphorylation is not
sufficient by itself to induce strong binding to p22°. 3) It is the binding of NOXA1 to
phosphorylated NOXO1 which fully opens NOXOL1, thmreallowing high-affinity
interaction between NOXO1 and p?2*. As a result, NOX1 becomes fully active and
produces large amounts of ROS. By this means, NG@Xidd respond to danger signals such
as bacterial overload in the colon, but could alzatribute to inflammatory bowel diseases.

In conclusion, we demonstrate that the mechanigmsaling NOX1 activation are far more
complex than previously believed, and that NOXOagphorylation on serine 154 by protein
kinase C (PKC) is a prerequisite for its interactimith NOXA1 and p22'* and,

consequently, for full activation of NOX1.

Materials and Methods

Plasmids and reagents

PCDNAS.1 plasmids encoding human NOX1, NOXA1l andX@Qf3 were provided by Dr.
Leto T. (NIH, Bethesda, MD, USA). Antibodies diredtagainst NOXA1 and NOXO1 were
produced and purified as previously described (A8)ive recombinant P42MAPK was from
New England Biolabs, p38MAK from Upstate, and PKGni Promega (Charbonniéres-les-
Bains, France). ATP[°P] and**P-orthophosphoric acid were from PerkinElmer. Alet

other biochemical reagents were from Sigma unldsswise mentioned.
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Cell culture and transfection

HEK293 cells were cultured in MEM (Invitrogen) caiting 10% FBS. Transient
transfection with plasmids encoding NOX1, NOXAl1 aN®XO13 was carried out using
FuGene HD (Roche) as previously described (19).

Site-directed mutagenesis of NOXA1

Site-directed mutagenesis of NOXO1 was performedguthe QuickChange Il site-directed

mutagenesis kit with primers describedSrTrab I.

32p |abeling, stimulation, immunoprecipitation and Western blotting

Transfected HEK293 cells were labeled with 0.1 mCi6f [**P] orthophosphate in serum-
and phosphate-free medium for 90 min at 37°C, timeutated or not with PMA (500 ng/ml)
and lysed. NOXO1 was immunoprecipitated with an-BI@XO1 antibody (1/200) in the
presence of immobilized protein A agarose from TeelFisher Scientific, using previously
described procedures (19). The immunoprecipitats @amalyzed by electrophoresis and

immunoblotting as in (19). Phosphorylated NOXO1 weatected by autoradiography.

In vitro phosphorylation assay
In vitro phosphorylation assays of NOXO1 and p#7 by ERK2, p38MAPK or PKC in the

presence 10AM ATP and 3 pCi of[**P]ATP were carried out as described in (19).

Phosphoamino acid analysis and two-dimensional trtc phosphopeptide mapping
¥p_labeled NOXO1 was subjected to phosphoamino acalysis and two-dimensional

tryptic phosphopeptide mapping using standard phaes developed in our laboratory (19).
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GST pull-down assay

Recombinant NOXOR, NOXA1, GST-NOXA1 and GST-pZ2°% (132-195) were expressed
in E. coli and purified as previously described (19). NOXQ@44 nM, phophorylated or not
with PKC) was incubated with GST, GST-p22* (132-195) or GST-NOXA1 for 30 min at
4°C in interaction buffer (PBS pH 7.4, 10 mM DTTda®.1% TX-100). Glutathione
sepharose beads were then added and incubationontisued for a further 1 hour at 4 °C.
After washing, the complex was eluted with 10 mMtgthione and analyzed by SDS-PAGE

and western blot using protein-specific antibodies.

Confocal microscopy
Transfected HEK-293 cells were cultured on Labdke&mber slides, treated with PMA, then

fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and peabvikzed with 0.5% Triton X-100 in
PBS for 10 min at 4°C and blocked with 0.1% BSABS. Cells were then incubated for 1 h
at RT with rabbit anti-NOXO1 antibody (1:100). Aftevashing, cells were incubated with
Alexa Fluor 488-(green)-conjugated goat anti-rabdmitibody (1:200) for 1 h at room
temperature in the dark. Stained cells were exainiwih a Zeiss LSM510 confocal
microscope (63/1.4 numerical aperture objective) taedmages were imported into an LSM

image browser for analysis.

ROS production assays

HEK293 cells transfected with NOXO1 wt or NOXO1-8B5 along with NOX1 and
NOXAL, were detached using non enzymatic cell disgmn solutionfrom Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA). ROS production was measuradterms of luminol-amplified
chemiluminescence in the presence of horseradigixigase (HRPO) in the luminometer’s

thermostated chamber (Berthold-Biolumat LB937) (19)
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Statistical Analysis
All results are expressed as meansSEM. Significant differences were identified with
Student’st test and by one-way ANOVA followed by Scheffe’sspboc test when multiple

variables were analyzed (significance threshold @x0.

Footnotes
M.D. performed research and analyzed the data; ah.O.B. performed research, M-A.G.P.
helped to design research and to analyze datdB.Ji€lped to design research, to analyse

data and to write the paper, P. M-C. D. Designedaech, analyzed data and wrote the paper.
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Figure legends

Figure 1: NOXO1 is phosphorylated in PMA-stimulated cells. (A) NOXO1
phosphorylation in resting or PMA-stimulated HEK28ansfected cells, detected b{H]
orthophosphate labeling(B) Phosphoamino acid analysis of?q] NOXO1B (C)
Phosphopeptide mapping of?P] NOXO1B. Phosphorylated products were detected by

autoradiography.

Figure 2: NOXO1 is phosphorylated on Ser-154 in PMAstimulated cells HEK293 cells
were co-transfected with NOX1, NOXA1, wild-type (AKOXO1B or its mutants, labelled
with [*P] orthophosphate, and stimulated with PMEP] NOXO1Bwt and its mutants were

analyzed by phosphopeptide mapping. Phosphopeptigiesdetected by autoradiography.

Figure 3: Phosphorylation of NOXOIB enhances its interaction with NOXA1l and
p22’H%%  (A) Pull-down of phosphorylated ([PJNOX@Land non-phosphorylated
NOXO13 (NOXO1B) with GST or GST-NOXA1Upper: Immunoblof Lower: quantification
(mean +SEM, n = 3,"p<0.05 versus non phosphorylated NOXQ1(B) Pull-down of
phosphorylated ([PJNOX3) or non-phosphorylated NOX@INOXO1B) with GST or

GST-p22H°% (132-195) in the presence or absence of NOXAl @&H beadsUpper:
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Immunoblot Lower: quantification (mean SEM, n = 3, p<0.05 versus non phosphorylated

NOXO1p). (C) Pull-down of NOXA1 with GST or GST-pZ2°* (132-195).

Figure 4: Phosphorylation of Ser-154 on NOXOR is required for optimal binding of
NOXO1B to NOXA1l and p2ZH%* in PMA-stimulated cells, and thus for NOX1
hyperactivation. HEK293 cells were co-transfected with NOX1, NOXA1daNOXO 13wt or
NOXO1B-S154A. (A) NOXO1Bwt (Wt) and NOXOPB-S154A (S154A) from resting and
PMA-stimulated cells were immunoprecipitated withanti-NOXO1 antibody for 4.1Bound
NOXA1 was detected with an anti-NOXAL antibody andecondary, light-chain-specific,
antibody from Jackson Immunoresear(B) Lysates of resting and PMA-stimulated cells
were incubated with GST-p2%* (132-195) and GSH beads. Bound NOX@3@4t (Wt) and
NOXO1B3-S154A (S154A) were detected by immunoblotting wahNOXOX-specific
antibody.(C) The subcellular localization of NOX@Wt and NOXOB-S154A was analyzed
by confocal microscopy as describedNtaterials and Methods in resting (R) and PMA-
stimulated cells. Nuclei were stained with propiditodide.(D) ROS production by a NOX1
system reconstituted with NOX@wt (Wt) or NOXOI3-S154A (S154A) in resting and
PMA-stimulated cells. (mean $EM, n = 3, p<0.05 versus resting cells transfected with

NOXO1pwt, ¥ p<0.05 versus PMA-stimulated cells transfectedh WOXO1Bwt).

Figure 5: Proposed model of human NOX1 activationin resting cells, NOXO1 is in an
auto-inhibited conformation which involves intrarmollar interaction between the tandem
SH3 domains and the PRR domain. When cells araikstied, NOXO1 is phosphorylated on
Ser-154, triggering high-affinity interaction witlOXAL. This binding fully opens NOXO1,
thus allowing high-affinity interaction between NOX and p22'°*. This results in

enhanced ROS production by NOX1.
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Figure 4 :
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Figure 5:
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Supporting information

Debbabi et al

NOXO 1B mutant Primers
S27A Forward : CCAAACGTTTGCCTTCGCTGTGCGCTGGTCAGAC
Reverse : GTCTGACCAGCGCACAGCGAAGGCAAACGTTTGG
S31A Forward : CCTTCTCTGTGCGTGGGCAGACGGCAGCGACACC
Reverse : GGTGTCGCTGCCGTCTGCCCACGCACAGAGAAGG
S41A Forward : CACCTTCGTGCGCAGGGCTTGGGACGAATTCAGG
Reverse : CCTGAATTCGTCCCAAGCCCTGCGCACGAAGGTG
S66A Forward : GGGCCTGCTGCGGAGAGCTGACCGCGTTCTCCC
Reverse : GGGAGAACGCGGTCAGCTCTCCGCAGCAGGCCC
S86A Forward : GTGGGGCGCACGGCCCGCGGCCTGG
Reverse : CCAGGCCGCGGGCCGTGCGCCCCAC
S112A Forward : GAGCGCGTGGCACGGGCCCCGACGATCACTGGC
Reverse : GCCAGTGATCGTCGGGGCCCGTGCCACGCGCTC
S154A Forward : GCGCTGCGGGCCGCCTCGCCATCCACAGTCTGGAG
Reverse : CTCCAGACTGTGGATGGCGAGGCGGCCCGCAGCGC
S157A Forward : CCGCCTCTCCATCCACGCTCTGGAGGCTCAGAGC
Reverse : GCTCTGAGCCTCCAGAGCGTGGATGGAGAGGCGG
S162A Forward : CAGTCTGGAGGCTCAGGCCCTGCGCTGCCTGCAG
Reverse : CTGCAGGCAGCGCAGGGCCTGAGCCTCCAGACTG
S229A Forward : CCGGGAGGGAGGCCCGGCCCTAGGGAGCAGCGG
Reverse : CCGCTGCTCCCTAGGGCCGGGCCTCCCTCCCGG
S245A Forward : CGCGCCTACGAGGCCAGCCGCGCAG
Reverse : CTGCGCGGCTGGCCTCGTAGGCGCG
S246A Forward : GCCTACGAGAGCGCCCGCGCAGATG
Reverse : CATCTGCGCGGGCGCTCTCGTAGGC
S331A Forward : CCCACCCGACCTGCGCCGGGCGCCATC
Reverse : GATGGCGCCCGGCGCAGGTCGGGTGGG

Table S1:Primers used for site directed mutagenesis of NOXO1
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DISCUSSION GENERALE
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La NADPH oxydase NOX1 est essentiellement exprimée dans le colon ou elle
jouerait un réle dans la défense anti-infectieuse [Leto 2006] de la muqueuse. En
effet, le colon qui possede une flore bactérienne importante, reste le seul tissu connu
a ce jour, ou sont co-exprimées a la fois et de facon abondante, NOX1, NOXO1 et
NOXA1l [Takeya 2003, Geiszt 2003a, Banfi 2003] . NOX1 est structurellement
proche de NOX2, la NADPH oxydase phagocytaire, mais les mécanismes
moléculaires qui régulent son activation ne sont pas clairement établis. Du fait de
'expression constitutive de NOXO1 et NOXA1 a la membrane plasmique [Cheng
2004, Ueyama 2006], le complexe NOX1 produit constitutivement des FRO [Cheng
2004], ce qui n'est pas le cas de la NADPH oxydase phagocytaire ou I'assemblage et
activation sont inities par les événements de phosphorylation, laissant ainsi
suggérer que NOX1 soit moins finement régulée. L'objectif de cette these a été de
déterminer si, malgré une activité constitutive, les phosphorylations pouvaient

intervenir dans la régulation de NOX1.

Nous avons d’abord étudié la phosphorylation de NOXAL, la sous-unité activatrice du
complexe, les voies qui régulent cette phosphorylation et son role dans I'activation de
NOX1. Dans la deuxieme partie du travail, nous avons analysé la phosphorylation de
NOXO1, la sous-unité organisatrice du complexe, et son éventuelle implication dans

'assemblage et I'activation de NOX1.

Nos travaux révélent que bien qu'elle posséde une activité constitutive, NOX1 est
régulée de facon fine et complexe et que la phosphorylation des sous-unités NOXA1
et NOXOL1 dicte leurs niveaux d’interactions entre elles et avec leurs partenaires

respectifs modulant ainsi I'activité de NOX1.

Concernant NOXAL, dont la phosphorylation par la PKA a récemment été démontrée
[Kim 2007], nos résultats montrent quen plus de cette kinase, NOXAl est
également phosphorylée in vitro, faiblement par la PKC et la p38MAPK et de fagon
plus importante par ERK2. L’analyse phosphoaminoacide nous a permis de
déterminer la nature du résidu phosphorylé; toutes les kinases ciblent NOXA1l
exclusivement sur des résidus sérines. Par le biais du logiciel NetPhos 2.0, nous
avons recherché dans la séquence de NOXAL, les sérines contenues dans les

séquences consensus ciblées par ces kinases: quatre sérines ont un score de
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prédiction élevé, il s’agit des sérines 172, 239, 282 et 461. Afin de déterminer si ces
sérines sont phosphorylées par ces différentes kinases, nous les avons mutées en
alanines et analysé leurs profils de phosphorylation par cartes phosphopeptidiques.
Ainsi, les MAP Kinases, ERK2 et p38MAPK, phosphorylent NOXA1 sur la sérine 282;
de plus la p38MAPK cible faiblement la sérine 239. Les PKC et PKA phosphorylent
NOXALl majoritairement sur la sérine 172; la PKA peut également phosphoryler
faiblement NOXAL sur la sérine 461. Par la suite, nous avons voulu confirmer que
NOXAL était aussi phosphorylée dans les cellules entiéres. Bien que deux papiers
de la littérature semblent indiquer I'expression endogene et simultanée de NOX1,
NOXAL1 et NOXOL1 dans les lignées cellulaires cancéreuses du colon HT29 et caco2
[Kim 2007, Nisimoto 2008] , nous n'avons pas pu les détecter avec nos anticorps
dont la spécificité et la sensibilité ont été confirmées et par conséquent nous avons
choisi de reconstituer le complexe NOX1 dans les cellules épithéliales HEK293, par
transfection. Bien gu’elles ne représentent pas une situation physiologique idéale, les
HEK293 permettent tout de méme de reconstituer un contexte cellulaire. Ainsi, dans
les HEK293, NOXA1 est phosphorylée de facon basale sur deux sites qui pourraient
correspondre, de par leur localisation sur la carte phosphopeptidique, aux sérines
172 et 282, cibles de PKC/PKA et de ERK2/p38MAPK respectivement. La
phosphorylation de peptides qui pourraient correspondre aux serines S239 et S461
n’'est pas observée. Par ailleurs, lorsque les cellules sont stimulées par le PMA, un
activateur direct des PKC mais également indirect de ERK (nous avons en effet pu
observer une activation de ERK par le PMA dans les cellules HEK293), une
augmentation de la phosphorylation des peptides qui contiendraient les S172 et
S282 est observée. Lorsque les cellules sont stimulées par la forskoline, qui active la
voie PKA, seule la phosphorylation du peptide qui contiendrait la sérine 172 est
augmentée. En vue d’établir de fagon certaine l'identité des sérines phosphorylées
dans la cellule, nous avons co-transfecté les HEK293 avec NOX1, NOXO1pB
(I'isoforme la plus abondamment exprimée dans le colon) et NOXA1l sauvage ou
mutée au niveau de ces sérines (S172A ou S282A ou S172A/S282A) et étudie le
profil de phosphorylation de NOXA1l par cartes phosphopeptidiques. Comme
attendu, le signal de phosphorylation du peptide qui contiendrait la S172 ciblée par
les PKC/PKA est perdu lorsque les cellules sont transfectées avec le mutant S172A,
en revanche le signal correspondant aux peptides contenant la S282 ciblée par les

MAPK est maintenu. Lorsque les cellules sont transfectées avec le mutant S282A
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seul le signal de phosphorylation des peptides qui contiendraient la S282 est perdu.
Le signal de tous les peptides disparait dans le cas du double mutant.

En ce qui concerne la phosphorylation in vitro des S172 et S461 par la PKA, nos
résultats sont en accord avec les travaux de Kim et coll. [Kim 2007] . Cependant,
concernant la phosphorylation dans la cellule entiére, notre approche par transfection
des mutants de NOXA1l, marquage des cellules HEK293 avec de lacide
orthophosphorique [**P] puis visualisation des sites phosphorylés par cartes
phosphopeptidiques montre que seule la S172 est phosphorylée par la PKA dans la
cellule, contrairement a leurs résultats. Aucune phosphorylation d’'un site pouvant
correspondre a la S461 n’est observée. Cette discordance pourrait étre due au fait
gue les anticorps utilisés par Kim et coll., et dirigés contre les sites consensus de
phosphorylation reconnus par la PKA, donnent des résultats souvent délicats au
niveau de l'interprétation en raison de leur manque de spécificité.

Par ailleurs, une étude publiée apres la nbétre, montre que dans les HEK293
stimulées par 'TEGF, NOXAL1 est phosphorylée par ERK2 au niveau de la S282 mais
pas au niveau de la S239 [Oh 2010]; ce qui est en parfaite adéquation avec nos
résultats.

Nos données suggéerent donc que: i) NOXAL est phosphorylée a I'état basal au
niveau des S172 et S282 probablement en raison de l'activité constitutive des
kinases, ii) le PMA entraine une augmentation de la phosphorylation de la S172 et
S282 dans la cellule via l'activation des PKC et ERK/p38MAPK respectivement; iii) la
forskoline entraine uniquement l'augmentation de la phosphorylation de la S172
dans la cellule via I'activation de la PKA.

Afin de valider I'implication des PKC/ MAPK et de la PKA dans la phosphorylation de
NOXAL sous PMA et forskoline respectivement, nous avons pré-incubé les cellules
avec les différents inhibiteurs de ces kinases a savoir le GF-109203X inhibiteur des
PKC, le H-89, inhibiteur de la PKA, le SB-203580 inhibiteur de la p38MAPK et U0126
inhibiteur de MEK, la kinase en amont de ERK2, puis les avons stimulé par le PMA
ou la forskoline. Nos données confirment que le PMA phosphoryle NOXAL1 au niveau
des S172 et S282 via l'activation de PKC et des MAPK respectivement et que la
forskoline phosphoryle la S172 par I'intermédiaire de la PKA. De méme, nos résultats
montrent que les PKC et ERK2 et a moindre mesure la PKA sont impliquées dans la

phosphorylation basale de NOXAL. En effet, le niveau de phosphorylation basale de
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NOXAL dans les cellules incubées avec le GF-109203X, I'U0126 ou le H-89 est plus
faible que son niveau de phosphorylation basale dans les cellules non traitées par

ces inhibiteurs.

Dans la derniéere partie de ce travail, les conséquences de la phosphorylation de
NOXALl au niveau des S172 et S282 sur l'activité du complexe NOX1 ont été
déterminées. De facon intéressante, nous montrons, que la phosphorylation de
NOXAL1l préevient I'hyperactivation de NOX1. En effet, lorsqu’on co-transfecte le
simple mutant S172A ou S282A dans les HEK293, la production des FRO, mesurée
par chimioluminescence amplifiée au luminol, est significativement augmentée a
I'état basal. Cette augmentation est d’autant plus importante lorsqu’on transfecte le
double mutant S172A/S282A. Par contre, cette potentialisation de I'activité de NOX1
est perdue dans le cas du double mutant S172E/S282E, mutant phosphomimétique
pour lequel les sérines ont été mutées en acides glutamiques (résidus qui miment la
phosphorylation par apport de charge négative). Cette régulation négative de
l'activité de NOX1 par la phosphorylation de NOXA1 est confirmée par l'utilisation
d’'un mutant constitutivement actif de MEK1, la kinase qui active ERK2. Dans les
HEK293 ou ce mutant a été transfecté et par conséquent ou ERK2 est
constitutivement active et phosphoryle continuellement NOXA1l au niveau de la
S282, la production de FRO est diminuée en comparaison aux cellules n’ayant pas
recu '’ADNc de MEK1 actif. De plus, la forskoline qui augmente la phosphorylation de
la S172 de NOXAL, inhibe l'activité de NOX1 ce qui est en accord avec un réle
inhibiteur de la phosphorylation. Cependant de facon paradoxale, le PMA qui
augmente la phosphorylation des S172 et S282 de NOXA1, potentialise I'activité du
complexe NOX1 [Cheng 2006, Ueyama 2006] . Ceci pourrait s’expliquer par le fait
gue le PMA pourrait exercer des effets sur d’autres éléments du complexe NOX1 tels
gue la sous-unité catalytigue NOX1, NOXO1B ou encore Racl: I'effet du PMA sur
ces éléments serait activateur alors que son effet sur NOXA1 serait inhibiteur; la
résultante de ces deux effets se traduirait par un effet global activateur.

Il est cependant intéressant de noter que la stimulation des cellules par le fMLF
entraine une augmentation de [I'activité de NOX1 qui est associée a une
déphosphorylation de NOXAL. Le méme effet de déphosphorylation de NOXAL est
observé lorsque l'on traite les cellules HEK293, ou le complexe NOX1 a été

reconstitué par transfection; avec I'lGF1. Les voies de signalisation et I'identité des
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phosphatases impliguées dans cette déphosphorylation induite par les deux
agonistes physiologiques restent a déterminer. Etant donné que NOXALl est
phosphorylée sélectivement sur des résidus sérines, on pourrait penser que les
PP1A/2A (Protéines Phosphatases 1A/2A), qui sont des seérines/thréonines
phosphatases activables par le fMLF, soient impliquées dans la déphosphorylation
de NOXAL. Par ailleurs, la déphosphorylation de NOXA1l observée sous IGF1
pourrait aussi impliguer des sérine-thréonine phosphatases, bien qu’aucune
activation directe de Ser/thréo phosphatases par I'lGF1 n’ait été clairement établie
dans la littérature. Le fait que la p67°"°* subit un cycle continuel de phosphorylation
/déphosphorylation ou le réle des PP1A/PP2A a été mis en évidence [Dang 2011]
renforce I'hypothése que NOXA1l puisse egalement étre la cible de ces

phosphatases.

Etant donné l'importance des interactions protéine-protéine dans l'activation de
NOX1 et la localisation des S172 et S282 dans la séquence de NOXA1 (Figure 23),
nous avons étudié I'effet de la phosphorylation de NOXA1 au niveau de ces sites sur

ses interactions avec la sous-unité catalytigue NOX1 et la petite protéine G, Racl.

PKC, PKA
l p38MAPK, ERK2

)

S172 S282

4 105 122 155, 200 212 313 392 457 468

Figure 23: Localisation des S172 et S282 dans la séquence de N  OXAl

Pour cela, nous avons produit dans E.coli, les protéines recombinantes NOXA1 et
Racl fusionnée a la GST (NOXA1 et GST-Racl) et le fragment C-terminal de NOX1
contenant les sites de fixation du NADPH et du FAD: GST-NOX1 (217aa-550aa) et
analysé les interactions par co-précipitation (ou pull-down). Nous montrons que
NOXAL lie GST-NOX1 et GST-Racl-GTPyS de facon significative (par rapport au
contrble GST seule). De fagon intéressante cette interaction diminue

significativement lorsque NOXAL a été préalablement phosphorylée par les PKC et
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ERK2, qui ciblent les S172 et S282 respectivement. La phosphorylation de NOXA1
sur les S172 et S282 diminue donc les liaisons NOXA1-NOX1 et NOXAl1-Racl.

En conclusion de cette premiére partie, NOXA1l est phosphorylée de facon
constitutive sur les S172 et S282 respectivement par les PKC/PKA et MAPK dans les
cellules au repos. Cette phosphorylation prévient I'hyperactivation de NOX1 en
diminuant les interactions de NOXA1 avec ses partenaires NOX1 et Racl. Le role
inhibiteur de la phosphorylation de NOXA1 sur I'activité de NOX1 est en accord avec
les travaux de Kim et coll., et d’'Oh et coll. Les premiers ont montré que NOXAl
phosphorylée par la PKA dans la cellule interagit avec la protéine 14.3.3, ce qui
empéche sa liaison au complexe NOX1 au niveau de la membrane et par
conséquent fait diminuer la production de FRO par le complexe NOX1 [Kim 2007] .
Quant a l'article récent d’Oh et coll., il indique que la phosphorylation de NOXA1 par
ERK2 au niveau de la S282 désensibilise les HEK293 a l'action de 'EGF et par
conséquent diminue l'activité de NOX1, sous EGF, dans ces cellules; cet effet négatif
est medié, par la diminution de l'activation de Racl [Oh 2010], et probablement
comme lindique nos résultats via une diminution de linteraction entre NOXAl
phosphorylée et Racl. La phosphorylation de NOXA1l constitue donc un

nouveau mode de régulation négative de l'activite d e NOX1.

Comme il a été indiqué précédemment, le PMA pourrait avoir une autre cible que
NOXAL. En raison de I'absence du domaine AIR, dans la séquence de NOXO1, cette
protéine ne semble pas représenter un candidat premier auquel on pourrait penser.
De plus, le concept couramment admis est que la phosphorylation de NOXO1, ne
serait pas nécessaire pour l'activation du complexe NOX1. Pour impliquer ou au
contraire écarter de facon définitive un éventuel role de la phosphorylation de
NOXO1l dans la régulation de NOX1, nous avons entrepris d’étudier la
phosphorylation de NOXO1. Et de facon surprenante, nous avons observé une
phosphorylation de NOXO1( dans les cellules stimulées par le PMA.

Ainsi, dans les cellules HEK293 ou le complexe NOX1 actif a été reconstitué,
NOXO1B est faiblement phosphorylée au repos et cette phosphorylation est
fortement augmentée apres stimulation des cellules par le PMA. Par analyse
phosphoaminoacide et cartes phosphopeptidiques, il a été montré que ces

phosphorylations portent toutes sur des résidus sérines contenues dans plusieurs

129



peptides. Sachant que le PMA active les PKC et indirectement ERK, nous avons
synthétisé la protéine NOXO1B recombinante dans E.coli et étudié sa
phosphorylation in vitro par les PKC, ERK2 et la p38MAPK en vue de déterminer
guelles sont les kinases impliqguées dans sa phosphorylation sous PMA. Seules les
PKC phosphorylent, fortement, NOXO1[3; aucune bande de NOXO1B phosphorylée
n'est détectée dans les pistes correspondants a un traitement par les MAPK. Tout
comme dans les cellules stimulées par le PMA, les PKC phosphorylent NOXO1[ sur
des sérines et la carte phosphopeptidique obtenue in vitro est similaire a celle
obtenue sous PMA. Ces données indiquent que le PMA entraine la phosphorylation
de NOXO1B uniquement par I'intermédiaire des PKC. Nous avons alors recherché,
dans la séquence de NOXO1[, les sérines potentiellement ciblées par les PKC; il en
existe environ vingt dont une dizaine avec un score de prédiction élevé. Par
mutagenese dirigée, nous avons muté en alanines ces sérines, transfecté les
différents mutants dans les HEK293 et analysé leurs profils de phosphorylation par
cartes phosphopeptidiques apres stimulation des cellules par le PMA suivie de
limmunoprécipitation de la protéine au moyen de [I'anticorps anti-NOXO1f
(développé au laboratoire et dont la spécificité a été validée). Ainsi, nous avons
identifié la S154 de NOXO1B comme étant le site majeur de phosphorylation en
réponse au PMA; en effet, parmi les mutants testés, seule la mutation S154A induit
une diminution du signal de phosphorylation de NOXO1[3 avec la perte du signal de

plusieurs peptides par rapport a NOXO1p sauvage.

Etant donné la proximité de la S154 du tandem SH3 (Figure 24) et I'importance des
interactions protéine-protéine au cours de I'activation de NOX1, nous avons par la

suite entrepris de déterminer les effets de la phosphorylation de cette sérine sur les

interactions de NOXO1B avec ses partenaires membranaire, la p22°H%% et
cytosolique, NOXAL.
PKC
51154
2 130 158 219 232 290 322 330
NOXO1l N, " o | PRR | Cter

Figure 24: Localisation de la S154 dans la séquence  de NOXO1B
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Tout d’abord, en ce qui concerne NOXAL, par les approches de co-précipitation (ou
pull-down), nous démontrons que NOXO1pB lie faiblement NOXAl et que cette
interaction est fortement augmentée par la phosphorylation préalable de NOXO1p3
par les PKC. La phosphorylation de NOXA1l n'a pas deffets significatifs sur ces

interactions. L'interaction de NOXO1p avec la p227"°%

est tres finement régulée : en
effet, elle nécessite deux évenements, d’'une part la phosphorylation de NOXO1[3 et
d’autre part la présence de NOXAL. Ni la phosphorylation de NOXO1 seule ni la
présence de NOXA1l seule ne sont suffisantes pour initier l'interaction avec la
p22°"9% " Cependant linteraction de NOXO1p avec la p22°H°%% est fortement
augmentée lorsque NOXO1[ est phosphorylée et NOXAL est présente. Il est peu
probable que le phénomeéne observé soit médié par l'interaction directe entre NOXA1

et la p22PHox

étant donné qu’aucune liaison entre ces deux protéines n’est observée
dans des expériences de pull-down. Ces mémes observations sont retrouvées dans
le cas ou la phosphorylation de NOXO1B est induite par le PMA dans les cellules
HEK293. Ainsi linteraction de NOXO1p avec NOXAL et avec la p227H* est
augmentée dans les cellules HEK293 stimulées par le PMA en comparaison aux
cellules non stimulées. Par ailleurs la phosphorylation de la S154 de NOXO1 induite
par le PMA est cruciale pour permettre la potentialisation de ces interactions puisque
la mutation de cette sérine est suffisante pour prévenir 'augmentation de l'interaction
de NOXO1B avec ces partenaires. De méme que l'interaction entre NOXO1pB et la
p22°"9% est diminuée avec le mutant S154A de NOXO1pB, la localisation a la
membrane, observée par microscopie confocale, du mutant S154A sous PMA est
altérée; ce mutant S154A semble étre localisé dans des structures intracellulaires en
réponse au PMA. Bien que nos résultats indiqguent que NOXO1B ne lie pas de
maniére significative la p22°"°* dans les cellules HEK293 au repos, il est étonnant
de constater que sa localisation est essentiellement membranaire, comme le montre
la microscopie confocale. Cela laisse suggérer que NOXO1[3 est maintenue a la
membrane plasmique principalement par l'intermédiaire de son domaine PX dans les
cellules au repos. Cette hypothese est appuyée par le fait gu’'une mutation ponctuelle
dans le domaine PX est suffisante pour empécher la localisation membranaire de
NOXO1p [Cheng 2005] .

Finalement, 'augmentation de l'activit¢ de NOX1 induite par le PMA est prévenue

dans les cellules HEK293 transfectées avec le mutant S154A de NOXO1p, indiquant
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ainsi que la phosphorylation de la S154 joue un réle primordial dans I'’hyperactivation
du complexe NOX1 sous PMA.

Deux études récentes utilisant différentes constructions de NOXO1, ont montré qu'il
existerait une interaction intramoléculaire au sein de NOXO1 impliquant son tandem
SH3 et son domaine PRR. En effet, le tandem SH3 isolé lie avec une forte affinité la
p22PHOX

constituée du tandem SH3 et de toute la partie C-terminale de NOXOL1 (contenant le

(constante de dissociation Kd de 0.15 puM) alors que la construction

domaine PRR) diminue cette affinité de cent fois (Kd de 17.5 uM). Cependant des
mutations dans la région PRR permettent de rétablir une interaction de forte affinité
(kd de 0.5 uM) [Dutta 2010]. Il a été démontré également, que le tandem SH3 isolé
de NOXO1 peut établir une interaction avec la partie C-terminale de NOXOL1 isolée
contenant le domaine PRR (aa 293-371) [Yamamoto 2007] . Il a été proposé que
cette interaction intramoléculaire au sein de NOXO1 pourrait empécher la liaison de

son tandem SH3 et de son domaine PRR avec la p227H%

et NOXAL respectivement.
Ceci implique donc qu'un changement conformationnel est nécessaire pour rompre
l'interaction intramoléculaire au sein de NOXO1 afin de permettre l'interaction de
NOXO1 avec la p227"°* et NOXAL. Nos résultats suggérent que la phosphorylation
de NOXOL1 sur la sérine 154 pourrait étre le mécanisme par lequel ce changement

conformationnel est initié.

Ainsi, dans ce deuxieme article, nous démontrons, pour la premiere fois, que
NOXO1B est phosphorylée au cours de I'activation du complexe NOX1 par le

PMA et que cette phosphorylation constitue un nouveau mode de régulation,
positive, de l'activité du complexe . Compte tenu des résultats de ce travail, nous
proposons le modele suivant pour I'activation de NOX1:1) dans les cellules au repos,
NOXO1p, existe sous une conformation auto-inhibée qui implique une interaction
intramoléculaire engageant son tandem SH3 avec son domaine PRR. Par
conséquent, elle n’interagit que faiblement avec NOXAL1 et la p227"°%, 2) Lorsque les
les cellules sont stimulées par le PMA, la S154 localisée juste en amont du tandem
SH3 est phosphorylée. Cette phosphorylation initierait un changement
conformationnel dans NOXO1 et permettrait une interaction de forte affinité avec
NOXALl. Cependant cette phosphorylation n'est pas suffisante par elle méme pour

induire une interaction de forte affinité avec la p22°H°*. 3) C’est la liaison de NOXA1
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a NOXO1 phosphorylée qui permettrait un dépliement total de NOXO1[p pour

2PHOX. Par

permettre une interaction de haute affinité entre NOXO1l et la p2
conséquent, la localisation membranaire de NOXO1 est consolidée ce qui permet

une hyperactivation du complexe NOX1.

Si I'on tient compte des données de ces deux articles, il est possible de considérer
que lactivation de NOX1 est un mécanisme finement régulé et contrélé par la
phosphorylation des sous-unités cytosoliqgues NOXA1l et NOXO1B. Lorsque les
cellules sont au repos, la phosphorylation basale de NOXAL, par les PKC, la PKA et
ERK2, permettrait de prévenir I'hyperactivation de NOX1 en maintenant cependant
une activité constitutive de production des FRO nécessaire au contréle de la flore
bactérienne dont le colon est riche. Dans le cas d’'une invasion bactérienne, c’est la
phosphorylation de NOXO1B qui interviendrait pour optimiser les interactions
protéine-protéine et stimuler la production de FRO en vue de lutter efficacement
contre les microorganismes invasifs. Ainsi un flux constant mais non excessif de
FRO serait nécessaire pour assurer la défense anti-infectieuse du colon, mais ce flux
doit pouvoir étre augmenté en cas dinvasion bactérienne. Cette régulation est
contrblée par la phosphorylation de NOXAL et de NOXO1.

Ces travaux de thése permettent donc de mieux comprendre le mécanisme par
lequel I'activité de NOX1 est régulée. Il est important de noter que bien que NOX1
requiert les mémes éléments protéiques que NOX2; a savoir une sous-unité
activatrice et une sous-unité organisatrice et que ces dernieres, tout comme leurs
homologues phagocytaires, sont régulées par des événements de phosphorylation,
cette oxydase n’est pas regulée de la méme facon que NOX2. Alors que NOX2 ne
peut produire des FRO qu’une fois le phagocyte stimulé, NOX1 possede déja une

activité constitutive dans les HEK293.

En effet, dans les cellules au repos, une certaine proportion de NOXA1, NOXO1 et
Racl est localisée a la membrane plasmique ou, par un jeu d’interactions protéine-
protéine et protéine-lipides (impliquant le domaine PX de NOXO1), le complexe
NOX1 est déja capable de générer des FRO qui joueraient, au niveau de la
mugueuse intestinale, un réle important dans la signalisation cellulaire mais aussi

dans le contrdle de la flore bactérienne. Par contre, dans les PNs au repos, la
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p40°"% la pa7™"oX la p677HOX et Rac2 sont uniquement localisées dans le cytosol
ou il est aussi connu que les trois premieres sont dans des conformations auto-
inhibées qui les empéchent de s’associer entre elles pour former un complexe NOX2

actif.

La stimulation du PN par des agonistes physiologiques (fMLF, zymosan) ou

7PHOX ot de la

pharmacologiques (PMA) va induire la phosphorylation de la p4
p67PHOX

structuraux accessibles. Elles sont alors capables d’interagir entre elles mais aussi

ce qui va permettre de déplier ces protéines rendant ainsi leurs domaines

avec leurs partenaires membranaires et d'induire [I'explosion oxydative. La

PHOX
7

phosphorylation de la p4 représente I'événement déclencheur de l'activité de

NOX2 : une fois phosphorylée, la p47°"%*

sera capable de lier ses partenaires
cytosoliques et d'initier la translocation de I'ensemble du trimére (p47™H°%-pe7™HOX.

p40°"°%) vers la membrane plasmique.

Contrairement a NOX2, nos données montrent qu’il n’en est pas de méme des
phosphorylations de NOXA1l et NOXO1. La phosphorylation de NOXA1l a pour
conséquence de diminuer ses interactions avec Racl et NOX1 et donc de prévenir
I'hyperactivation du complexe. Quant a la phosphorylation de NOXO1, elle constitue,
tout comme celle de la p47°"°%, un mécanisme de régulation positive de I'activité du
complexe. La différence entre les deux sous-unités organisatrices réside dans la

capacité de NOXO1 & lier, certes faiblement, ses partenaires NOXA1 et la p227H%

dés I'état de repos des cellules et ce malgré qu'elle soit, tout comme la p47°"°%,
dans une conformation repliée, ce qui explique l'activité constitutive qu’on observe
pour NOX1 et pas pour NOX2. Contrairement & la phosphorylation de la p477H°%,

celle de NOXOL1 ne fait qu’amplifier I'activité de NOX1.

La régulation de I'activité des NOX par les phosphorylations ne semble donc pas étre
un processus restreint a NOX2. Parmi les autres membres de la famille des
NOX/DUOX, il a été montré que NOX5 et DUOX1/2 sont également régulées par des
processus de phosphorylations. L’équipe de Fulton a ainsi mis en évidence que la
phosphorylation des T494 et de la S498 induite par le PMA régule positivement
l'activité de NOX5. Cette phosphorylation augmente la sensibilité des domaines EF

hands au Ca*" intracellulaire [Jagnandan 2007] . La méme équipe a montré que la
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voie MAPK kinase est également capable de réguler I'activité de NOX5 en modulant
la phosphorylation de la S498 [Pandey 2011] . D’autre part dans les thyrocytes, il a
été montré que DUOXL1 était phosphorylée par la PKA sous l'action de la forskoline
et que DUOX2 était phosphorylée par les PKC sous l'action des esters de phorbol
[Rigutto 2009] . La phosphorylation de DUOX1 a lieu sur les sérines 955 et 1217.
Mais, alors que la phosphorylation de la S955 intervient dans la régulation positive
de DUOX1, la phosphorylation de la S1217 semble au contraire inhiber son
activation [Rigutto 2009] . Ainsi, l'activité de DUOX1 pourrait aussi étre la résultante

de I'équilibre qui existe entre I'état de phosphorylation de la S955 et de la S1217.

Dans la continuité de notre travail, nous étudierons la phosphorylation de la sous-
unité catalytique NOX1 et déterminerons les conséquences de sa phosphorylation
sur l'activité du complexe. Le travail de notre équipe, paru en 2009, a ainsi montré
que la gp91™H*/NOX2 était phosphorylée par les PKC au cours de la stimulation par
le PMA [Raad 2009] et il est intéressant de constater que les sites potentiels de cette
phosphorylation sont conservés dans la séquence de la sous-unité catalytique
NOX1.

A moyen terme, les résultats de cette thése contribueront au développement d’outils
diagnostic a savoir des anticorps anti S172 et anti S282 de NOXAL et anti S154 de
NOXO1B qui permettront d’étudier I'état de phosphorylation de ces deux protéines
dans différentes maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), telles que la
maladie de Crohn ou la rectocolite hémorragique. A plus long terme, ces résultats
pourraient permettre la synthése de peptides inhibiteurs qui permettraient de limiter
la production excessive de FRO par NOX1 dans différentes situations inflammatoires

ou NOX1 est impliquée.
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