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Introduction Générale

Les polynucléaires neutrophiles (PN) humains jouemtréle capital dans la défense de
I'organisme contre les agents pathogénes. Au aburse réaction inflammatoire, les facteurs
chimioattractants libérés induisent la migratios 8& de la circulation sanguine vers le foyer
inflammatoire. Le contact de I'agent pathogéne dedeN va provoquer sa phagocytose et sa
destruction. Ce processus peut se faire par laaliod de molécules contenues dans les
granules du PN et par la production de I'anion swpgle générateur des autres formes
réactives de I'oxygene (FRO) comme le peroxyde dfbgene et le radical hydroxyle par un
processus appelé "explosion oxydative". Bien qeeHRO soient essentielles a la défense
immunitaire, elles peuvent étre déléteres pourtiesis environnants ce qui nécessite une
régulation fine et précise de leur production.

L’anion superoxyde est produit par un systéme emtigme multimoléculaire appelé NADPH
oxydase. Dans les PN au repos, cette enzyme esposé® de protéines cytosoliques
(p40phox, p47phox, p67phox et Rac2) et de protémembranaires (gp91phox ou NOX2 et
p22phox formant le cytochromessg. L’activation de la NADPH oxydase nécessite la
translocation des protéines cytosoliques vers fectyome bss. Ce processus est régulé par
des réactions de phosphorylation/déphosphorylagibrides interactions protéine/protéine.
L’interaction de la région cytosolique de la p22plawec la p47phox constitue un mécanisme
majeur de I'activation de la NADPH oxydase. Cepemdbexistence d’autres protéines qui

pourraient interagir avec la partie cytosoliqudadp22phox n’était pas connue.
Mon travail de recherche a eu pour premier objectifd’identifier les protéines qui lient la
région cytosolique de la p22phox en utilisant le syeme double hybride, puis d’étudier

leur rdle dans I'activation de la NADPH oxydase.

Mes résultats montrent que:

- La partie cytosoliqgue de la p22phox composée dees@minés 132 a 195, lie de
facon spécifique une protéine qui s’appelle APPBR2yloid beta precursor protein

(cytoplasmic tail) binding protein) ou PAT1 (Pratenteracting with APP tail).

- APPBP2/PAT1 possede un effet activateur sur la RAdxydase reconstituée dans

un systeme acellulaiie vitro ainsi que dans les monocytes et les cellules @S.p
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- La liaison dAPPBP2/PAT1 aux microtubules pourrgaworiser I'assemblage du

complexe NADPH oxydase pendant I'activation.

Cette interaction « p22phox/PAT1 » constitue unveau mécanisme de régulation de la
NADPH oxydase et pourrait constituer une nouveiltdecpharmacologique pour moduler la

production des FRO par la NADPH oxydase phago®ytair

Je ferai tout d'abord un rappel des connaissancesus les neutrophiles, la NADPH
oxydase et sur la protéine PAT1. Je présenterai emse mes résultats expérimentaux et

je terminerai par des conclusions et perspectives.
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I. Geénéralités sur les Polynucléaires neutrophiles (PN

1. Origine et devenir des PN

Les PN comme toutes les autres cellules sangui@egedt d'une méme cellule : la cellule
souche totipotente nommée HPP-CFU (High prolifeeapotential-Colony forming unit) qui

a une forte capacité d’autoprolifération et de édhciation. Sous I'action de différents
facteurs de différenciation, elle peut donner raaiss a la cellule souche multipotente (cellule
non encore spécifique d’'une lignée cellulaire) @ugrogéniteur bipotent des granulocytes et
des monocytes-macrophages connu sous le nom de BM{Granulocyte/Macrophage-
Colony forming unit). A son tour cette cellule dena le progéniteur granulocytaire de la
lignée des PN : le G-CFU. Chaque étape de tranatosm est régulée et orientée par
I'intervention de différentes cytokines, par exeeplL-1, IL-3, IL-6, GM-CSF, G-CSF....
Le progéniteur granulocytaire va se différenciengreloblaste qui représente 2% des cellules
médullaires et dont la taille varie de 15 a 25 [um.promyélocyte dérive a son tour du
myéloblaste par une mitose et une maturation nagtéplasmique. Il représente 2 a 6 % des
cellules d’un frottis médullaire et sa taille vade 15 a 30 um. De la division mitotique du
promyélocyte résulte le myélocyte (15 a 18 um) présente 12 a 20 % des cellules
médullaires. Enfin une derniere mitose donne nagsau métamyélocyte (14 a 15 um). La
phase mitotique au cours de laquelle le myéloblastéransforme en métamyélocyte dure
environ 6 jours. La maturation finale donne naissaa la population de cellules la plus
nombreuse dans la moelle (20 a 30 % de cellulesia@es): les polynucléaires neutrophiles
(PN) immatures puis matures. Ces cellules sontt&niaées par un noyau polylobé et par de
nombreuses granulations (Figure 1).

Plaquette

Hématie i

Figure 1. Frottis sanguin vue au microscope optique. On voit un PN (10-
14pm), des hématies (7-8um) et une plaquette (2-3 pm)
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Les granulations ou granules sont de difféerentesres et apparaissent successivement au
cours de la granulopoiése: les granulations azilesplfou primaires), les granulations
spécifiqgues (ou secondaires), les granulationsrdena élevé en gélatinase (tertiaires) puis
plus tardivement les vésicules sécrétoires (Feklhetual.,, 2002). Le contenu de ces
granulations joue un réle majeur, comme nous leerrewns, dans les différentes étapes
fonctionnelles des PN. Les PN matures restent deaéing jours dans la moelle osseuse ou
ils constituent la réserve médullaire. La moelleduit environ 0,85 & 1,6 x 1®N par kg et
par jour dans des circonstances normales. Cettdugtion peut augmenter en cas de
pathologie infectieuse. A la suite de son séjounsda moelle, le PN passe dans la circulation
sanguine ou il reste pendant un temps limité p@sgudemi-vie est de 6 a 10 heures. Les PN
sanguins se répartissent en deux secteurs a psuépgévalents : un secteur circulant,
accessible a la numération sanguine (1800 a 700@tun secteur marginé (environ 50 % du
pool total), adhérant a I'endothélium et migranhgldes tissus au niveau des veinules post-
capillaires. La survie tissulaire du PN est diféanent mesurable. En I'absence de stimulus
inflammatoire, on estime gu'il réside dans le tigmndant 1 a 2 jours puis il meurt par
apoptose et est phagocyté par les macrophagemitiesuésidents.

Les PN exercent I'ensemble de leurs fonctions pmihygiques dans les tissus. Sous
l'influence de différents stimuli (cytokines, chiokines, lipides et peptides médiateurs de
I'inflammation), les PN initialement a I'état depees dans le sang circulant, vont répondre a
ces stimuli, étre ralentis (c’est le phénoméne aluement ou "rolling") pour s’arréter en
adhérant aux cellules endothéliales. Puis, soudluénce d'un gradient de substances
chimioattractantes, les PN franchissent la bare@dothéliale et se dirigent de fagcon orientée
vers l'agent étranger ayant déclenché la réporfimrimatoire. Les PN exercent alors leur
réle de défense de I'organisme.

2. Les granulations du PN

Une des particularités du PN est d'étre une celbadmpartimentée. Un grand nombre de
molécules intervenant dans ses fonctions sont éyaées puis stockées dans les granulations
apparaissant au cours de la granulopoiese. Selordgdard, cet empaquetage se ferait au fur
et a mesure de la synthése expliquant I'hétérog®dés granulations que I'on peut cependant
classer schématiquement en granulations primaireazarophiles, granulations secondaires
ou specifiques, granulations gélatinases et véscskBcrétoires (Borregaard et al., 1996,
1997; Gullberg et al., 1999). Historiquement, leanglations furent d’abord classées en

peroxydase positive pour les granulations primagtegeroxydase négatives pour les autres.
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Les granulations contiennent d’une part des moéscirisérées dans leur membrane, d’autre
part des molécules intragranulaires liées a la ioatle protéoglycanes. Le contenu des
granulations joue un rdle majeur dans les diff@endétapes fonctionnelles des PN. Sous
I'effet de différents stimuli, survient une mobdison des granulations avec déversement de
certains composants dans le milieu extracellulalems les phagosomes, ou expression de
certaines molécules a la surface cellulaire. Cetlégranulation permet une
décompartimentalisation rapide des molécules stxckans les granulations des PN au repos.
Ces molécules permettent donc une action rapidePéiesl’'ou leur réle majeur dans les
défenses anti-infectieuses. Dans l'ordre, les dadioms les plus facilement mobilisables sont
les vésicules sécrétoires puis les spécifiquesfet es azurophiles (Tableau I). La facilité a
dégranuler dépend de la densité de protéines amfaemme la protéine « vesicle-associated
membrane protein ou VAMP-2 » a la surface des dations (Borregaard et al., 2007

a. Les granulations primaires ou azurophiles

Ces granulations apparaissent les premiéres pendanhaturation du PN au stade
promyeélocytaire (Egesten et al., 1994) jusqu’adestamature. Ces organites sont identifiables
par le fait qu’ils ont une affinité pour le colotabasique azure A qui se fixe sur les
mucopolysaccharides (Spicer et al., 1969). Ces utmtions représentent un tiers des
granulations du PN (environ 1500 granules/ PN) (am et al., 1988); ce sont des
organelles de petites tailles (0,5-0,8 um), de &wnvariables (sphérique, ellipsoide ou
cristalline) qui apparaissent trés denses en ndops électronique. La matrice contient, en
particulier, la myéloperoxydase (MPO), le lysozymlastase, la cathepsine G, les
défensines, la 3 glucuronidase et la BBactericidal permeability increasing protein). La
localisation précise et le contenu de ces protgieess varier d’'une granulation a I'autien
effet pour les plus grosses granulations azurophiés défensines peuvent représenter jusqu'a
50 % des protéines totales (Rice et al., 1987*sajue d’'autres en sont totalement dépourvus.
En paralléle de I'apparition chronologique des gtations, les ARN messagers (ARNm)
apparaissent séquentiellement au cours de la miaturdes PN. Ainsi TARNm de la
myéloperoxydase est détectable au stade myéloblaske ARNmM pour I'élastase et la
cathepsine G apparaissent apres celui de la MP® awant ceux des défensines. Parmi les
protéines localisées au niveau de la membrane slgr@aulations on peut citer le CD63
(granulophysine), le CD68 et des pompes a proteiisATPase type V) qui participent a
I'acidification de la matrice de ces granulations.
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b. Les granulations secondaires ou spécifiques

Ces granulations font partie de la famille des glations peroxydase négatives tout comme
les granulations gélatinases. Elles apparaissentigmé la maturation du PN au stade
myélocytaire (Borregaard et al., 2007) et persisgiesgu’au stade mature. Lorsque le frottis
sanguin est coloré au May Griinwald Giemsa (MGQ@sefirennent des colorants acides et
basiques (neutrophil@) la différence des granulations des éosinophilesgnt les colorants
acides (coloration orange au MGG) ou des basoplplenant les colorants basiques
(coloration violet foncé au MGG). Ce sont des osail@s sphériques, de taille inférieure a
celle des granulations primaires (environ 0,2 pou)en forme de batonnet (0,1 x 1 pum). Elles
apparaissent claires aux électrons. Elles contmriessentiel du lysozyme, la lactoferrine, la
transcobalamine 1l (vitamin B12 binding protein)a Igélatinase, la N-acétylB
glucosaminidase mais aussi, insérés dans leur naabon trouve certains récepteurs
d'adhésion (CD11b/CD18 ou CR3, Fibronectine-R, lntma-R,...) (Bainton et al., 1987), des
récepteurs de chimioattractants (fMLF-R)(Fletchteale 1982), le cytochromesds (ou -245)

qui est le composant catalytique de la NADPH oxgddesaitis et al., 1990). La synthése des
molécules contenues dans les granulations estdsai aequentielle et s’opere pendant la
différenciation du granulocyte. Ainsi la synthése k& lactoferrine commence au stade
myélocyte, avant la biosynthese de la gélatinagggimyélocyte), et se termine avant la fin de

la synthese de cette méme gélatinase (Gullberlg 4089).

c. Les granulations riches en gélatinases

Ces granulations ont été longtemps confondues #&&qyranulations spécifiques. A la
différence de ces derniéres, elles sont caract&ripar la présence de gélatinase mais aussi
par I'absence de lactoferrine et ensuite par le dae ces granulations apparaissent plus
tardivement lors de la maturation des PN dans lallsnd_es granulations riches en gélatinase
apparaissent apres le stade métamyélocytaire tamaés les granulations spécifiques
apparaissent avant ce stade. Elles contiennenéliirtase, les cathepsines B et D fla

glycérophosphatase, la N-acéfyflucosaminidase, et des récepteurs tel le CDIIb3C
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d. Les vésicules sécrétoires

Ces organites sont trés facilement mobilisablassdint caractérisés par la présence de CR1

(CD35). Comme nous l'avons vu ces vésicules apgseat au dernier stade de

différenciation des granulocytes.

Tableau 1 : Contenu des granulations du PNFaurschou et al., 2003).

Azurophil granules

Specific granules

Gelatinase granules

Secretory vesicles

Membrane
CD&3
CD&E
Prezenilin 1
Stomatin
W-type H*-ATPase

Mairix
Acid p-glycerophosphatase
Acid mucopolysaccharide
oy -Antitrypsin
a-Mannosidase
Azurocidin
BPI
B-Glycerophosphatase
B-Glucuronidase
Cathepsins
Defensins
Elastase
Lysozyme
MPO
N-acetyl-p-glucosaminidase
Proteinase-3
Sialidase
Ubiquitin-protein

CD1IKCDILS
CDI15

CD66

CD&T
Cytochrome bzzgg
MLP-R
Fibronectin-R
G-protein,-subunit
Laminin-B
Leukolysin

NB1 antigen
19-kDa protein
155-kDa protein
Rapl, Rap2
SCAMP
SNAP-23,-25
Stomatin
Thrombospondin-R
TNF-R

uPA-R

VAMP-2
Vitronectin-R

fz-Microglobulin
Collagenase
CRISP-3 (SGP-28)
Gelatinase
hCAP-18
Histaminase
Heparanase
Lactoferrin
Lysozyme

NGAL

uPA

Sialidase
Transcobalamin-I

CDIIWCDI18
Cytochrome basg
Diacylglycerol deacetylating enzyme
fMLP-R
Leukolysin
NRAMP-1
SCAMP
SNAP-23, 25
uPA-R

VAMP-2

V-type H*-ATPase

Acetyltransferase
fo-Microglobulin
CRISP-3
Gelatinase
Lysozyme

Alkaline phosphatase
CD10

CD1ILCD1E

CD13

CD14

CDl&

CD45

CRI1

Clg-R

Cytochrome bssg
Decay-accelerating factor (DAF)
fMLP-R

Leukolysin

VAMP-2

V-type H*-ATPase

Plasma proteins



3. Fonctions des PN

a. Recrutement du PN au niveau du foyer inflammatoire

Les PN comme toutes les autres cellules du sangdesncellules mobiles. En I'absence de
tout stimulant, il se déplace au centre du vaissaaguin, la ou le flux est le plus rapide et
ceci de facon aléatoire (Figure 2). Les PN exprimgm facon constitutive une protéine
d’adhérence, la L-sélectine (CD-62L) responsableladéormation du pool marginal par
adhérence aux sucres présents sur les celluleghétides des veinules post-capillaires.
L’intrusion d’'un agent pathogéne ou un stress @t qui conduit a une inflammation
provoque une libération de médiateurs de I'inflariomacomme I'histamine, la thrombine, le
tumor necrosis factan (TNF-a), I'lL-1, I'IL-8, ou encore les endotoxines bacténes. Ces
molécules induisent chez la cellule endothéliale @wugmentation d’expression des E-
sélectines et un recrutement a la membrane dedeétisés préformées et contenues a
I'intérieur des grains de Weibel-Palade (Smithlet 4993a). L'interaction de ces molécules
d’adhérence, E et P sélectines avec les sucresrdernbrane du PN et des réecepteurs (PSGL-
1) va lui permettre de ralentir son mouvement pag adhérence de faible affinité (c’est le
« rolling »). Une deuxieme phase d’adhérence de faffinité est initiée par la production de
médiateurs par I'endothélium vasculaire tels quedtleukine-8 (IL-8), le facteur activateur
des plaquettes (PAF : Platelet activating facttg),TNF-a ou encore le GM-CSF. Ces
médiateurs induisent la coupure de la L-sélecti@eessaire au roulement par I'activation
d’'une métalloprotéinase et la dégranulation desigations les plus mobiles entrainant une
surexpression def2-intégrines notamment CD11b/CD18 et une augmentatienleur
affinité pour leur ligand (ICAM) (Diez-Fraile et.al 2002). Cette adhérence de forte affinité
est un préalable nécessaire a la migration transeéiale des PN vers le foyer
inflammatoire. Un certain nombre de mécanismesétiidécrits permettant le passage entre
les cellules endothéliales (diapédése) et la teseede la membrane basale (Figure 2). Les PN
par le biais de I'élastase ouvrent les jonctionkileecellule en provoquant le désassemblage
des complexes cadhérine/caténine. La gélatinas@nueo aussi sous le nom de
métalloprotéase 9 (MMP9), participe a la dégradatie la membrane basale. Pendant ce
processus, les PN exposent également la leucol{igil25) sur leur surface (Borregaard et
al., 2007). Certains auteurs ont également montré par des @mgsoultrastructurales
I'existence d’'une migration transcellulaire des ®&Mavers les cellules endothéliales (Kvietys
et al., 2001; Vestweber., 2002).
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| MIGRATION TRANSENDOTHELIALE DES PN |

¢ 7, 7, L-sélectine soluble
roulement ’

i liaison de forte affinité
L-Sélectine %
@ D11b/CD18
S ]

L- Sélectine: PN
o i Sialyl-LeX
E et P- Sélectines: Endothélium
+ + Gradient de
IL- 1, TNF, LPS...) +_\_+++ chimioattractants
oy

FOYER INFLAMMATOIRE

Figure 2. Roulement, transmigration et migration du neutrophile du vaisseau

sanguin vers le site infectieux

Aprés avoir franchi I'endothélium et la membransde, les PN migrent dans les tissus en
remontant le long d’'un gradient de substances datitactantes en direction du foyer
inflammatoire (Figure 2) ou ces cellules vont ererteur réle défensif. Les principaux

chimioattractants sont les suivants :

- des dérivés des protéines bactériennes telsegul-formyl-peptides et en particulier le N-
formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine : fMLF. Le fMF est un tripeptide formylé qui se lie
a la surface des PN sur des récepteurs de faibfermuaffinité (fMLF-R) (Prossnitz et al.,

1997),

- des protéines dérivées du complément comme le &®as activation de la voie classique

ou de la voie alterne,
- des dérivés lipidiques tels que le leucotrieneeBie « Platelet-Activating Factor » (PAF),

- des chimiokines dont le prototype pour les PN'HsB.
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Les facteurs chimioattractants possedent a faibleentration une activité chimiotactique
et/ou chimiocinétigue. En se rapprochant du lieul'nidlammation, la concentration de
chimioattractants est plus grande, ce qui a poaséguence d’induire une activation des PN
et une génération de FRO qui vont participer antiiation de I'agent pathogene. De plus, ils
ont également en commun des récepteurs a sept mesniansmembranaires couplés aux
protéines G. Le mouvement orienté des PN dépend ndmbreux mécanismes
transductionnels aboutissant a la polymérisatigpgulyenérisation des filaments d’'actine que

nous ne détaillerons pas dans ce travalil.

b. Lareconnaissance et la phagocytose de lI'agent pagéne :

Arrivé au contact de leur cible, les PN vont temteda phagocyter. La phagocytose (Figure 3)
de I'agent pathogene se déroule en trois étapEonnaissance, adhérence et englobement de
'agent pathogéne. La reconnaissance et I'adhérénda cible, dépendent de différents
récepteurs présents a la surface des PN : il pagir de récepteurs tels les "Toll like
receptors” (TLR) qui reconnaissent des motifs priss@ la surface de différents agents
pathogenes et conservés au cours de I'évolutiorexeanple, le TLR2 reconnait, entre autre,
le peptidoglycane de bactéries gram positif alare g TLR4 reconnait principalement le
lipopolysaccaride (LPS) des bactéries gram négRtf. ailleurs, des récepteurs pour des
molécules facilitant les interactions entre cible effecteur de l'immunité (dénommées
opsonines) comme des récepteurs [Par ex : CR1 (CBBER3 (CD11b/CD18)] pour
certaines protéines dérivées du C3 du complémestt € C3bi) ou les récepteurs {Rcde
type I, Il et lll) pour les fragments Fc des immglabulines notamment IgG1 et IgG3 (Smith
et al., 1994). La reconnaissance et 'adhérenné exo général suivies d’un englobement de
I'agent pathogéne dans la vacuole de phagocytoaes ceci n'est pas systématique. Cette
étape dépend de la taille de I'agent pathogénenalevements de membranes des PN et de
difféerents mécanismes transductionnels que nouetadlerons pas ici.
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Figure 3. Phagocytose et dégradation de la bactérie par les PN. La phagocytose
implique la reconnaissance, I'ingestion et la digestion de grosses molécules et

de micro-organismes.
c. Elimination de I'agent pathogéne

Les PN possédent deux mécanismes essentiels ptouirelés microorganismes. Le premier
est lié a la dégranulation : déversement d’'un ebszne peptides et de protéines bactéricides
dans le phagosome, augmentation d’expression @ptetas a la membrane ; le deuxieme
repose sur l'utilisation de I'oxygéne du milieu sdiinfluence d’'un systeme enzymatique, la

NADPH oxydase. Ces deux systemes agissent en aimpe(Figure 4).

i. Mécanisme indépendant de I'oxygéne
L’activation du PN par un agent pathogene phagoegtéonjonction avec différents facteurs
solubles comme les N-formyl peptides, la fractiouscomplément activé (C5a) ou encore le
PAF, induit une mobilisation des granulations gointvensuite fusionner avec le phagosome,
déverser leur contenu sur I'agent phagocyté etrandéurs protéines membranaires dans la
membrane phagosomale. Ainsi, l'insertion de la pendp protons (HATPase type V)
contenus dans les membranes de différentes gramdadboutit a une diminution du pH a
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environ 4.5 favorisant I'action des hydrolases esid_es enzymes hydrolytiques participent a
la digestion des microorganismes morts et des lesllhbétes endommagées. Le lysosyme
hydrolyse les glycosaminoglycanes de la paroi b&ectée. Un certain nombre de protéines
cationiques déversées dans le phagosome y exenmeractivité antibiotique. Les défensines
sont de petits peptides de 29 a 34 acides amigSens en tres grande quantité dans les PN
(ils représentent 30 a 50% du contenu protéiquegdierules azurophiles). Elles exercent une
activité microbicide tres large ; en effet, ellestsactives sur les bactéries a Gram+ et Gram-,
les champignons et méme les virus en formant desusamembranaires dans les bicouches
lipidiques et en augmentant la perméabilité mendiranLes défensines sont probablement
un facteur primitif de défense retrouvé trés totaurs de I'évolution animale (Lehrer et al.,
1993). La «Bactericidal Permeability Increasing teimm» (BPI), est présente dans les
granulations azurophiles. Elle a une homologie descprotéines décrites sous le nom de
LBP (« LPS-Binding Protein ») et est tres efficaocatre les bactéries a Gram- en altérant les
propriétés des membranes bactériennes et en awgrhdéetir perméabilité, ce qui entraine
I'inhibition du métabolisme et de la respiratiorct&ienne. Les serprocidines sont des sérines
protéases comme ['élastase, la protéinase 3, laegsine G ou l'azurocidine qui ont
également une activité bactéricide (Levy et al9619Ganz et al., 1995). Par ailleurs, le
déversement de la myéloperoxydase illustre la cabpé@ entre les mécanismes de
dégranulation et la production de FRO par la NAD#¢#ldase comme nous le décrirons plus
loin. D’autres protéines a activité anti-microbiesn stockées dans les granulations
spécifiques/gélatinases comme la lactoferrine, GAN (neutrophil gelatinase-associated
lipocalin), la cathelicidine hCAP18 clivée par I'élastasel&/37 active contre les bactéries
Gram négatif et Gram positif jouent un réle impottat illustrent également une coopération

entre le contenu des différents types de granuiatiBorregard et al., 1997 ; 2007).

La dégranulation permet aussi I'apport a la memd@daon pool de récepteurs stockés dans
les granulations permettant ainsi un recyclage & augmentation de I'expression de ces
récepteurs a la surface membranaire ; c’est Ip@asle récepteur du fMLF, le CD11b/CD18.

Il a été suggéré que cette mobilisation de récept@pour conséquence la potentialisation de
la réception du signal. La dégranulation va ausamngttre le transfert du cytochromgdxu

pool granulaire vers la membrane plasmique ou @wagale (Figure 4).
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ii.  Mécanisme bactéricide dépendant de I'oxygéne : Prodtion
des formes réaess de I'oxygene (FRO)

Un des mécanismes majeurs conduisant a I'élimmalkiol'agent pathogene phagocyté est la
production rapide d'anions superoxyde, source diesaformes réactives de l'oxygene
(FRO). Cette production rapide par les phagocy®®$ gu monocytes) de FRO en réponse a
divers stimuli est appelée explosion oxydative.xygene est réduit par les phagocytes en
anion superoxyde grace a un systéeme enzymatiqueléapADPH oxydase suivant la
réaction suivante (Babior et al., 1973) :

NADPH oxydase

20, + NADPH » 20,°+ NADP " + H”

L’anion superoxydeD,” formé est instable, & pH acide dans le phagosibrse transforme

en peroxyde d’hydrogéne £8,), suivant la réaction de dismutation suivante:

20, + 2H" » H,O, + O,

Cette dismutation est spontanée dans le phagodtitaest catalysée dans le cytosol par une
enzyme, la superoxyde dismutase (SOD). L@®Hformé peut ensuite donner d’autres
molécules a capacité oxydante grace a la myélopdaze (MPO) qui, libérée dans le

phagosome a partir des granulations azurophilesalysat le systeme peroxyde

d’hydrogene/halogénure (X-) :

MPO

H,O, + X'+ H’ » HOX + H,0

(X=CI, Br, I

En présence de chlore, se forme I'acide hypochio(elDCL) qui transforme les amines en
N-chloramines qui ont aussi des propriétés micidb& En présence de brome ou d’iode, il
se forme de I’hypobromure (OBt de I'hypoiodure (O) qui sont aussi des puissants agents

antimicrobiens.

R-NH2 + HOCI »R-NHCI + H,O

La réaction entre I'anion superoxyde et le peroxytgdrogéne en présence de fer’{fFeu

de cuivre (C@" génére une molécule trés toxique : I’b(rrbldical hydroxyle):
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Fe?* ou Cu?

O, + H,0, »OH + HO + O,

Le radical hydroxyle est hautement toxique réagisagec les molécules de I'environnement

a la vitesse de la diffusion moléculaire.

Ces réactions forment aussi un composé trés toxioxggéne singulet’©,), (Babior 2000;
Hampton et al., 1998; Wang et al., 1996).

La production des FRO se fait sur la face extem&anembrane plasmique, devenant la face
interne du phagosome lors du processus de phagecgits microorganismes. Les FRO sont
donc physiologiguement produites au contact dirdet 'agent pathogene phagocyté,
atteignant de hautes concentrations dans le phagpogai est un milieu clos et jouant un role
majeur dans la bactéricidie. Les FRO produitedgéace externe de la membrane plasmique
dans le milieu extracellulaire sont physiologiquaigeu concentrées. Cependant, produites
de fagon excessive ou inappropriée dans le milknaeellulaire, les FRO peuvent participer
a la survenue de lésions tissulaires au niveauituirdlammatoire. En effet, les FRO
induisent différentes lésions biochimiques (Weissak, 1989): peroxydation lipidique
aboutissant a une désorganisation membranaireintatt protéique avec fragmentation,
agrégation et oxydation des groupements sulfhyrilatteinte des acides nucléiques avec
cassure et mutation de I’ADN.

La premiere réaction a I'origine de toutes ces FROcatalysée par une enzyme : La NADPH

oxydase. Le contrble de son activation fait I'obglt cette these ; sa structure et son

importance dans I'immunité innée et I'inflammatiseront détaillées dans la deuxieme partie

% § Lectines

de l'introduction.
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Cathepsine G

Elastase
Protéinase 3 FE: ¥R
Azurccidine (CAP-37) Chloramlnes
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Increasing protein (BPI) ) R- NH2

'\ --.
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Figure 4. mécanismes tueurs du PN.
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iii. Bactéricidie médiée par les NET’s (Neutrophil Extraellular Traps)

Récemment a été décrit un phénomene de bactérmidjmal dépendant de I'émission de
filets extracellulairesneutrophil extracellular traps ou NETS) par les PN apres désintégration
de toutes ses structures membranaires et mort delllde (Brinkmann et al., 2004). Ce
phénomene est déclenché par l'activation des PN diiférents stimuli (endotoxines
bactériennes, certaines cytokines phorbol myristatétate...) et ne nécessitent pas
I'englobement des bactéries dans la vacuole dequlytmse. Ce phénomene dépend de la
production de FRO par la NADPH oxydase puisque fitets n'apparaissent pas lors de
I'inhibition de la NADPH oxydase ou chez les patsatteints de Granulomatose septique
chronique déficitaires dans la production de FRI® plus ils sont induits par 3@, (Bianchi

et al., 2009). Ces filets sont des filaments demiatine dépliee formés d’ADN et d’histones
et recouverts de nombreuses molécules bactérisdass des granulations des PN (élastase,
Cathepsine G, lactoferrine, MPO, gélatinase pamgke). Ces filets immobilisent les
bactéries Gram positif et Gram négatif comrmphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium mais aussi des champignons com@andida albicans et maintiennent a leur
contact une concentration élevée de protéines t@des induisant leur destruction. Les
événements moléculaires reliant la production d® FRla formation de NETs sont mal
connus a ce jour (Fuchs et al.,, 2007). La formatien NETs augmenterait |'efficacité
microbicide du PN aussi bien spatiale que tempopalisque le PN pourrait ainsi agir sur des
microorganismes présents dans son environnemest moai englobés et poursuivre sa lutte

antimicrobienne en quelque sorte post-mortem.

d. Production de médiateurs par les PN

Le PN participe a la régulation des réponses imtainas en libérant un certain nombre de
médiateurs : cytokines pro et anti-inflammatoirebimiokines, facteurs de croissance,
médiateurs lipidiques (Cassatella et al., 19985 BN sont les premiéres cellules provenant
du sang circulant vers le foyer inflammatoire etteegoroduction précoce de meédiateurs
intervient dans I'engagement et la régulation déféréntes réponses immunitaires innées et
adaptatives (Arai et al., 1990). Les médiateurslifjues produits sont notamment le PAF et

le LTB4 qui interviennent eux-mémes dans I'inductdes fonctions des PN.

Les PN ont la capacité de synthétiser et libérsraytokines différentes selon le ou les stimuli
utilisés (Crepaldi et al., 2002). Ainsi, les PN @ponse au LPS libérent des cytokines

proinflammatoires comme linterleukine-1 beta (IB}lle TNFx et I'lL-8, mais aussi le
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puissant inhibiteur de I'lL-1, I'lL-1ra (Yoshimuret al., 1997). Le LPS associé a I'liFkduit

la production d’IL-12 par les PN. L'IL-4 augmenta production de I'lL-1ra et inhibe la
production d’IL-13 induites par le LPS (Malyak et al., 1994). Uneduation différentielle de
multiples isoformes d’IL-1ra en réponse a la statioh des PN par le LPS est notée. Ainsi, la
méme équipe en 1998 a montrée que des PN stimallds pPS peuvent produire I'isoforme
siL-ra (sécrétoire), celui-ci joue un rdéle impottaians la régulation des effets de I'lL-1 dans

le milieu extracellulaire (Malyak et al., 1998).4 &N produisent des chimiokines pour la

plupart des cellules immunitaires (Figure 5). Ldd$ produisent notamment I'IL-8 et le

GROQa, appartenant a la famille des C-X-C chimiokines, MIP-In et MIP-13, appartenant a

la famille des C-C chimiokines (Tableau Il). Pates cytokines produites par les PN, I'lL-8

est la cytokine synthétisée de facon majoritairaz@®ni et al., 1991). L’induction de sa

synthese par les PN peut étre observée apres tppjtase de particules opsonisées, mais

également sous l'action de nombreux stimulantsgeésle LPS, le fMLF, le C5a, le TNé-
le LTB4, le calcium ionophore et le PAF (Cassatetlal., 1993; Arnold et al., 1994; McCain

et al., 1994).

Tableau II. Production de cytokines et chimiokinegpar le PN. (Cassatella., 2010)

C-X-C chemokines

Proinflammatory cytokines

Colony-stimulating factors

IL-8/CXCL8 TNFa G-CSF
GROa, GROB, GROY IL1a, IL-16 M-CSF(?)
ENA-78/CXCLS IL-16(7), IL-17(7) GM-CSF(?)
CINC-1*, CINC-2a IL-18 IL-3(7)
CINC-3/MIP-2/CXCL1 MIF SCF*(?)
PFA/CXCLA IL-6(7), IL-7, IL-9
GCP-2/CXCL6 Angiogenic and fibrogenic factors
IP-10/CXCL10 Anti-inflammatory cytokines VEGF
MIG/CXCL? IL-Tra HB-EGF
I-TAC/CXCL1 TGFp,, TGFf, FGF-2
IL-4(7), IL-10(7) TGFa
C-C chemokines HGF
MCP-1/CCL2 Immunoregulatory cytokines
MIP-1a, CCL3 [FNB*, IFNB, IFNy(?) TNF superfamily members
MIP-1f, CCL4 IL12 FasL
MIP-3a, CCL20 IL-23(7) CD30L
MIP-38, CCL19 TRAIL
PARC/CCL18 Other cytokines LIGHT*
MDC/CCL22* Oncostatin M Lymphotoxin-f*

* ARNm uniqguement

? pas encore confirmé

GDF (?)
NGF*, BDNF*, NT4*
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Figure 5. Production de chimiokines par le PN. (Cassatella., 2010)

e. Résolution de lI'inflammation et apoptose des polyraléaires neutrophiles

Une fois l'agent agresseur éliminé, la réponseamfhatoire s’'autolimite, et démarre en
méme temps le processus de réparation tissulagtée Ghase de résolution est fondamentale
pour la protection des tissus, I'établissement @’orémoire immunitaire adéquate ainsi que
pour le retour a un état d’homéostasie. Pour lescB& implique la diminution de leur
accumulation dans le site inflammatoire, la suppogsde leur activation, la production de
protéines anti-inflammatoires, l'induction de leapoptose et leur élimination par les
macrophages (Kennedy et al.,, 2009). Les principfacteurs déterminant l'arrét de la
migration et de I'activation des PN au niveau de siflammatoire sont :1) Le changement
du profil d’expression des cytokines et de leursagonistes (IL-1/IL.-1Ra, TNF/TNF-R
soluble) ainsi que de la balance entre cytokines giranti-inflammatoires (IL-10, IL-4 et IL-
13) secrétées par les cellules du foyer inflammat@acrophages, neutrophiles et cellules
endothéliales) (Nathan et al.,, 2006). La dégradaties facteurs chimioattractants et les
phénomenes de désensibilisation des PN vis-a-@<hieniokines jouent également un role
important ; 2) les dérivés lipidiques comme leofipes, les résolvines et les protectines,
considérés comme des vrais agonistes de la résoldeé I'inflammation (Serhan et al.,
2010) ; 3) les molécules qui régulent I'apoptosePdi Comme déja mentionné, les PN ont
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une demi-vie courte mourant spontanément par apepn quelques heures. Cette demi-vie
courte pourrait étre interprétée comme un mécangeneontrdle strict du renouvellement et
du nombre de PN dans l'organisme. Une dérégulatmtientrée en apoptose peut induire
différents phénomenes. pathologiques : une modlécee du PN peut participer a différentes
causes de neutropénie favorisant le risque iniectdors qu’un retard de I'entrée en apoptose
peut participer a la physiopathologie de différenteladies inflammatoires et auto-immunes.
On distingue une apoptose spontanée constitutiveNlLuo et al., 2008) et une apoptose
induite par la phagocytose (Gilroy et al., 2004) gant régulées par I'environnement
notamment cytokinique. Finalement, les PN apoptesgsont reconnus et phagocytés par les
macrophages résidents (Erwig et al., 2007). La ptytgse des PN apoptotiques fait basculer
les macrophages vers un phénotype anti-inflamneatizivorisant encore la résolution de
I'inflammation et la réparation tissulaire (Ravicdidaan et al., 2007).Une agression extréme
des PN peut conduire a une nécrose dite primaiee ane perte rapide et irréparable de
l'intégrité de la membrane plasmique conduisana didération dans I'environnement des

composants toxiques du PN induisant des Iésiosisldises.

. Généralités sur les monocytes/macrophages

Les monocytes/macrophages appartiennent au systiE@mephagocytes mononucléés qui
comprend les monocytes sanguins et les macrophsgetaires (van Furth et al., 1973). I
faut distinguer les macrophages récemment dériggésrabnocytes sanguins dans un contexte
inflammatoire (cellules activées) des macrophagsglents, participant a ’lhoméostasie dans
les tissus. Ces cellules acquierent certainescpéatités en fonction du microenvironnement
tissulaire. Ainsi, les macrophages alvéolaires pulaires, les cellules microgliales du
cerveau, les cellules ostéoclastiques des os,dddes de Kippfer du foie ou encore les
cellules macrophagiques des organes hématopoigtiqueles capacités qui leur sont propres
mais garderont des propriétés communes comme &it@mle produire de grandes quantités
de médiateurs de l'inflammation notamment certaingokines pro-inflammatoires. Les
monocytes ont longtemps été considérés comme Esuzeurs directs des macrophages
tissulaires résidents participant a 'homéostataedéfense immunitaire et la réparation
tissulaire (Well et al., 2006) bien que leur orgirsemble moins claire aujourd’hui
(Geissmann et al., 2010; Landsman et al., 2009ntr@rement aux polynucléaires
neutrophiles, les macrophages ont une demi-vieulerdg plusieurs jours a plusieurs mois.

Certains peuvent se multiplier.
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Les monocytes sanguins dérivent des monoblastesliziéels. La premiere cellule souche
différenciée est le CFU-GM qui est commune au mygteoet au polynucléaire. La CFU-GM
donnera le CFU-M puis le monoblaste, le promonoeytkee monocyte. Les monocytes sont
de grandes cellules de 15 a 20 um de diametreoya@unest irrégulier, réniforme parfois lobé
mais non segmentée cytoplasme est de forme trés irréguliere etieahtde nombreuses et

fines granulations, il peut étre vacuolisé (Figbye

P

Figure 6. Photo d’'un monocyte et de plusieurs hématies colorées au MGG.

Les monocytes représentent 2 & 10 % des leucosgtegiins chez 'homme soit 100 & 1000
monocytes par mm(0,1 & 1 x 1&1). Chez les humains, il existe deux sous-poporesti
discretement distinctes morphologiquement et phygnmpaement par I'expression de CD14 et
CD16 : les cellules CDTACD16 appelées monocytes classiques représentant 90% des
monocytes humains, et les monocytes non classiGiEstCD16™ représentant 10% des
monocytes humains (Yona et Jung., 2010). Aprégamsit sanguin de 3 jours environ chez
’'homme, les monocytes passent dans les tissus #assforment en macrophages, grande
cellule a cytoplasme abondant et mal limité quiteuwtenir des particules phagocytées. Sous
l'influence de différentes cytokines, les monocyiesuvent se différencier en cellules
dendritiques qui font le lien entre immunité indedaptative.

Les monocytes/macrophages et les polynucléairesapdules partagent des caractéristiques
communes en raison de leur descendance d’'un ptegéeommun mais leur différenciation
les conduit & s’individualiser sur le plan phénique et fonctionnellwasaki et Akashi.,
2007). Les monocytes/macrophages sécréetent desit§gamportantes de cytokines (environ
10 a 100 fois plus par cellule que le PN) et déetehts médiateurs de I'inflammation jouant
un réle majeur dans la régulation des réponses mmtaires et 'lhoméostasie tissulaire. Les
macrophages jouent un réle majeur dans I'élimimati@s PN apoptotiques, des cellules
mortes, des débris cellulaires favorisant la résmiudu processus inflammatoire et le retour a
'homéostasie. A la différence des polynucléairesitrophiles, les monocytes/macrophages

ne meurent pas rapidement apres la phagocytose.
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Les monocytes migrent du sang vers le foyer inflatmine quelques heures apres les PN
(Figure 2, page 18). Les mécanismes de migratammséndothéliale sont similaires, certaines
molécules d’adhérence étant cependant différehess mécanismes de reconnaissance font
intervenir comme pour le PN, les PRRs (patterngeitimn receptors), les récepteurs pour les
dérivés du complément et pour les fragments Fc ldeaunoglobulines avec certaines
particularitts comme I'expression constitutive dayfd (CD64) de forte affinité. Les
capacités microbicides des monocytes/macrophadésedit de celles des PN. Ainsi, les
monocytes/macrophages contiennent des granulathanss bien individualisées que celles
des PN et équipées d'un arsenal de peptides aotéhiéns moins puissants : ils manquent
par exemple de défensines et de BPI (bactericidaheability-increasing protein) contenue
dans les granulations azurophiliques des PN (Weissal.,, 1987). De plus, si la
myéloperoxydase est présente dans le monocytedisimrait progressivement lors de la
maturation macrophagique en parallele avec une nditoin de l'activité bactéricide.
L’explosion oxydative des monocytes est moins is¢eque celle des PN. A linverse, les
macrophages dérivés des monocytes ont une duree eaucoup plus longue que les PN.
Alors que les PN vont rapidement détruire les braegé multiplication extracellulaire et les
champignons, les monocytes/macrophages tuent éries a multiplication intracellulaire
apres activation par I'lFiN(Martinez et al., 2011). Trés schématiquements $mfluence de
I'environnement en cytokines, les macrophages réuamh dérivés demonocytes dans le
foyer inflammatoire se polarisent en deux sous-faifmns de macrophages: 1) sous
I'influence de I'lFNy, des macrophages de types pro-inflammatoires sétréés quantités
tres importantes de cytokines pro-inflammatoiress @iacrophages sont capables de tuer les
bactéries a multiplication intra-macrophagique S2us l'influence de I'lL-4 et I'lL-13, des
macrophages de type anti-inflammatoire ne tuent [ems bactéries a multiplication
intracellulaire, produisent moins de cytokines pflaimmatoires et plus de cytokines anti-
inflammatoires que les précédenfMartinez et al., 2011). La phagocytose des PN
apoptotiques fait basculer les macrophages vepghénotype anti-inflammatoirén vivo, la
polarisation des macrophages selon I'environneraelgs fonctions exercées est complexe et

reste encore mal connus.

29



lll.  Les cellules COS-phox

La COS-7 est une cellule fibroblastique de reirsitige facilement cultivable et transfectable
avec un taux d’expression protéique important. pression transgénique des protéines
recombinantes de la NAPDH oxydase (gp91phox, p22ppé7phox et p67phox) dans les
cellules COS-7 leur confere un niveau élevé de ywtion de I'anion superoxyde en réponse
a l'activation par le PMA ou l'acide arachidonig(Rrice et al., 2002). Ces cellules baptisées
COS-phox constituent un outil précieux pour tedteffet de I'expression de différents
mutants des composants de la NADPH oxydase. Panpege 'expression d’'une protéine
mutée sur un site potentiel de phosphorylation algp47phox (Ser303Ala/Ser304Ala ou
Ser379Ala) dans ces cellules exprimant par ailléessautres composants sauvages de la
NADPH oxydase induit une diminution significative th production des FRO (Price et al.,
2002). De méme, I'expression d'une Rac T17N metant RhoGDI inhibe significativement
la production de I'anion superoxyde induite parAMA. De plus, les cellules COS-7,
exprimant Racl et p22phox, ont été utilisées poudiér la maturation du cytochrontgsg
(Yu et al. 1997 ; De Leo et al., 2000), le canpt@ons (Maturana et al., 2001 ; Murillo et al.,
2004), et les homologues de p47phox (NoxO1) ettdplpox (NoxAl) (Takeya et al., 2003).

V. Structure de la NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase (Babior et al., 1999) est un caxelenzymatique multi-protéique,
initialement découvert dans les phagocytes (polaites neutrophiles et éosinophiles,
monocytes et macrophages). Elle catalyse le trargfdectrons de son substrat, le NADPH,
a l'accepteur final I'oxygéne, entrainant la préidmcd'anions superoxyde précurseurs des
autres FRO qui sont toxiques pour les micro-orgaass préalablement phagocytés. Lorsque
les PN sont au repos, la NADPH oxydase est inaefiveees composants sont dispersés entre
différents compartiments cellulaires, membranagtesytosoliques. La NADPH oxydase est
formée de protéines membranaires : la gp91lphoxa g2Pphoxconstituant le cytochrome
b558 et de quatre protéines cytosoliques : p67phXphox, p40phox et Rac (Rac2 dans les
PN, Racldans les monocytes) (Figure 7). Les conmp®saembranaires se trouvent a la fois
dans les membranes des granulations spécifiquiesneémbrane plasmique (Borregaard et
al., 1983), et les composants cytosoliques fornm@ntomplexe d’environ 240 kDa dans le
cytosol (Park et al., 1992).
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MEMBRANE

CYTOSOL

Figure 7: La NADPH oxydase dans les cellules au repos et lesllules activées. (A) La
NADPH oxydase dans les cellules au repos. Elle esinstituée de protéines cytosoliques
(la p67phox, la p47phox, la p40phox et Rac2 (ou RBY) et de protéines membranaires
(la gp91phox et la p22phox qui forment le cytochrom bssg). (B) Aprés l'activation, les

composants cytosoliques migrent vers la membrane pos’associer avec le cytochrome

bssg et stimuler son activité enzymatique.

Les facteurs essentiels a l'activité de cette emzymt été mis en évidence grace a une
pathologie liée a un dysfonctionnement de I'enzylagranulomatose septique chronique ou
Chronic Granulomatoudisease en anglais (CGD) (Segal et al., 1987; Veipg., 1988) et
grace a des études en systeme acellulaire : systensituéin vitro de membrane et de
cytosol ou mettant en contact des protéines pesf@u recombinantes permettant de générer
I'anion superoxyde (Abo et al., 1992). Les protdimécessaires a I'activité NADPH oxydase
sont le cytochrome b558 (gp9lphox et p22phox) stdmtéines cytosoliques p47phox,
p67phox et Rac 1 ou 2 (Figure 7).

1. Structure
a. Les composants membranaires de la NADPH oxydase piacytaire

Le composant membranaire, centre catalytique deym®me, est le flavocytochromesh I
s’agit d’'un complexe hétérodimérique transmembrangui doit son nom a son spectre
d’absorption comprenant une bandea 558 nm. Il contient le systéme entier de trartspo

d’électrons. C’est une hémoflavoprotéine constitdéadeux sous-unités : la p22phox (sous-

31



unité a) et la gp91lphox (nommée aussi NOX2 ou sous-Usiitdssemblées de facon non
covalente. Les études en densitométrie et de «dinkssg» effectuées sur des phagocytes
ont montré un rapport steechiométrique de 1:1 pddXRlet p22phoXWallach et al., 1996).
Cette hémoflavoprotéine a un potentiel d’oxydoréiductres bas (-245 mV) ce qui lui permet
de réduire directement I'oxygéne de l'air (Rotrostnal., 1992). Le cytochromessg est
également le point d’ancrage sur lequel se fixemlutres composants de la NADPH oxydase
au cours de l'activation. Il intervient dans I'orggation du complexe actif par interaction de
ses domaines intracellulaires avec les sous-upiféssoliqgues de la NADPH oxydase, en
particulier la p47phox (Rotrosen et al., 1990p6& phoxet Rac2 (Babior et al., 2002).

i. Lagp91lphox/NOX2

C’est une protéine de 91 kDa, trés glycosylée (B& korrespondent a la protéine et 31 kDa
aux glucides), composée de 570 acides aminést{agaet un point isoélectrique (p¥p. La
gp91lphox posséde une courte séquence N-terminaléosotigue, 6 régions
transmembranaires, 3 sites de glycosylation dassbticles extramembranaires et une
longue séquence cytosolique de 275 aa qui condieut séquences de liaison I'une pour le
NADPH et I'autre pour le FAD (Vignais et al., 200Paclet et al., 2007) (Figure 8). Le gene
CYBB codant pour cette protéine est situé sur le chsome X dans la région Xp21.1, de
taille de 30 kb, il contient 13 exons et est traim® ARNmM de taille 5kb. Cette protéine est
exprimée essentiellement dans les cellules myé&opitais elle est exprimée faiblement dans
d’autres cellules comme les neurones, les cellatedothéliales, les cellules hépatiques...
(Bedard et al., 2007)

La gp91phox/NOX2 catalyse le transfert des élestrdo substrat NADPH a I'oxygene
moléculaire @, par lintermédiaire de la flavine FAD et des goements héminiques
prosthétiques, pour générer I'anion superoxydg =ODans I'enzyme active, le transfert des

électrons du NADPH a I'oxygéne moléculaire,®e fait dans I'ordre suivant :

NADPH —— FAD —— Hémea —— Hemeb —— O,

Ce transfert d’électrons est stimulé par les pneteicytosoliques p67phox (par son domaine
d’activation) et par Rac-GTP. Le cytochromgglzontient deux hémes non identiques (Cross
et al., 1995a), avec une stoechiométrie heme/cydowhib : 2/1 (Taylor et al., 2003). Ainsi

les données obtenues par potentiométrie d’oxydoetéah sur les mutants R54S de NOX2

32



indiquent que le cytochrome b558 de type sauvagdierwrait deux hémes séparés non
équivalents avec des potentiels d’'oxydo-réducti®d®5-mV et —265 mV (Cross et al., 1995).
Notre équipe a récemment montré que la gp9lphophlestphorylée dans les PN humains
activés et que son activité enzymatique est augragudr cette phosphorylation (Raad et al.,
2009). Dans les PN au repos, le cytochrome b558Estent, majoritairement dans les
membranes des granulations spécifiques, une faijplentité étant retrouvée dans la
membrane plasmique. Lors d'une stimulation desl®plus grande partie du cytochroimgs
associée a la petite protéine G RaplA est traresférda membrane cytoplasmique et
intervient dans l'organisation du complexe oxydasiqctif, Le flavocytochrome b558 est
I'élément essentiel du transfert d'électrons etstitie le site de l'arrimage des autres
composants de l'oxydase comme nous l'avons megti@madessus. Il semble que son
interaction avec la p47phox et la p67phox induitchangement dans sa conformation qui
permettrait la liaison du NADPH et l'initiation dlux d'électrons (Leusen et al., 1996). La
petite protéine G Rapl A forme un complexe avecytechrome bsg (Quinn et al., 1989).
Son réle exact dans l'activation du systeme oxyda@sest encore mal déterminé.

570 C-ter

Figure 8. Structure de la gp91phox/NOX2. NOX2 compte 570 acides aminés. Les
domaines -NH2 et -COOH terminaux sont cytosoliquesséparés par six hélicesu

transmembranaires. La partie C-terminale fixe le FAD et le NADPH. (D’apres El Benna
et al., 2010)

ii. La p22phox

La p22phox est une protéine dont le poids molémilest de 22 kDa, composée de

195 aa et possede un pl de 10 (Roos et al., 18#84)contient 2 régions transmembranaires
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(Davis et al., 1998), une région cytosolique rigmeprolines (de type PXXP). La séquence
riche en proline s’étend des positions 151 a 1Gfseessentielle a la liaison avec la p47phox
(Zhu et al., 2006)La p22phox est phosphorylée lors de l'activation’dezyme. Le gene
CYBA codant pour la p22phox, est localisé sur le cheon@ 16 dans la région 16924, a une
taille de 8,5 kb, est formé de 6 exons et est trérsn un ARNm de taille 0,8 kb (Roos et al.,
2003). La p22phox est essentielle a la maturatida stabilité de la gp91phox ainsi qu'a la
formation du complexe NADPH oxydase actif (De Ldoak, 2000). La région riche en
proline (PRR) se fixe aux domaines SH3 de la p4Xpho

N-ter 1 195 C-ter

Figure 9: Structure de la p22phox. PRR: Domaine ribe en proline.(D’apres El Benna et
al., 2010)

b. Les composants cytosoliques de la NADPH oxydase gozytaire

i. Lap47phox

C’est une protéine de 390 aa et de poids moléeuldrr kDa, elle est hautement
basique (p¥10.4) car elle possede de nombreux résidus arginemdysines. La p47phox
contient 10 sites potentiels de phosphorylati@n3@3-379) et quatre domaines fonctionnels:
1 domaine PX (phox homology) en N-terminal (aa 8)12 domaines SH3 (Src homology
domain 3) en tandem (aa 159-213) et (aa 229-288pMaine auto-inhibiteur AIR (auto-
inhibitory region) (aa 292-340), 1 domaine richepenline PRR (proline-rich region) : (aa
360-369) (Figure 10). La p47phox existe au repas $orme libre ou associée a la p67phox
et a la p40phox (Roos et al., 1994), sous la fodmme complexe de 240 kDa (Park et al.,
1994). L’activation des PN entraine la phosphoigtatle la p47phox, cette phosphorylation

est nécessaire a la formation du complexe NADPHlasg actif.
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Le gene qui code pour cette protéine s’apel&1, de taille 17-18 kb, contenant 9 exons et
situé au niveau de chromosome 7 dans la région.Zgllle transcrit est un ARNm de taille
1.4 kb et exprimé essentiellement dans les celphegocytaires.

126 159 213 229 283 333 368 397

1 4
] PX B sH3A | sH3B

Figure 10. Structure de la p47phox.(D’aprés Marcoux et al., 2010)

ii. La p67phox

La p67phox est composée de 526 aa avec ufi, @lle contient quatre domaines TPR
“Tetratricopeptide Repeat”, un domaine activateADEun domaine PB1 « Phox and Bem
1» et deux domaines SH3 (un au milieu de laémetet I'autre pres de I'extrémité C-
terminale), et une région riche en prolines. Langjtga de la p67phox est inférieure de 2 a 3
fois a celle de la p47phox. La majorité de la p@épkemble étre liee a la p47phox et la
p40phox. Elle est phosphorylée pendant I'activagbmigre avec la p47phox au niveau de la
membrane. Elle est capable de lier Rac2 au niveasadpartie N-terminale et d’activer la
gp91phox pour le transfert d’électrons par le domal’activation EAD.

Le gene codant pour cette protéine s’appeilE-2, situé au niveau du chromosome 1 dans la
région 1925, de taille égale a 40 kb, contient 26ne et donne un ARNm de taille 2.4 kb
(Francke et al., 1990).

1 526

[ [ aer]] [ H|sn3 PB1 SH3 | |

6 i 154 187210 242 299 35 428 457 516

EAD

Figure 11. Structure de la p67phox. (D’aprésDurandet al., 2010)

iii. La p40phox

C’est une protéine de 337 aa et des@BIkDa, elle possede un domaine SH3 et un domaine
PX (figure 12). Elle est fortement associée a [apgb@®x dans le cytosol. Le géne humain de la
p40phox est une simple copie de 18 kb comportargxbis et localisé sur le chromosome
22013.1. L'expression des ARNm est limitée auxuteti hématopoiétiques a I'exception des
cellules érythrocytaires (Zhan et al., 1996). Laction exacte de la p40phox reste a
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déterminer. De nombreuses hypotheses ont été £susein role stimulateur ou inhibiteur de

la NADPH oxydase ; son role stimulateur semble teai@nt admis (Chessa et al., 2010).

143 170 228 237 329

24
p40™” 1 = Px g T 5

Figure 12 : Domaines structuraux de p40phoxD’aprés Groemping et al., 2005)

iv. La petite protéine G Rac 2

Elle est composée de 192 acides aminés, et a ds pwléculaire de 21 kDa. Elle est codée
par le geneRAC2 situé sur le chromosome 22ql13.1. C’est une paiitetéine G
monomeérique, elle appartient a la famille de GTPade la sous-famille Rho qui sont
impliquées dans la régulation d’'une grande vadét@rocessus cellulaires importants comme
I'organisation du cytosquelette, I'orientation at rhigration cellulaire. Il existe 3 protéines
Rac: Racl est exprimée ubiquitairement (Moll et H991), Rac2 est spécifique des cellules
hématopoiétiques (Didsbury et al., 1989; Moll et 4b91) et Rac3 est trouvée dans le
cerveau mais aussi dans le cceur, le placentgpanieréas (Haataja et al., 1997). Racl et Rac
2 ont 92% d’identité de séquence d’acides aminéds(idry et al., 1989), jouent un rdle trés
important dans la formation d’'un complexe NADPH dage actif (Heyworth et al., 1993
vivo et in vitro, Racl ou Rac2 sont essentielles pour la reconsttet/ou la fonction d’'un
complexe oxydasique actif (Abo et al.,, 1991; Knatisal., 1991; Gabig et al., 1995). La
protéine Rac2 possede un domaine RHO (Ras homdlggin) (6-179) qui renferme toutes
les séquences nécessaires a l'activité des pret@pela famille Ras-like qui sont: un
domaine effecteur (a.a. 143-192), un domaine appkgert region» (a.a. 124-135) et un
troisieme appelé «effecteur Ras-Like» (a.a. 26-Bans les PN humains, Rac2 est la forme
prédominantgKnaus et al., 1991; Heyworth et al., 1993), ellag un role critique dans la
régulation du cytosquelette d’actine (Cassimerigalgt1992) et un réle important dans la
génération de I'anion superoxyde par la NADPH osgdéHeyworth et al., 1994; Dorseuil et
al., 1996). Pendant I'activation de cette enzyrtie,teansloque a la membrane sous sa forme
active: Rac-GTP, apres sa dissociation de la preté&DI (GDP-Dissociation-Inhibitor)
(Geiszt et al., 2001). Sa translocation est indéaete de celle des composants cytosoliques
de la NADPH oxydase. Il a été suggéré qu’'elle agéravec le cytochromedy (Heyworth et

al., 1994) et la p67phox qui interagit préférefeimlent avec Rac2 plutdét gu'avec Racl
(Dorseull et al., 1996).
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2. La granulomatose septique chronique

Des mutations dans I'un des genes qui codent msuptincipales protéines de la NADPH
oxydase (gp91phox/NOX2, p22phox, p47phox, p67plpephox) peuvent conduire a un
déficit immunitaire sévére appelé la granulomataseptique chronique ou chronic
granulomatous disease «CGD» en anglais (Roos etl@6). Il s’agit d'une maladie
génétique dans laquelle les phagocytes ne prodyissnde FRO. La CGD est caractérisée
par des infections bactériennes et fungiques gratesécidivantes. Les formes les plus
fréquentes (2/3 des cas) sont dues a des mutatams le gen€YBB codant pour NOX2
(Teahan et al., 1987; Dinauer et al., 1987; Ro@d.£1996 ; Morel., 2007). Ce gene se trouve
sur le chromosome X. De telles mutations entraiteeptus souvent I'absence du cytochrome
bssg (Segal et al., 1987) ; en effet, NOX2 et la p22pkont coexprimées et I'absence de
NOX2 est accompagnée de I'absence de la p22pheixestversa. Certaines formes rares de
CGD liées a I'X expriment une protéine NOX2 nondbonnelle (Cross et al., 1995). Les
autres formes connues de CGD sont autosomalessiéee®t résultent de I'absence de la
p47phox (25% des cas), de la p67phox (<5% desocede la p22phox (<5% des cas) (Volpp
et al., 1988; Nunoi et al., 1988). Une patientacitéire en p40phox a récemment été décrite
se caractérisant par un déficit de production d® KRracellulaire par les stimuli particulaires
phagocytés (Matute et al., 2009). En général, dgriistic de la CGD repose sur l'incapacité
des PN du malade a produire des FRO en répondé&eedis stimuli. La caractérisation de
ces mutations et I'étude des dysfonctionnementsligs’ provoquent dans I'assemblage du
complexe ou dans son activation apportent des @sno@mplémentaires aux étudesitro

dans la compréhension des mécanismes d’activatidém NADPH oxydase.

3. Les NADPH oxydases non phagocytaires

Durant les années 90, 'amélioration de la sentbiles techniques de mesures des FRO a
permis la détection de faibles quantités dansreiffés types cellulaires autres que les cellules
phagocytaires (épithéliales, musculaires, endaledlj neuronales...).

Leur production a d’abord été attribuée a la resgipn mitochondriale mais I'utilisation
d’inhibiteurs de la chaine respiratoire et desdwzymes a prouvé gu’une flavoprotéine
similaire & NOX2 en était responsable. La prem@&rzyme homologue de NOX2 a ainsi été
décrite en 1999 (Suh et al., 1999). Ces enzymet digfimies par leur homologie avec la

gp91phox renommée NOX2. Actuellement, six enzymemdiogues de NOX2 ont été
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découvertes et répertoriées dans deux sous-familM@X 1-5 (pour NADPH oxidase) et
DUOX 1-2 (pour Dual oxidase)

D’aprés leur séquence, tous les membres de lal@aNdX (NOX 1, 2, 3, 4, 5) posséderaient
six hélices transmembranaires avec les quatreugsidtidines en coordination avec les deux
hémes, et une région C-terminale cytosolique camiertes sites de fixation hautement
conserves du FAD et du NADPH. NOX 1, 3 et 4 sorasijment identiques a NOX 2 en taille
(respectivement 564, 568 et 578 acides aminés). N@K NOX3 présentent 60 %
d’homologie de séquence avec NOX2 alors que NOX# possede que 39 %. NOX5 et les
DUOX different beaucoup plus de NOX2. NOX5 possade extension N-terminale
supplémentaire contenant quatre motifs EF-hanés dite liaison pour une molécule de
calcium. La production de FRO par NOX5 est calciépendante via ces motifs EF-hand
(Banfi et al., 2001).

Deux homologues de grande taille ont aussi ététif@ndans la thyroide : il s’agit de la
DUOX1 et de la DUOX2. Seul le role de DUOX2 dans dgnthese des hormones
thyroidiennes a été clairement établi dans ce t{Bawpuy et al.,, 1999; De Deken et al.,
2000). Ces homologues présentent une double homaplgec la gp91phox et la peroxydase,
d’ou I'appellation de DUOX pour «Dual-oxydase». Xfession des DUOXs n’est cependant
pas restreinte a la thyroide. Ainsi, DUOX1 est arpe dans I'épithélium du poumon (Geiszt
et al.,, 2003) et DUOX2 le long du tractus dige¢if Hassani et al., 2005) ce qui laisse
suggérer que les DUOXs pourraient aussi étre imgig dans la défense anti-infectieuse de

I’héte au niveau de la muqueuse.
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Figure 13. Représentation schématique des enzyme®X et DUOX. Toutes les NADPH
oxydases sont des protéines a plusieurs passages\imembranaires possédant un flavo
domaine cytosolique leur permettant de lier le FADet le NADPH. Nox5 et les Duox
possedent de plus un domaine de liaison du calciuators que ces dernieres possedent de

plus un domaine peroxydase luminal(D’apres Lambeth et al., 2004)

Les Nox1, 3 et 4, tout comme Nox2, forment un logtignere avec p22phox, une association
qui est absolument requise pour qu’elles soienttfonnelles. La régulation de Nox1 est la
plus proche de celle de Nox2. Nox1 a besoin d'wtefar « organisateur », d'un facteur «
activateur » et de Rac. Des analogues de p47phade gp67phox ont été identifiés :
respectivement NoxO1 (Nox organizer 1) et NoxAl XNwtivator 1) (Banfi et al., 2003 ;
Takeya et al., 2003). Nox1 produit BOen présence de ces deux analogues de p47phox et
p67phox. Contrairement a Nox1 et Nox2, Nox3 estibgpde produire des20en absence
d’'un « organisateur » ou d’'un « activateur ». Celpat, son activité est fortement améliorée
par p47phox, p67phox, Noxol et/ou Noxal, cette mmation étant variable selon la

combinaison de facteurs cytosoliques choisie (Cletrad,, 2004).

V. Les différents états d’activation de la NADPH oxydae dans les PN:
Réle de la phosphorylation de la p47phox et des #ractions
moléculaires

En passant de la circulation sanguine au site tieiec la NADPH oxydase des PN passe

d’'un état de repos total ou dormant a un état @ctBependant il est clair aujourd’hui, que
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dans de nombreuses situations physiologiques, €gaga ne se fait pas de facon brutale,
mais qu’une étape intermédiaire prépare a l'adowat’est le « priming ». De plus aprés
I'activation une étape d’arrét et d’'inhibition estcessaire pour limiter I'activation dans le

temps et aider a la résolution de lI'inflammation.

Endothelium

TNFo C5a

GM-CSF PAF

IL-8 fMLP
Bacteria

LPS
0, 0,
b
\}é\g"’z
N

Tissue /%

Resting === -=> Priming ===> Activation ===> Inactivation

Figure 14. Les différents états d’activation des PND’aprés El Benna et al., 2008)

Les mécanismes d’activation de la NADPH oxydasaypbgaire sont complexes. Comme je
I'ai décrit ci-dessus, la NADPH-oxydase est fornd différents composants protéiques
dispersés entre les membranes et le cytosol ddd Bu repos. Sous l'influence de différents
stimuli déclenchant différentes voies transductel®s, ces composants transloquent vers la
membrane ou leur regroupement déclenche le trandtdectrons a partir du NADPH sur
I'oxygéne moléculaire, source des différentes FR@xtivation est contrdlée principalement
par des événements de phosphorylation, d’activatempetites protéines G et d’interactions
moléculaires entre les sous-unités de la NADPH asgdet avec d’autres composants
cellulaires comme le cytosquelette.

La sous-unité p47phox joue le role « d’organisateou « d’adaptateus en permettant la
translocation de p67phox et p40phox a la membrineggulation de I'activation de la
NADPH oxydase est sous l'effet, en général, deetailiation de la phosphorylation de cette

Sous-unité.
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1. La NADPH oxydase au repos

Dans les PN non stimulés, la NADPH oxydase est tah de repos et ses composants
cytosoligues forment un complexe dans le cytodal.iriteragissent entre eux via leurs
domaines structuraux. En absence de stimulatiop4Tghox est non phosphorylée, elle est
maintenue sous une conformation auto-inhibée (Yazeival., 2004 ; Durand et al., 2006 ;
Marcoux et al., 2009). Dans cette conformationgdenaine PX et la région auto-inhibitrice
AIR interagissent simultanément avec le tandem Sid3la protéine. Cette interaction
intramoléculaire prévient le recrutement de la pwipa la membrane en absence de
stimulation. D’'un autre c6té, la p67phox se lieaafdis a la p40phox par les domaines
PB1/PB1 et la p47phox par une interaction SH3/PR&pguge et al., 2002 ; Leto et al.,
1994). Rac2 est aussi localisée dans le cytodel,sel trouve liée a son inhibiteur RhoGDI

(Rho Guanosine-5’-diphosphate dissociation inhipiggwong et al., 1993).
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Figure 15. Les interactions moléculaires des sousités de la NADPH oxydase a I'état

non stimulé.(D’aprés Lapouge et al., 2002

Le cytochrome b558 est localisé en grande part&00o) dans les granules (spécifiques), et
seulement 5 a 20 % sont retrouvés au niveau detabmane plasmique (Ginsel et al., 1990).
Lors de I'activation du neutrophile, les granulasiébnnent a la fois avec la membrane de la

vacuole phagocytaire mais aussi avec la membrasendue (Smith et al., 1982).

2. Le priming de la NADPH oxydase

Le priming peut étre traduit par amorcage, il édtrd in vitro par le fait qu’un prétraitement
par un premier stimulus ne déclenchant pas lui-mimaroduction de FRO, augmente la
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réponse a un second stimulus ajouté ultérieurerhestpremieres observations d'un tel effet
« primant» ont été faites en mettant en évideneeparentialisation de la production de FRO
par prétraitement des PN par des facteurs chimamsdints. Différents agents peuvent induire
le priming de la NADPH oxydase : certaines cytokitgles que le TNk le « granulocyte-
macrophage colony stimulating factor » (GM-CSF),«legranulocyte colony stimulating
factor » (G-CSF), I'lL-8, (Elbim et al., 1994; Doemet al., 1995), certains agonistes de TLRs
comme le LPS (El Benna et al., 2008) (Tableau 8ept8). Ces conditions de pré-activation
augmentent la réponse a différents stimuli telsNef®rmyl-peptides, le C5a ou encore le
PAF ou le LTB4. Ces phénomeénes de « priming » aoss$i observésx vivo apres traitement
de certains patients par du G- ou GM-CSF (Khwap.e1992).

Macrophage Endothelial Cell Bacteria
GM-CSF, TNFa PAF, TNFa LPs

Unprimed neutrophil Primed neutrophil

O

O O
O O

Figure 16 : Le phénomene de priming des PN. Les PNimulés par le fMLF produisent
une faible quantité d’anion superoxyde. En présencel’agents primants tek que le
TNFa, le GM-CSF, le PAF ou le LPS les PN produisent ungquantité beaucoup plus

importante d’anion superoxyde en réponse au fMLF(D’apres Condliffe et al., 1998)
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Tableau 3: Les différents agents primants et actitaeur desPN (El Benna et al., 2008)

Agents Priming Activation

Cvitokines
TN Fex
Gh-CSF
Mm-15
I_-&
M-15
Mm-1=
TLE agonists
LIPS
LAMs
Lipopeptide
Flapellin
R4S
A TaOosan
Chemoattractants
nILF +- 1
C5a i -
t
t

e e e e
-
wd

+ Tt
B A = S -
|

LTB4 1
PAF + 4
Chemical agents
P + +——
A2318T + i
Cwvio B
(Mhers
Peroxynitrite
Proteases
Adhesion
Fibronectim
Substance P

+
|

+ 4
e i
|

F EO T HAPRET

Au cours du priming de l'explosion oxydative induipar le TNk ou le GM-CSF,
I'expression du récepteur fMLF a la surface duddNaugmentée (McColl et al., 1990) et les
voies phosphoinositides 3-kinase (PI3K) et la phofipase D (PLD) sont activées
(Cadwallader et al., 2002 ; Bourgoin et al., 1990un autre coté, ces cytokines induisent
I'activation de la phospholipase A2 (PLA2) (Bauldey al., 1991). Toutes ces voies sont
impliquées en amont dans le priming et I'activatite la NADPH oxydase.

Les conséquences du priming sur les composanta NADPH oxydase, en patrticulier sur
I'état de phosphorylation de la p47phox ont étéiésipar mon équipe d’accueil qui a montré
que le GM-CSF ainsi que le TNF induisaient une phosylation partielle de la p47phox sur

une sérine (Ser345) présente au sein d'une séquemsensus de reconnaissance pour les
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MAPKs (de type —PXSP-{Dang et al., 1999; Dewas et al., 2003, Dang et28l09. Les
résultats suggéraient que difféerentes MAPK convargeur phosphoryler la Ser345 de la
p47phox, permettant ainsi une potentialisationad@rbduction de$RO par les PNNotre
eéquipe a récemment montré qu’une proline isomé(Rgel) se fixant sur la sérine 345
phosphorylée lors du priming par le Télfnduisait un changement de conformation de la
p47phox facilitant sa phosphorylation par d'autlkdeases notamment les PK@ne
accessibilité plus facile de ces kinases, compiélanphosphorylation de la p47phox,
permettrait une translocation plus rapide a la nramddes protéines cytosoliques. (Boussetta
et al., 2010).

Le priming des PN par le TNFou le LPS induit la mobilisation du cytochrorngg a partir

de granules spécifiques a la membrane plasmiquke fais de I'activation de la p38MAPK
(De Leo et al., 2000 ; Ward et al., 2000). Toutefdactivation ultérieure par le fMLF induit
une translocation rapide et forte des composantsaclques a la membrane plasmique ou ils

se lient au cytochromiasg déja mobilisé (El Benna et al., 2008).

3. Activation de la NADPH oxydase

La production des FRO par les PN peut étre inchatedes agents solubles et particulaires.
Les agonistes solubles qui induisent cette prodacont le fragment du complément Cbha, les
N-formyl peptides d’origine bactérienne dont le tptgpe est le formyl-méthionyl-leucyl-
phénylalanine (fMLF), le leucotriene B4 (LTB4), {g@latelet activating factor» (PAF), les
endotoxines bactériennes, les ionophores calcignomesme le A23187), les esters de phorbol
comme le phorbol myristate acétate (PMA), un atewadirect de plusieurs isoformes de la
PKC (Tableau 3). Les agonistes particulaires gundent la production des FRO sont les
agents pathogenes, le zymosan ou des particuldatade plus ou moins opsonisées. Ces
stimulants induisent une cascade de signaux faigaervenir des protéines G, des
phospholipases et des kinases qui aboutissent Bodaghosphorylation de la p47phox dans
la région C-terminale, a une faible phosphorylatifenla p67phox et de la p40phox et a la
libération de la protéine G Rac2 de son inhibitebo-GDI a la suite d’'une substitution du
GDP par GTP. Le tout (p47phox, p67phox, p40phoRat2) migre vers la membrane pour

former avec le cytochromedg la NADPH oxydase active (El Benna et al., 2010).
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a. Phosphorylation des sous unités de la NADPbixydases

Bien qu'il existe difféerents mécanismes molécukiiatervenant dans l'activation de la
NADPH oxydase, les mécanismes de phosphorylatiendiféérentes sous-unités jouent un

réle essentiel dans cette activation et nous lesrdés dans les paragraphes suivants.

I. Phosphorylation de la p47phox

La p47phox est la sous-unité la plus largement pinmylée et la plus étudiée. Elle posséde
10 sites de phosphorylation actuellement identiséis€s dans la région C-terminale dans les
domaines AIR et PRR (Figure 17). Les acides anphésphorylés sont les sérines 303, 304,
315, 320, 328, 345, 348, 359, 370 et 379 (El Beztnal., 1994, 2009 ; Faust et al., 1995;
Fontayne et al., 2002). Il n'est pas encore clagremétabli si toutes ces sérines sont
phosphorylées lorsque la protéine est encore diygogoou lors de son assemblage a la

membrane plasmique au niveau du cytochrome b558.

214 229 284 282

4 121 159
N-ter 1] PX ——CsH3 )<(SHa3

303
SSIRNAHSIHORSREKRLSQDAYRENSVRFLOO RRROARPGPOSPGSPLEEERQTORSKPQPAVPPRPSADLILNRCS

Figure 17: Structure de la p47phox. Les sites potdiels de phosphorylation dans la

région C-terminale sont en rouge(D’aprées El Benna et al., 2009)

De plus, l'ordre de succession des phosphorylatiwest que partiellement connu. La
principale fonction de la p47phox est de permett&retransliocation de I'hétérotrimere
p40phox-p67phox-p47phox a la membrane et de letiposer correctement au niveau du
cytochrome b558. Au cours de la stimulation du rogitile par des agonistes de I'oxydase, la
p47phox subit des événements de phosphorylatiotammmoent au niveau des sérines
localisées dans la région AIR (Sérines 303 a 32igjufe 17). La phosphorylation simultanée
des sérines 303, 304 et 328 dans le domaine AlRpepération avec d’'autres agents comme
I'acide arachidonique (AA), induit une ouverture ldestructure de la p47phox, exposant les
domaines SHS3 et le domaine PX (Ago et al., 19980 et al., 2000 ; Marcoux et al., 2009)
(Figure 18). La p47phox peut alors s’'associer @da@phox et aux phosphatidylinositides

membranaires par le domaine PX. Les trois derrsiées de phosphorylation de la p47phox
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sont localisés dans la région de fixation au dom&HR3B de la p67phox. Les sérines 359 et
370 entourent la région PRR (362- 369) et la s&ifese trouve dans le coude entre les deux
hélicesa du motif non-PxxP impliqué dans la fixation dep@7phox. La substitution des
sérines 359 et 370 en alanines réduit radicaleagohhosphorylation globale de la p47phox,
ce qui conduit a un défaut de translocation etéiaohibition sévere de la production d'02
La phosphorylation de ces deux sérines précedstiet la phosphorylation des autres résidus
sérines de p47phox (Johnson et al., 1998). Lorfaddvation, p47phox se présente sous
différentes formes plus ou moins phosphorylées, qué confirme I'hypothese d’'une
phosphorylation graduelle de p47phox. Concernamhiasphorylation de Ser379, localisée
dans la zone d’interaction avec p67phox, son réd¢emplus a débat. Il a été clairement établi
gue la substitution de cette sérine par une alapingeoquait une perte de translocation de
p47phox et inhibait la fixation de p67phox a lausire C-terminale de la p47phox (Faust et
al., 1995; Massenet et al., 2005; Mizuki et al.p020 Certains auteurs suggerent que la
phosphorylation de Ser379 lors de I'explosion oxiyeastopperait 'activité oxydase en

entrainant la dissociation de la p67phox (Mizulalet2005).

&

Autoinhibited p47°"> p47°'* phosphorylation AIR release and destructuration
of AIR/SH3A interface

Ptdins

Figure 18: Représentation schématique du changemede conformation de la p47phox
au cours de l'activation de la NADPH oxydase. (A)La p47phox est en conformation
auto-inhibée, le domaine AIR interagit avec les dex domaines SH3A et SH3B (en vert
et jaune), SH3 interagit avec le domaine PX (en hl¢. (B) Au cours de l'activation, les
sérines au niveau c-terminale de la p47phox sont pbphorylées. (C) et (D) La
phosphorylation des sérines induit la libération €s domaines SH3 par les domaines
AIR et PX. (E) Les domaines PX et SH3 interagissentespectivement avec les
phosphoinositol-3,4-biphosphate (PtdIing3,4)P,) et la p22phox respectivement(D’aprés
Marcoux et al., 2010)
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ii.  Phosphorylation de p67phox

Le facteur cytosoligue p67phaosubit quelques phosphorylations mais leur role tnpes
encore clairement établi. Indépendamment de lahpa;ga p67phoxst phosphorylée durant
I'activation de I'oxydase (Dusi et al., 1993; El & et al., 997 ; Forbes et al., 1999). La
signalisation responsable de cette phosphorylgieut emprunter plusieurs voies : elle est
intégralement PKC-dépendante avec le PMA maisgiemient PKC indépendante lors d’'une
stimulation par le fMLF (El Benna et al., 1997). k#e majeur de phosphorylation de la
p67phoxest la Thr233 (Forbes et al., 1999) mais la présehautres sites a été mise en
évidence, notamment au niveau de sérines (El Betra., 1997 ; Dang et al., 2003).
P67phoxest ciblée par les MAPKs ERK1/2 et p38 lors d’'utieslation au PMA et au fMLF
(Dang et al., 2003). L'effet de ces kinases esttéad certains de leurs sites cibles semblent
différer.

Tout comme la p47phox, il se pourrait que la p6%pdid une conformation auto-inhibée au
repos. En effet, un site de phosphorylation deoldign C-terminale de la p67ph@244-526)
semble masqué par la portion N-terminale dans dééjre intacte, et ne devenir accessible
gu’aprés un changement de conformation de la pr@t@dang et al., 2003 ; Durand et al.,
2010). En outre, cette moitié C-terminale a untefiggatif sur I'activation de I'oxydase

vitro en systeme acellulaire (Hata et al., 1998).
iii.  Phosphorylation de p40phox

Le facteur p40phox subit des phosphorylations besla stimulation de lI'oxydase, ces
événements se produisant en corrélation avec lduption d’OZ (Fuchs et al., 1997).
P40phox est phosphorylée sur des résidus séritteéetnine dont au minimum les résidus
Thrl54 et Ser315 (Bouin et al.,, 1998). Ces phosphations semblent étre effectuées
directement par la PKC durant I'activation du nephile. Or, au repos, une interaction
intramoléculaire du domaine PX (résidus 24-143)caeedomaine PB1 (résidus 237-329)
semble empécher la liaison de p40phox au PI(3)B tamembrane phagosomale (Ueyama
et al., 2007). Il est envisageable que certaingggéaements de phosphorylation de p40phox
levent cette interaction intramoléculaire, notamtrarphosphorylation de la Ser315 dans le

domaine PB1.
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iv. Phosphorylation de p22phox

La sous-unité p22phasubit une phosphorylation sur les résidus thréanihgant I'activation
de la NADPH oxydase par le PMA, fMLF et le zymosgrsonisé (Regier et al., 2000
vitro, la p22phoxest le substrat d’'une kinase activée par l'acidesphatidique (kinase
PAAK) et le substrat des isoformes conventionnetlesPKCa et 3 (Regier et al., 1999).
Deux thréonines sont localisées dans un motif cusede phosphorylation : Thr132 dans un
motif de phosphorylation par la caséine kinasetllThr147 dans un motif de phosphorylation
par la PKC.

v.  Phosphorylation de NOX2

Récemment, notre équipe a mis en évidence la pbhodption de NOX2 dans le neutrophile
humain lors d'une activation par le PMA, le fMLF BEDpZ (Raad et al., 2009). Cette
phosphorylation de NOX2, qui est médiée par la Pla@orise l'interaction avec la p47phox,
p67phox et Rac2, et améliore I'activité diaphordd®X2 est phosphorylée dans sa région
cytosolique C-terminale au niveau des séquences4@2let 466-570. Ces séquences
contiennent trois sites potentiels de phosphonapar la PKC : Ser333, Thr309 et Ser550.

b. Activation de Rac2

L’activation du PN induit la dissociation de RhoG@&lla translocation de Rac a la membrane
(Quinn et al., 1993 ; Abo et al., 1994). En liam@@TP, rac est convertie sous sa forme active,
sous l'action d’une protéine GEF (GDP/GTP exchafageor). Rac va alors s’associer a la

p67phox et au cytochrome b558 et permettre I'attwade 'oxydase.

c. Interactions moléculaires des sous-unités de la ND®H oxydase lors de son
activation
Dans les cellules au repos, différentes interastientre les trois facteurs cytosoliques
p47phox, p67phoxt p40phoxont été mises en évidence. La combinaison exacteede
interactions n’est cependant pas totalement étdbbasemble de ces interactions est résumeé

dans la figure ci-dessous.
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Figure 19: Représentation schématique des interacis possibles entre les facteurs
cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox selon le®deles structuraux de Groemping

et al., 2005. Les fleches indiquent toutes les indéetions démontrées expérimentalement.
Les interactions des facteurs cytosoliques avec g#ox et les lipides de la membrane

plasmique sont aussi présentées.

Pendant I'activation de I'oxydase, la p47phox dsigphorylée sur plusieurs résidus seérine ;
elle change alors de conformation et ses domaikid@sed tandem se dévoilent pour interagir
avec le domaine riche en proline de la p22phox (guat al., 1999; Hata et al., 1998;

Groemping et al., 2003) ; le domaine SH3 en C-teaiile la p67phox interagit alors a la fois
avec la région riche en proline PRR (a.a. 360-86%ne région flanquée en C-terminal de la
p47phox (Mizuki et al., 2005). De plus, le domalP¥ de la p47phox interagit avec des
phospholipides comme les phosphatidylinositols,rmantribuer en partie a I'accrochage de
'enzyme a la membrane plasmique. Le domaine PXstn'eccessible aux

phosphatidylinositols qu’au moment de l'activati(@tahelin et al., 2002); il assure un role
crucial dans I'assemblage d’'une oxydase fonctidan@go et al., 2003). En plus de ces
interactions, De Leo et collaborateurs ont mon@é lp technique de «phage display» la
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présence de deux régions d’interaction entre lplpdXet la p67phox, qui sont : les résidus
323-332 et les résidus 361-370 du domaine d'intemacSH3 de la p47phox comme sites
d’interaction de la p47phox avec la p67pliDe Leo et al., 1996). Il a été montré que cette
méme region (323-332) est un site d’interactionrdeuflavocytochrome b (De Leo et al.,
1995). De plus, en utilisant les techniques d’extéon par affinité, ils ont montré que la
p67phox et le cytochromedg entrent en compétition pour interagir avec cetgan, ce qui
suggere gu'’il y a une sorte d’échange d’interactatre les deux protéines pour cette méme
région en fonction des étapes d’activation de I&DRA oxydase et que cette région assure un
réle important dans la régulation des interactiensre les deux protéines. De plus, un
domaine situé dans la région N-terminale de la p6Xpulit «domaine d’activation» (a.a. 199-
210) interagit avec le cytochromesy pour réguler I'étape 1 du transfert d’électrons (d
NADPH au FAD) (Nisimoto et al., 1998). Ensuite hestifs TRR de la p67phox s’engagent
en une interaction avec Rac-GTP (Koga et al., 1999)

d. Les kinases qui controlent la phosphorylation desanposants de I'oxydase et
son activation

I. La protéine kinase C

La protéine kinase C (PKC) est une sérine/thréokinase, qui phosphoryle les protéines au
niveau des séquences consensus: -R/KXS/T- ou SK-XRA PKC est une famille de 11
isoformes classées en 3 groupes sur la base dsttaature et leur mode d’activation : 1) les
PKC classiques ou conventionnelles (cPK&)B(, Bll, ety), celles-ci requierent le Ca2+, le
diacyl glycérol (DAG) et la phosphatidylsérine pdeur activation, les PKC nouvelles
(nPKC) @, &, n, etd) qui utilisent le DAG mais pas le Ca2+ pour leatiation, et les PKC
atypiques (aPKC) (i 1 etA) qui ne requierent ni le Ca2+, ni le DAG pour leativation
(Mellor et al., 1998; Nishizuka et al., 1995, 198&kker et al., 1994). La PKC est impliquée
dans de nombreux processus de signalisation. leedélla PKC dans la transduction du
signal a été étudié grace au fait que cette kimsmseun récepteur aux esters de phorbol
(Castagna et al., 1982) qui sont largement utils®s une activation directe des PKC. Quand
les PN sont stimulés par le PMA, celui-ci activeediement la PKC et induit une forte
production d'O2-°, ainsi gu'une forte phosphorydatide la p47phox et de la p67phox. Les
inhibiteurs de PKC (staurosporine, GF109203X) iehibfortement la production d’O2-°, le
transfert & la membrane et la phosphorylation getigphox et de la p67phox (Nauseef et al.,

1991). Les PN expriment constitutivement 3 forme$¢&Cs conventionnelles I, pll, une
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isoforme de PKC nouvell@ et une isoforme atypique(Kent et al., 1996). Plusieurs données
dans la littérature ont traité les fonctions de<CBKlans les PN et suggéré qu’elles jouent un
rble dans I'activation de I'oxydase. En effet, iesformes de PK@Q, 31, 32, { etd s’activent
lors de la stimulation par le fMLF ou le PMA et magt a la membrane de facon corrélée
avec lactivation de la NADPH oxydase (Curnutte at, 1994; Nixon et al., 1999).
Cependant, I'isoforme de PKC la mieux caractérisstela PK@ qui est I'isoforme la plus
abondante dans le PN. Ainsi celle-ci peut phosgloig p47phox. Une interaction directe
entre la PKC et la partie C-terminale de la p47phodté mise en évidence (Reeves et al.,
1999). Notre équipe a montré que la RKEst impliquée dans les voies de signalisation
conduisant a l'activation de la NADPH oxydase erogghorylant la p47phox via les
récepteurs du fMLF et par la suite joue un rolesdarrégulation de la fonction bactéricide du
PN (Dang et al., 2001). Notre équipe a montré apssitoutes les PKC exprimées dans le PN
phosphorylent la p47phox en systéme acellulairéyigent une liaison de celle-ci avec le
cytochrome b558 et sont capables par conséquamduife la production d’O2-n vitro
(Fontayne et al., 2002). Fuchs a montré une phoglation de la p40phox par la PKC (Fuchs
et al., 1997). D’ailleurs, d’autres auteurs ont tin@mue dans les monocytes stimulés par le
zymosan opsonisé, la p67phox est phosphorylée go®KIC (plus précisément la PRC
jouant par la suite un réle important dans la gégm d’anion superoxyde (Zhao et al.,
2005).

ii. Les MAP kinases

Les MAP kinases (Mitogen Activated Protein kinaseght des protéines ubiquitaires
impliquées dans des fonctions cellulaires varidesis grandes familles de MAP kinases
(ERK1/2, p38, c-Jun N-terminal kinase ou JNK) ot iélentifiées, qui correspondent a des
voies de signalisation en cascade. Ces voies dalsgtion jouent des roles importants dans
les fonctions cellulaires : de l'apoptose a la ifin@tion, différenciation, voire méme la
plasticité neuronale. La p38MAPK et les ERK1/2 destplus impliquées dans I'activation de
la NADPH oxydase. Les données de la littératuretreah que ces kinases sont impliquées
dans le priming de I'explosion oxydative (McLeishag, 1998) mais aussi dans l'activation
de la NADPH oxydase (El Benna et al., 1996a, b;nfret al., 1997) et la production des
FRO. Notre équipe a montré que ERK1/2 jouent ua pdédominant dans la phosphorylation
de la p47phox lorsque les PN sont activés par duFffDewas et al., 2000) et que ERK1/2 et
p38 sont aussi impliquées dans la phosphorylatoia ¢g67phox (Dang et al., 2003).

51



iii. Les PI3 kinases

Les PI3K forment une famille d'enzymes hétérodinpéeis phosphorylant des
phosphoinositides membranaires (PI), sur la posiBodu groupement inositol. Les PI3
kinases sont ubiquitaires et jouent un role pivahslla régulation de nombreux processus
cellulaires. Elles sont réparties en trois classagures sur la base de leur structure et de la
spécificité de leurs substrats, et sont généralenmrstituées d’une sous-unité catalytique et
d’'une sous-unité régulatrice : La classe |, lesyeres de cette classe sont sensibles a la
wortmannin et peuvent utiliser le Pl, le Pl(4)PleePI(4,5)P2 comme substratsvitro. Le
substrat majeum vivo apparait étre le P1(4,5)P2 - La classe I, lesyares de cette classe
peuvent phosphoryler le Pl et le PI(4)® vitro et montrent des réponses variables a la
wortmannin. Cette classe d’enzymes contient un dwmn&2 en C-terminal qui lie les
phospholipides d’'une maniére Ca2+ dépendante. dssellll : Les PI3 kinases de la classe
[l comprennent le Vps34 qui phosphoryle le PI(3)Fhomologue humain de Vps34 est
sensible a la wortmannin et participe a la régoiatiu trafic membranaire endocytaire.
Activées, les PI3-kinase phosphorylent le phospdial (PI) pour produire le PI(3)P,
PI1(3,4)P2, et le PI(3,4,5P3. Ces molécules agissemme des seconds messagers et
recrutent la PDK1 (une serine/thréonine kinase Ri8gendant) et I'’Akt du cytoplasme a la
membrane plasmique (Dong et al., 1999; Lawlor gt24l01; Scheid et al., 2003). Les PN
possedent deux classes de PI3Ks : I'hétérodimessigue p85/110 et une nouvelle PI3K
régulée par la sous- unif¥y de la protéine G : La PI3K(Stephens et al., 1994). Grace a
I'utilisation de leurs inhibiteurs sélectifs comiaewortmannine et le LY294002, Curnutte et
collaborateurs ont mis en évidence l'implicationletréle assuré par cette kinase dans
I'activation de la NADPH oxydase et la dégranulatfwar les chimioattractants (Curnutte et
al., 1994). Karlson a montré que le PMA pouvaiuing une production d’O2-° intracellulaire
d’'une facon dépendante de la PI3K (Karlsson et28l00). D’autre part, des PN de souris
PI3K-/- ne produisent pas I'O2-° lors d'une actigat de I'oxydase par des facteurs
chimiotactiques (Sasaki et al., 2000). La PJ3&st trés rapidement activée dans les PN
incubés avec I'lL-8 ou le fMLF (Naccache et al.0aD La PI3K et la production de Ptdins
3,4,5-P3 sont impliquées dans les phénomenes ohengridu PN par le TNér et le GM-CSF
(Cadwallader et al., 2002) et ceci pourrait agimegmentant la liaison a la membrane de la
p40phox par son domaine PX (Ellson et al., 200Xfink une corrélation existe entre
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I'activation des PI3K, la production d’O2-° et lagsphorylation de la p47phox dans les PN
stimulés par du fMLF et primés avec du GM-CSF (Kudeet al., 1999).

iv. La protéine kinase A

La proteine kinase A (PKA) est une kinase donttiketion est dépendante de 'AMP
cycligue (AMPc) (Smith et al., 1993). C’est uneiséfthréonine kinase qui phosphoryle au
niveau des séquences consensus:. -RRXS- ou —RRX&-aEeté impliguée dans un grand
nombre de processus cellulaires, y compris la ¢rgotgon, le métabolisme, la progression du
cycle cellulaire et l'apoptose. Elle est composée 4l sous-unités: deux sous-unités
catalytiques et deux sous-unités régulatrices.sbes-unités régulatrices inhibent l'activité de
I'enzyme. Elles ont une affinité¢ pour 'AMPc quitmine la dissociation des sous-unités
catalytiques, qui sont alors libérées de l'inhditpar les sous-unités régulatrices. Si le taux
d'AMPc diminue, les sous-unités régulatrices pertir ligand et reprenant leur liaison avec
les sous-unités catalytiques, les inhibent a nauvees données dans la littérature ont montré
que la p47phox est un substrat pour la PKA. Aisaiphosphorylation peut étre induite par
I'addition de dibutyryl-AMPc aux cytoplastes (PNhsanoyau) ou au cytosol des PN (Kramer
et al., 1988). Cependant, I'élévation de 'TAMPcRN inhibe la production de FRO (Tyagi et
al.,1991). La PKA en activant des phosphatases la@dula phosphorylation de la p47phox,
en acceélérant sa déphosphorylation. Il a été mamtrgysteme acellulaire que I'addition de la
p47phox recombinante phosphorylée par la PKA niingas I'activation de I'oxydasen
vitro (Park et al., 1997). Les données de Hwang montyeatla voie de 'AMPc/PKA joue
un important réle modulateur de I'explosion oxydatet la dégranulation dans les PN activés
par du fMLF (Hwang et al., 2003).

e. Désensibilisation de la production des FRO par leBN

La régulation de la NADPH oxydase implique une désgation du systeme afin d’aboutir a
la résolution du phénoméne inflammatoire. Il faohd un systéme de régulation stricte de la
NADPH oxydase. Les phénomeénes de désensibilis&tiinappel a differents mécanismes:
internalisation des récepteurs, “ shedding ” ddages récepteurs comme ceux du BINF
phosphorylation des récepteurs a sept domainesntembranaires suivie d’'un découplage
des signaux tranductionnels par l'arrestine ou engar l'intervention de protéines RGS
(regulatory G protein signaling) a activité GTPéserguson et al., 2001). Une élévation de la
concentration intracellulaire de 'AMPc ainsi quentervention de la Proteine Kinase A
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inhibent I'activation de I'oxydase et la phosphatidn de la p47phox en réponse au fMLF
(Bengis-Garber et al., 1996). Par ailleurs, la gdaction du signal fait intervenir des
phénomenes de phosphorylation, eux-mémes régulés ges phénomenes de
déphosphorylation. Ainsi de nombreuses phosphawsstent dans le PN (CD45, Protéine
Phosphatases 1 et 2A) qui permettent une déphodation des composants du systeme
conduisant ainsi a l'arrét de son activitée (Harleeak al., 1997). Cependant, un autre
mécanisme d’arrét de I'activation de la NADPH oxgela été suggéré: I'arrét de I'activité
oxydasique serait corrélé avec une perte du coraple&7phox/p67phox accroché au
cytochrome b558 a la suite d’'une hyperphosphopiate la p47phox (Yamaguchi et al.,
1995).
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VI. La PAT1 (protein interacting with APP tail)

L’interaction de la région cytosolique de la p22plavec la p47phox constitue un mécanisme
majeur de l'activation de la NADPH oxydase. Cependa’autres protéines pourraient
interagir avec la partie cytosolique de la p22pkxintervenir dans la régulation de la
NADPH oxydase. L’objectif de mon travail défini dalintroduction était de chercher une ou
des protéines interagissant avec la partie cympselide la p22phox et susceptible(s) de
moduler I'activité de la NADPH oxydase.

Mes résultats que je détaillerai plus loin danpdetie « Résultats » de ce mémoire, montrent
que la partie cytosolique de la p22phox interaggcaune protéine appelée PAT1. Dans cette

partie de I'introduction, je présente cette praein

1. Structure de PAT1

PATL1 pour « protein interacting with APP tail (APRmyloid precursor protein) », appelée
ultérieurement APPBP2 pour « APP (cytoplasmic taiiding protein 2 » ou encore ARA67
pour « Androgen Receptor Associated 67Kda), a édtifiée par Zheng et al en 1998
(Zheng et al., 1998) grace a son interaction aaguotéine précursely amyloide (APP)
dans le systéme double hybride. La PAT1 reconnag gpécifiguement la séquence BaSS
(KKKQYTSIHHG) présente sur la queue de I'APP, la tyrosiad’ APP-BaSS étant critique
dans cette interaction.

La PAT1 est une protéine de 585 acides aminés, @aveoids moléculaire de ~ 67 kDa et un
point isoélectrique (pl) prédit a 6.9.

L’analyse du profil d’hydrophobicité de la séquemnentre que la PAT1 est une protéine
hydrophile. Il n'y a pas de séquence signal ni dmanes transmembranaires. L'analyse de
la séquence prédit une structure globulaire paaurédgions N-terminale et C-terminale de la
PATL1 et une extension de 35 acides aminés (aa)feous de 5 « heptad repeats » qui a tres
probablement la forme d’une super hélice (Figure 20

La séquence de la PAT1 montre gu’elle possede deségs répétées en tandems imparfaits
retrouvées dans les chaines Iégeres de la kinfSlt€). La région d’homologie maximale
entre la PAT1 et les CLK contient les 4 séquencest?l aa conservées dans toutes les

séquences des CLK.
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a)

| MAAVELEWIPETLYNTAISAVVDNYIRSRRDIRSLPENIQ
41 FDVYYKLYQQGRLCQLGSEFCELEVFAKVLRALDKRHLLH
g1 HCFQALMDHGVKVASVLAYSFSRRCSYIAESDAAVKEKAI
121 OVGFVLGGFLSDAGWYSDAEKVFLSCLQLCTLHDEMLHWF
161 RAVECCVRLLHVRNGNCKYHLGEETFKLAQTYMDKLSKHG
201 QOANKAALYGELCALLFAKSHYDEAYKWCIEAMKEITAGL
241 PVEVVVDVLROASKACVVKREFKKAEQL IKHAVYLARD
281 GSKHPKYSDTLLDYGLYLLNVDNICQSVAIYQAALDIRQS
321 VFGGRNIHVATAHEDLAYSCYVHQYSSGKFNAVFHAERA
351'TGIITHTLREDHEEL&ééﬁRﬁkALILEEIﬂlncﬁﬁxﬂfﬁﬁ
401'EEE@EiEEEEﬂEEE@EEEEEFEEFE?@TEEE?EEﬁEﬁE‘Q
441 SURKFKEAREMHIKAIOIKEQOLLGOEDYEVALSVGHLASL
481 YNYDMNOYENAEKLYIRSIAIGKKLFGEGYSGLEYDYRGL

521 IKLYNSIGNYEKVFEYHNVLSKWNRLRDRQYSVTDALEDV
561 STSPOSTEEVVOSFLISONVEGPSC

Figure 20. Présentation de la séquence peptidiqae la PAT1

La séquence des acides aminés de la PAT1. PAT1esinposée de 585 aa dont 35 aa sont
supposés former les 5 « heptad repeats » (case gjist 4 séquences répétées en tandems
imparfaits sont retrouvées dans les chaines légerde la kinésine (case blanche). Les
sites prédits pour la phosphorylation par la proténe kinase C, sont notés par des points

noirs (.). Heptad repeats : de 5 répétitions de 7cales aminés.
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b) IITHILR EEIAIDCHNKE

352 hﬁh‘hTr’#HF 411

; SKR ILTESRLLOE PAT1
MLNI VYRDENEYKERR C=-KLC
MLNTLENEVY GEYRERIR s-KLC
MLNILMNVYRDENKYKER D-KLC
NITIARY NEYED¥Z ch-KLC
NILEMVYRDENKYERIPEE h-ELC

4

S HYG i PAT1

E AATLNIRAVIRF GERGIUFIYD C=-KLC

D ATLNRIRAVIFY GER G g-KLC

D AATLNRIPAVIRY GKRGIYIS D=-KLC

D AATLNIEAVIRY GERGISTIS ch-KLC

DA TLNRIFAVIRYGER Gl 11 h=ELC

45

I SVGH iW5i PATI

QLNNI C=ELC
QOLNNI s=-KLC
QLNN1 D=EKELC
OLNN1 ch=-KLC
QLNN| h-KLC

ESTAMCKKLFEEGYSGLEYDYRGIRTK PATI1

SKLIePDDPNVAKTKNN 853

BALE C=-KLC
AT EMYOKEL €PDDPNVAK TKNN AS 8-KLC
RAT,DRIVE SKL DDPN?AETKNHHPG D-KLC
SATE VO TKL EPDDPNVAK TK NN A SCMLKQ @K FKOAE TL ch-KLC
ALEMYOTEL @PDDPNVAKTENN IR S KEQEKFKOAETL h-KLC

(b) alignement des séquences répétées des CLK. l4eséquences répétees de 42 aa en
tandems imparfaits de la PAT1 alignées avec les séanpces répétées des CLK de
plusieurs organismes. Les nombres indiquent la pd&@n de I'acide aminé dans la
séquence de la PAT1. C-KLC Caenorhabditis elegans (accession i P46822; s-KLC,
squid (accession h P46825; D-KLC, Drosophila (accession h P4682%; ch-KLC,
chicken (accession h 1208772); h-KLC, human (accession®nQ07866

(D’apres Zheng et al., 1998)
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La séquence de PAT1 montre également qu'elle pessedieurs domaines impliqués dans
les interactions protéine-protéine ou les autoestions de la protéine. La figure 21 montre
les principaux domaines dans la séquence de PATL1.

Lowchezper  NES'LOLL cyvinbor TPR - Lowine zpper /NLS\ PEST

_-FJ:-_-(HE

i % W N MM W TR

Figure. 21 Les principaux domaines de la PATYD’aprés Gao et al., 2001)

La présence de 2 Motifs zipper a deux leucineséggdjimplication de PAT1 dans la
dimérisation et la liaison a 'ADN. La séquenceRI&T1 posséde le domaine « cyclin box »
qui est trouvé dans plusieurs kinases dépendaategatine (CDK), et le motif LXXLL (NR-
box), présent dans les co-régulateurs de la trigmiger. La séquence comporte également 4
motifs TPR (tetatricopeptide repeat), présents efgaht dans les chaines légeres de la
kinésine. Le domaine PEST, impliqué dans la dégi@uaes protéines régulatrices ayant un
« turnover » élevé, est présent a I'extrémitéad€4terminal de PATL1. De plus, la séquence
de PAT1 contient des signaux de localisation nirdé@NLS) et des signaux d’export

nucléaire (NESS) ce qui suggere la capacité de RAdritrer et sortir du noyau.

2. Le gene de PAT1

Fin 2006, grace a des PCR effectuées sur unerlddADNCc de cerveau humain, Kuan et
al identifient une séquence presque identiquella de PAT1 précédemment identifiee et
enregistrée dans la base de données sous le nuii@eaBank accessiorf.PAF017782) et
située sur le chromosome 17. Pour Kuan et alagis'd’'une séquence ayant 7 échanges de
nucléotides résultant en 6 substitutions d’'acidemés par rapport a la PAT1 identifiée par
Zheng et al., en 1998. Cette nouvelle séquence l&@ppear les auteurs PATlast
completement identigue a une séquence qui figures d@ base de donnée sous le nom
APPBP2 (APPBP2 cDNA, NM_006380; aa, NP_006371.2enBank accession °n
BC018121). Les substitutions qu’on trouve dansélgusence de I'APPBP2 par rapport a la
PATL1 décrite par Zheng et al sont les suivante296E, K325R, A337A, S340C, L354V,
P369R, N544K. (Figure 22).
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Figure 22. Représentation schématique de la struate génomique, de ’ADNc et de
I'organisation de la PAT1a/APPBP2 en comparaison &c la PATL1.

(A) LARNmM de PAT1a/APPBP2 humain (hPAT1a/APPBP2) aune longueur de 6468bp
et comporte 13 exons (I-XIII). Au sein de la régiortodante, les exons reliés représentent
1758 bp. Les 7 échanges nucléotidiques (astérisquetsun rond blanc) et les 6 aa de
substitution sont indiqués. Ces échanges nucléotiglies présents dans la PAT1 et
annotés comme des SNPs dans la séquence génomique slarquées par un astérisque.
(B) la structure protéique de la PAT1a/APPBP2. Lesubstitutions des acides aminés
dans la séquence de la PAT1 en comparaison avec PWWIAPPBP2 sont indiquées. Les
positions prédites des motifs hélice-boucle-héliceavec une homologie significative au
tetratricopeptide-like repeats (TR) sont montrées(D’aprés Kaun et al., 2006)
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En conclusion, la PAT1 précédemment étudiée pangtet al ou par Gao et al, est 99%
identique a la APPBP2/PAT1a identifiee par Kuaaleet dont elle constitue un variant. De
plus, ARA67, un autre variant de 'APPBP2/PAT1a,dst identique a 99.6%. Donc, PAT1,
ARA67 et APPBP2/PATla représentent probablemensiglus alleles du méme gene,
APPBP2/PAT1a étant I'allele le plus répandu (domihaDans ce mémoire nous appellerons

'APPBP2, PAT1a pour une raison de simplicite.

3. Distribution de la PAT1

Zheng et al ; ont étudié I'expression de la PAThsdalusieurs tissus humains et lignées
cellulaires. L’étude montre la présence de tramdcrits et une forte expression de ceux-ci
dans les muscles, le placenta et le cceur tandisajpeésence est modérée ou faible dans les

autres tissus (Figure 23-A).
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Figure 23. Distribution de la PAT1 dans différents tissus humas et lignées
cellulaires. (A) 'empreinte humaine a été hybridéeavec une sonde d’ADNc marquée au
3P, couvrant les acides aminés8 & 140 de la ARAB7/PAT1; trois transcrits de taik
différente (2.5 kb, 4.4 kb et 7.5 kb) ont été détaes. Une hybridation avec une sonde
d’actine a été réalisée comme controle. (B) 'ARNotal de 13 lignées cellulaires a éte
utilisées pour préparer la membrane qui a été hybdée avec la sonde mentionnée ci-
dessus ; 'ARN 18S a servi comme contrdle de dép@D’apres Zhang et al., 2004)
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Ces trois transcrits de la PAT1 sont égalementeptésdans toutes les lignées cellulaires
testées y compris dans les cellules COS-1 (origieaiu rein de singe) ; le transcrit 4.4 kDa
ayant le plus haut niveau d’expression (Figure 23PBr ailleurs, la lignée MCF originaire du

sein surexprime ce transcrit. L'existence de ddifés niveaux d’expression de ces trois
transcrits de la PAT1 résulte peut-étre d’'un égiesadternatif et suggere que la régulation de
'expression de la protéine est nécessaire pouurasdifférentes fonctions dans des

différentes cellules.

4. Localisation subcellulaire de PAT1

La présence de 5 répétitions de 7 acides amingesaigue la PAT1 interagit avec elle-méme
ou avec d'autres protéines. Dans les cellules COBAT1 est localisée au niveau de la
membrane et dans le cytosol ou elle s’associe aveautre protéine de 110 kDa (Zheng et
al ; 1998). La présence de PAT1 dans ces deux atimpats suggere qu’elle est impliquée
dans le trafic des vésicules.

Zheng er al ont montré que PAT1 est associée aurbmanes par des manipulations de
centrifugation- flottation sur des gradients sacoka. De plus, avec la méme technique, ils
ont montré que PAT1 se trouvait dans les mémedgidrec que I’APP. En microscopie
confocale sur les cellules COS-1, la PAT1 est priéssous forme ponctuée dans le cytosol.
Sa présence cytosolique montre toutefois une bligion prédominante dans la région
périnucléaire riche en GolgDe plus, la PAT1 a aussi une distribution filaneaise qui
s’aligne avec les microtubules et colocalise phletnent avec I'’APP ce qui laisse envisager
un role possible dans le transport de cette pretdéia méme équipe a également montré que
PAT1 interagissait avec les microtubules.

Les travaux effectués par Gao et al en 2001 mantdams les cellules MDCK transfectées
avec PAT1sgs (Séquence compléte), que cette derniére est $8ealilans le cytosol mais
aussi dans le noyau. PAT1 est méme plus présenssd@laoyau que dans le cytoplasme (Goa
et al.,, 2001). Dans les cellules MDCK exprimant doeme tronquée de la PAT1i:
(MDCK417), PAT1 est absente du noyau. Par contre, une fptaseecourte de PAT1 (PAT
270) €st présente en quantité similaire dans le cytopé et le noyauSecondairement a
'absence de la PAT1 du noyau, les cellules (MRQGKdeviennent apoptotiques et le
fragment @59 s’accumule dans le cytoplasme et n’exerce plusefiet de signalisation
nucléaire (voir ci-dessous) (Goa et al., 2001).
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5. Fonctions connues de la PAT1 et son effet sur lgprocessing » de I'APP

PAT1 interagit avec la partie C-terminale de I'Awig precursor protein (APP) et cette
interaction a des conséquences sur le transpastte protéine.

L’APP est composée d’'un grand domaine extracetkildi-terminal, d’'un domaine unique
transmembranaire, et d’'un petit domaine intracaital Elle subit plusieurs processus
protéolytiqgues au niveau de la membrane plasmiyee & libération du grand domaine
externe, la génération de deux longs peptidesl@40 et 42 résidus, constituants majeures de
la plaque amyloide, la marque de la maladie d’Alzlee, et la libération dans le cytoplasme
de longs fragments intracellulaires de 57 et 5#luss(C ; clivé pary-sécrétase) (figure 24).
En effet, aprés clivage du domaine extracellulpaelesp-sécrétases (appelée aussi BACE 1
pour B-site APP cleaving enzyme 1), lgssécrétases clivent a leur tour les fragments C-
terminaux retenus dans la membrane (Kuan et al6)2M@e ce clivagg ety consécutif
résulte la libération des pApeptides a I'extérieur de la cellule et celle diEsnaines
intracellulaires correspondants pour lesquels tet de signalisation nucléaire impliquant la
répression de la transcription du gene sous centitél I'acide rétinoique « RA-responsive
gene » a été suggére (Gao et al ., 2001). Pauraillées deux paralogues mammaliens de
'APP, les « B-amyloid precursor-like protein (APLP) 1 et 2 »pbmsent le méme type de

clivage libérant les peptideg3Aike correspondants.
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Figure 24. Processing de I'APP : 'APP, initialemet clivée par le p-sécrétase pres de la

surface externe de la membrane, peux étre clivée pkes y-sécrétase sur deux sites au
niveau de la membrane plasmique. Le site majeur dooupure (90-95%) produit Ap 1-40
plus le Cy59, alors que le site mineur donne lieu aux A1-42 et G57.(D’apres Gao et
al., 2001)
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Le fragment @59 de I'APP contient la séquence reconnue par |&a1Pdui joue un role
important dans la localisation nucléaire de cerfragt. Cet effet de PAT1 est spécifique et
sélectif. Par ailleurs, le fragmenty®® affecte le niveau d’expression de la PAT1 en
provoquant sa dégradation protéosomale et en daninke niveau de sa présence dans le
noyau (Gao etal ., 2001).

L’altération de I'expression de PAT1 affecte lensport intracellulaire de la protéine de
fusion rapporteur APP-HRP. Dans cette expérieneetilité de I'HRP mesurée dans le
milieu reflete la sécrétion de 'APP et corréle ipeement avec le niveau d’expression de la
PATL1. Ceci suggere I'implication de la PAT1 damdrhfic et le transport de 'APP (Zheng et
al ; 1998).

Les travaux de Yung-Hui Kuan et al ont égalemenhtnéoque la PAT1a interagissait avec
'APP, TAPLP1 et TAPLP2. En effet, 50 % de la HAa co-fractionnait avec les membranes
contenants 'APP, 'APLP1 et 'APLP2, ce qui a @@énfirmé par co-immunoprécipitation.
De plus, dans les neurones primaires surexprimarPATla, on détecte une coloration
cytosolique diffuse ainsi qu’une immuno-réactivitésiculaire ponctuée, suggérant que la
PAT1a est associée partiellement avec les vésicUlee co-localisation entre chacun des
trois membres de la famille de 'APP et la PAT1été& mise en évidence dans des structures
vésiculaires ce qui suggere une fonction de la RAdAns le trafic des membres de cette
famille (Kuan et al., 2006).

Le méme équipe a montré «en GST pull down » ¢otedaction entre la PAT1a et le
domaine intracellulaire des APP, APLP1 et APLP2 QBJ ALICD1 et ALICDZ2,
respectivement) était directe et spécifique. Liiatéion étant la plus forte avec 'ALICD2. La
présence du signal BaSS dans le domaine intragedybour tous les membres de la famille
APP était indispensable pour l'interaction careeltrniére est absente lorsque le signal BaSS
est déléteconfirmant les résultats antérieurs de Zheng.et al

Le niveau d’expression de la PAT1a affecte la présale ces trois membres de la famille
APP a la surface cellulaire. En effet, dans leduleed SH-SY5Y, la surexpression de la
PAT1la induit une augmentation du taux de 'APP et’ALPP2 a la membrane plasmique
alors que linhibition de son expression réduitegirésence a la surface de ces deux mémes
protéines (la méme chose a été constatée pour PALRais sans que les résultats soient
statistiquement significatifs) (Kuan et al., 2006e plus, il a été trouvé que le niveau
d’expression de la PAT1a jouait sur le transpotémangrade des APP/ALPP dont la sécrétion
dans les cellules SH-SY5Y et COS-7 sur-exprimamAd 1la augmente en méme temps que

la production des fragments C-terminal (CTFs) cpomdants. De la méme facon,
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I'inhibition de I'expression de PAT1 dans les ménuedlules s’associe a une baisse du
transport et de sécrétion des APP/ALPP et a unendtion de production des fragments C-
terminaux (CTFs) correspondants.

En conclusion, La PAT1a interagit et colocalisecaVA&PP (ainsi qu'avec les APLP1 et 2)
surtout dans des structures vésiculaires suggéaranble de PAT1a dans le trafic de 'APP.
La PAT1la se lie a la séquence BaSS dans la paosalique de 'APP provoquant sa
relocalisation et sa redistribution, facilitantsiison trafic a la membrane plasmique (Kuan et
al., 2006).

6. Autres interactions et fonctions de la PAT1

D’une fagon intéressante, une nouvelle interactigdié mise en évidence entre PAT1 et une
autre protéine que I'APP. Ainsi, les travaux de ith&t al en 2004, ont montré, grace a un
systeme double hybride chez les levures que léegdsterminale du récepteur a 'androgéne
(ARN), interagissait d’'une facon plutét sélectivee@a une protéine appelée 'ARA67 (pour
« Androgen Receptor Associated 67Kda). En effair, goiblage d’une librairie d’ADNc de la
prostate humaine, le clone ARA67 positif pour Erdction était 99.6% identique a la
séquence connue de la PAT1 d’ou la désignation A6XYRPAT1 » que les auteurs ont donné
a cette protéine. De plus, cette interaction avérifiée et confirméean vitro (GST- pull
down) etin vivo (systéeme double hybride chez les mammalien etnrotinoprécipitation).
De plus, bien que linteraction la plus forte satre 'ARA67/PAT1 et la partie N-terminale
du récepteur a I'androgene (AR), les auteurs onmitréoque 'ARAG67/PAT1 interagissait
aussi avec la partie du récepteur liant le ligardyand-binding » mais d’'une facon plus
modérée, et avec la partie liant TADN (DNA- bindidomain) d’une fagcon encore plus
faible.

Sur le plan fonctionnel, la méme équipe a pu montans un systeme de gene rapporteur,
que lactivité de transactivation de I'AR induiterple déhydrotestostérone (DHT) était
réprimée par 'ARA67/PAT1 qui, de plus, contrarée potentialisation de celle-ci. Cet effet
réprimant de I'ARA67/PAT1 était relativement séibectlu récepteur a I'androgéne.
L’inhibition de I'expression de 'ARAG67/PAT1 (siRNAJ spécifique) a amélioré I'induction
par le DHT confirmant 'effet réprimant de 'ARAG7ATL sur I'activité transactivatrice de
I'AR. Plusieurs expériences ont été réalisées gaulte par la méme équipe pour déterminer
les éventuels domaines critiques nécessaires @ iogttaction (PAT-AR) et a I'effet qui en

résulte en utilisant plusieurs formes tronquées’ARA67/PAT1. En conclusion, aucun
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domaine testé n’était indispensable a lui seundefaction PAT-AR ou a I'effet réprimant de
cette interaction sur I'activité transactivatrioe IHAR. Le taux d’expression de I'AR n’a pas
été modifié non plus (Zhang et al., 2004). En rehan 'ARA67/PAT1 influence la
distribution sub-cellulaire de 'AR qui est normaent présent dans le cytoplasme et le
noyau. En effet, la présence de TARA67/PATL1 dinariartement la localisation nucléaire de
I'AR sous l'effet du DHT et par conséquence I'’ARstee majoritairement dans le cytoplasme
ce qui diminue fortement son activité transacticetr Ces données obtenues en
immunofluorescence (cellules COS-1) ont été codéeb et confirmées en vérifiant la
quantité de I'AR des deux fractions (cytoplasmen@yau) par western blot (Zhang et al.,
2004).

Plus récemment, Briand et al ont montré en 200®% BAT1 se liait au peptide Jcasp
(domaine cytoplasmique juxta membranaire de I'APBres clivage par la caspase)
internalisée dans les neurones primaires corticdDgtte interaction a comme effet
'augmentation du taux d’APP et d’APLP2 a la menmergplasmique, laquelle entraine la
translocation de SET (également appelé templateatiog factor B ou protein phosphatase
2A inhibitor) du noyau vers le cytoplasme induisinimort cellulaire. Comme dans le cas de
I'interaction PAT1-APP, la liaison PAT-Jcasp esbsine dépendante.

En conclusion, les différentes isoformes de PAPIAT1, PATla et ARA67 interagissent

avec des protéines : séquence BaSS de 'APP, gtoequix androgenes et semblent jouer un

réle important dans le trafic intra cellulaire des@rotéines.
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Régulation de la NADPH oxydase phagocytaire par unenouvelle
interaction entre la partie cytosolique de la p22pbx et PAT1 ( Protein
interacting with Amyloid Precursor Protein Tail)

Comme cela a été décrit dans la premiere parte@deanuscrit, les PN jouent un réle majeur
dans l'immunité innée. Les PN migrent vers le foyefectieux ou ils reconnaissent,
englobent et phagocytent les agents pathogenesfoisnenglobé dans le phagosome, I'agent
pathogene est détruit par différents moyens, plesgjuels la production rapide et massive de
FRO par la NADPH oxydase. Le transfert d’électrdnsNADPH cytosolique vers I'oxygéne
dissout dans le phagosome est assuré par un flmabegmebssg membranaire (formé de la
gp91phox/NOX2 et de la p22phox), dont l'activatienla régulation sont controlées par
I'association de différents composants de la NADRMdase (p47phox, p67phox, p40pledx

la petite protéine G Rac). Cette régulation doie &ine et précise pour permettre une
production des FRO qui assure la microbicidie sansrainer de Iésions tissulaires
pathologiques. Aprés sa translocation a la membilan®7phox se lie a la partie cytosolique
de la p22phox et organise l'assemblage du complkxeymatique. Nous avons émis
I'hnypothése qu’une protéine pourrait interagir avac p22phox et éventuellement réguler
I'assemblage et I'activation du complexe NADPH oaye et par conséquent la production de
FRO.

Nous avons cherché par double hybride, dans unqubad’ADNc de rate humaine, en
utilisant une séquence dite « appat » constituééa deartie cytosolique C-terminale de la
p22phox (acides aminés 132 a 195), les éventupilE®ines qui interagissaient avec cette
séquence de la p22phox. L'un des clones positiéntifié contenait la séquence d’une
protéine appelée PAT1 pour « Protein interactinth wimyloid Precursor Protein (APP)
Tail 1». Cette partie du travail a été réaliséelpddr Yvonne O’'Dowd, mon co-auteur dans
I'article soumis pour publication. Mon travail ansisté a confirmer l'interaction identifiée
par double hybride entre PATL1 et p22phox et a adiét les conséquences sur l'activité de
la NADPH oxydase phagocytaire. J'ai montré que PASt exprimée, en terme d’ARNm et
de protéine, dans les leucocytes (PN, monocytephpcytes) et qu’elle est localisée dans le
cytosol, la membrane plasmique et le noyau. PA®1éadécrite sous 3 isoformes présentant
99% a 99,6 % d’identité. La séquence reconnue pabld hybride est commune aux trois
isoformes et l'anticorps que nous avons utiliséone@it une partie commune aux trois
isoformes. Le plasmide que nous a donné le Pr rstiias (Université d’Heidelberg,
Allemagne) code pour une des isoformes, la PATlantdraction entre la PATla

recombinante et la partie cytosolique de la p22dieexa la GST a été confirméevitro par
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la technique de « GST pull down » et ¥xo par co-immunoprécipitation en utilisant un
anticorps anti-cytochrombssg sur des lysats de PN au repos et stimulés par ld-fbt le
PMA. De plus, par microscopie confocale, jai méntine colocalisation entre PAT1 et
p22phox dans la région périnucléaire des PN ausregtoa leur périphérie apres activation.
Les données obtenues par microscopie confocaléténtonfirmées par des expériences de
fractionnement subcellulaire qui ont montré que BRA&tait présente en quantité plus
importante dans la fraction membranaire des PNuséisncomparée a celle observée a I'état
de repos. Ces résultats suggerent que l'activatenPN par certains stimuli puisse induire
une translocation de PAT1 du cytosol vers les mangs.

Les effets de PATL1 sur l'activité NADPH oxydase gbeytaire ont été étudiés vitro et
dans des cellules intactes. Dans un systéme aisdlukeconstitué par des composants de la
NADPH oxydasen vitro, j'ai montré que PAT1a entrainait une augmentatierproduction
des anions superoxydes mesurés par la réductiderdcytochrome c. Dans des monocytes
transfectés avec le plasmide pcDNA3.1 codant p@drl et surexprimant cette protéine, la
production des FRO est potentialisée aussi bierepos qu’'apres stimulation des PN par le
fMLF ou le PMA. De plus, une collaboration avecHe Richard Ye (University of lllinois,
College of Medicine, Chicago, USA) a permis de memtue la surexpression de PAT1la
dans les cellules dites « COS-phox » qui exprinkemtcomposants de la NADPH oxydase
ainsi que le récepteur FPR (récepteur du fMLF),ndole méme type de résultats : ces
cellules produisent plus de FRO que les cellukesstiectées avec le vecteur vide que ce soit a
I'état de repos ou apres stimulation avec le PMAsreartout avec le fMLF.

L’ensemble de ces résultats montrent que PAT1,puoine initialement identifiée par son
interaction avec I'« Amyloid Precursor Protein »P[R) et avec les microtubules, peut se lier a
la partie cytosolique C-terminale de la p22phoxdes aminés 132 a 195) et augmente la
production de FRO par la NADPH oxydasevitro et dans des cellules intactes. Il existe trois
isoformes de PAT1 ayant une identité d’au moins 988 séquence identifiee par double
hybride et reconnue par I'anticorps étant commuog &soformes, nous ne pouvons
déterminer quelle isoforme est présente dans lagaphiles mais leur forte identité peut
faire suggérer que les trois isoformes puissefiesau domaine C-terminale de la p22phox.
Les données obtenues sont soumises pour publicdéine le manuscrit ci-dessous sous le
titre : « Regulation of the phagocyte NADPH oxidase by a hmteraction between p22phox
and PAT1 ».
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS) production by thg@tyde NADPH oxidase plays a crucial
role in host defenses. NADPH oxidase is composethefmembranous flavocytochrome
b558 and cytosolic components (p40phox, p47phoXpp6x and a small GTPase Racl or
Rac?2). The flavocytochrome b558 is composed bynvemnbrane components p22phox and
gp91phox/NOX2 which are non covalently bound. P22plplays a crucial role in the
expression/stabilization of gp91phox in phagocymaisalso is a docking site for the cytosolic
components during activation. In the present studyhave used a yeast two-hybrid approach
to identify unknown partners of p22phox. Using tyosolic C-terminal region of p22phox
as bait to screen a human spleen cDNA library, deatified PAT1 as a potential partner of
p22phox. The interaction between p22phox and PA¥ds further confirmed by am vitro
GST pull-down assay between recombinant PAT1a &ftplpox C-terminal region GST
fusion protein. We have demonstrated that PAT1 mRINA PAT1 protein are expressed in
human neutrophils; the protein was found in theoggt and plasma membranes of resting
cells. PAT1 colocalizes with p22phox in neutroplaks shown by confocal microscopy and
both proteins co-immunoprecipitate under resting enstimulated conditions. Addition of
recombinant PATla to the cell free-system enhand@dPH oxidase activation in a
concentration dependent manner. Over-expressioRAdfla in human monocytes and in
COSphox cells increased ROS production in restimdy fMLF-stimulated cells. These data
clearly identify PAT1 as a novel regulator of NADR¥tidase activation in phagocytes.
Inhibition of p22phox/PAT1 interaction could be dsas new approach to limit ROS

production by phagocytes at inflammatory sites.
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Introduction

Human polymorphonuclear neutrophils (PMN) constitid major defense line against
pathogens such as bacteria and fungi (1). Uporttiofe or inflammation, pro-inflammatory
mediators such as the complement fragment C5a, Nh®rmyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLF) peptide, interleukine 8 (IL;8platelet activation factor (PAF), or
leukotriene B4 (LTB4), create a gradients that gsidheutrophils along their migration
pathway (2). At the infection site, neutrophils ogoize and phagocytose pathogens, a
process that includes the formatiof intracellular phagosomes and the destructionhef
internalized pathogen (3). Activated PMNs release antibactesabstances into the
phagosome and produce reactive oxygen species)(fR@Sare thought to play an important
role in both the direct and indirect killing of pagens (3,4). Superoxide anion (P the

precursor of other ROS molecules such as hydrogeoxmle (H202), the hydroxyl radical

(OH"), and hypochlorous acid (HOCI). The enzyme respoedin the generationf ROS is
the nicotinamide adenine dinucleotide phosphateRKA) oxidase complex or respiratory
burst oxidase (4,5).

In phagocytes, the NADPH oxidase which is a mattiponent enzyme comprises several
subunits: p22phox, p40phox, p47phox, p67phox, gh®i@nd a small GTPase Racl or Rac2
(6,7). In the resting cell, p40phox, p47phox, p&dX exist in the cytosol as a complex and
Racl (in monocytes) or Rac2 (in neutrophils) existhe GDP-bound form, complexed to
rho-GDI. The other two components p22phox and gphétgorm a non covalently bound
complex known as flavocytochrome b558 (8-10). Tlaeg located in the membranes of
specific granules (60-70%), gelatinase granules2E3®), secretory vesicles and the plasma
membrane.

Separating these two groups of componéntslistributing them between distinct subcellular
compartments ensures that the NADPH oxidase istiveain the restingcell. Upon cell

activation by various stimuli, several events tpkece at the same time, phosphorylation and
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migration of the cytosolic components p40phox, &y p67phoxo the membranes where
they associate with the flavocytochrome b558. Raahanges its GDP for GTP, dissociates
from its inhibitor rho-GDI and migrate to the merabe where it interacts with p67phox
(11,12). When all components are assembled at #rabrane, the flavocytochrome b558,
mediates the transfer of electrons from cytosol&DIRH to O2 to produce the superoxide
anion (0O2:--). In resting cells, p22phox interactghwgp9lphox probably via the
transmembrane spanning domains to stabilize thg@lexmnDuring activation the intracellular
cytosolic tail of p22phox interacts with p47phox\a “proline rich sequence/SH3 domains”
docking site (7,8). However it is not known if othgroteins interact with p22phox under
resting and activated conditions. We hypothesizt the cytosolic p22phox region could
interact with new yet unidentified partners.

In order to identify proteins that interact with3phox, we used a yeast two-hybrid system
using the cytosolic C-terminal region of p22phoxbast to screen a human spleen cDNA
library. One of the clones identified was the hunfdAT1 as revealed by a sequence
alignement search. PAT1 is a 585 amino acids prptewas first identified as a “protein
interacting with Amyloid Precursor Protein (APP)I"tavia the basolateral sorting signal
(BaSS) site in the cytoplasmic tail of APP, a cellrface protein implicated in the
pathogenesis of Alzheimer disease (13). PAT1 is @9fb 99.6% identical to PAT1a and
ARAG67 respectively. PAT1 is expressed in severds ich as epithelial cells and smooth
muscle cells (14). PAT1 shares homology with kindght chain and was found to bind to
microtubules, suggesting its implication in trakileg and protein secretion. Indeed the PAT1
and its isoform PATla were found to promote APPcessing, resulting in increased
secretion of beta-amyloid peptides (13,14). PAT- wko found in the cytoplasm and the
nucleus in MDCK cells and interacts with and coistrthe subcellular localisation of the

androgen receptor modulating its function (15,16).
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Here we show that PAT1 is a novel p22phox intengcgirotein that functions as an enhancer
of NADPH oxidase activation and ROS production lmagocytes. Expression of PAT1 in
phagocytes could modulate ROS production in inflatory diseases and could be a novel

target to limit ROS production.
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Materials and Methods

Buffers, PMA, fMLF, phenylmethylsulfonylfluoride #SF), diisopropylfluorophosphate
(DFP), diphenyleneiodoniugDPI), and other chemicals were purchased from Sigidrich
(St. Louis, MO, USA). Sodium dodecyl sulfate-polgdamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and Western blotting reagemtsre purchased from Bio-Rad (Richmond, CA, USA).
Dextran T500, Ficoll, G-sepharose beads, pGEX-Gpid gluthathione sepharose were
purchased from GE Healthcdlgttle Chalfont, UK). Anti-p22phox , anti-gp91ph@nd anti-
PAT1 antibodies were from Santa Cruz (Santa Crég,\.SA). Monoclonal anti-cytochrome

b558 antibody (7D5) was from MBL. Secondary antieedvere from Jackson laboratories.

Two-hybrid Screening of human spleen cDNA library

Two-hybrid screening was performed using the mettextribed previously (17). The cDNA
encoding the C-terminal tail of p22phox (amino at8® - amino acid 195) was fused with
the cDNA of the LexA DNA-binding protein into pLEX1vector and introduced into the
yeast. Yeast cells that expressed the LexA-p22@l32¢(95) fusion protein were
transformed further with cDNA from a human spleddN& library in pACT2 vector
(Clontech, Basingstoke,UK), fused with the sequerfcthe activation domain of Gal4. The
screen of transformants was based on monitoringrémsactivation of the two reporter genes
which are His3 and LacZ. Colonies from transforrsawhich grew on selective medium
lacking histidine (His+) were then assayed f®galactosidase activity (LacZ+) by a
qualitative colour filter assay (18). The pACT2 gtfdds in yeast corresponding to

His+/LacZ+ clones were amplified in E. Coli and seqced.
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Cloning and expression of human PAT1a and p22phox82-195)

PATla cDNA contained in PKH3 plasmid (a generous fyjom Stefan Kins, ZMBH,
University of Heidelberg, Germany) was amplifiedngsPfu polymerase (Stratagene) with
flanking ECOR1 and Xhol restriction sites open megdrame-flanking primers (sense; 5
ccg gaa ttc atg gcg gec gtg gaa cta aBtisense, '5ccg ctc gag tca gca gct cgg tee ctf -3
and cloned into the pCRII-TOPO vector (Invitrogeladpr recombinant expression of PAT1a,
the encoding cDNA was subcloned into pGEX-6P1 ve@barmaciaPiscataway, NJ, USA)
and sequenced to rule out unexpected mutatsots to confirm the sequence, then was
transformed in BL21-DE3 (pLysSE. coli strain and expressed as follows. An overnight
culture was diluted 10-fold in fresh Terrific Brothedium containing 10Qg/ml ampicillin
and grown for one additional hour at 37°C. The weltthen was induced with 0.2 mM
isopropyl B-d-thiogalactoside for 18 h at 15°C. Bacteria wheevested by centrifugation
(40009, 20 min, 4°C) and the pellet was resuspendedsis lguffer [50mM Tris-HCI (pH
7.5), 50 mM NaCl, 5 mM MgG) 1 mM DTT, 1% (v/v) Triton X-100, protease-inhiwis].
Cells were lysed by six sonications each lastings3®lowing ultracentrifugation (40000
rpm(15000 xg) , 30 min, 4°C), GST-recombinant proteins were &iffiprecipitated from
supernatant by overnight incubation at 4°C witltgghione-Sepharose 4B beads (Pharmacia)
. Beads werd¢hen washed in lysis buffer, and the fusion protgas cleaved by incubation
with PreScission protease (Amersham Pharmaciag-toh at 4°C inl50 mM NacCl; 50 mM
Tris-HCI, pH 7; 1 mM DTT; and 1 mM EDTA and subjedtto another round of glutathione-
bead adsorption. PAT1a (1-585) migrates at 70 kDa as anameric protein in a non
denaturating gel.

Cloning and expression of p22phox(132-195) cytopdatail in the pGEX-6P1 expression

plasmid was performed as previously described (19).
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GST pull-down assay

The assay was performed as described previously Btiefly, 80 pmol of GST-p22phox
(132-195) and GST alone were incubated in the poesef 5 pmol of recombinant PAT1a
and glutathione-Sepharose beads in interactioreb(20 mM Hepes, pH 7.5; 1% Nonidet P-
40; 50 mM NaCl; and 1 mM EGTA) for 1 h. After wasdj the complex was eluted with 10
mM glutathione and analyzed by SDS-PAGE and West#ats using protein-specific

antibodies.

Neutrophil preparation and fractionation

Neutrophils were isolated from the blood of healiojunteers by dextran sedimentation and
Ficoll centrifugation as described previously (29,2The isolated cells were resuspended in
phosphate-buffered saline at a concentration 8fcg0s/ml in, treated or not with DFP (2.7
mM) for 20 min at 15°C, and washed in the same d@suffleutrophil fractionation was

performed by nitrogen cavitation and density gratlentrifugation (23).

Monocyte and lymphocyte isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) werehigssolated from thevhole blood of
healthy volunteers by Ficoll-Pague separation (Rhara, UppsalaSweden) as previously
described (21,22). PBMC were subjected to an auditi Percoll seperation step to isolate
monocytes (24). The puritpf the resultingcells suspension was randomly tested by a
Sysmex XE-2100 automated blood cell counter (Sysideke, Japan) and yielded more than
75 % monocytes. The Dynabe&dntouched™ Human Monocytes kit (Invitrogen) wasdise
for monocyte mRNA expression and transfection assdly yielded more than 90 %

monocytes.
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COSphox cells

COS-phox cell line transfected with NADPH oxidasenponents and fMLF receptor, (FPR)
were used to study the effect of PAT1 on NADPH asl activity in the resting state and
under stimulation with fMLF and PMA (25). The cDN&r PAT1a fused to a hemagglutinin

(HA) tag was subcloned in pKR5 vector and trangfétd reconstituted COSphox cells.

Cell lysate preparation for western blotting analyss

In order to perfom western blotting analysis forTRAdetection in leucocytes, the cells were
pretreated. This consisted of firstly lysing cétisa lysis buffer (50 mM Tris-HCL buffer (pH
7.4), 1% Triton X-100, 2 mM-glycerophosphate, 25 mM NaF, 150 mM NacCl, 10 pg/mi
Leupeptine, Pepstatine, and Aprotinine), then ohtuttwice with the same lysis buffer
without triton, sonicating for 3 times for 3 secerehch and centrifugating for 5 min at 4000
rpm at +4°C. Finally, the protein concentrationti@ supernatant was determined prior to
denaturation of equal quantity using Laemmli saniplffer (26) and boiling at 100°C for 3

min.

MRNA expression of PAT1 in human blood leukocytes

Total RNAs were isolated by lysing the cellsth TRIzol reagent (Life Technologies)
according to the manufactureinsstructions. Afterwards, 1ug of total RNAs werevgese
transcribed and PAT1la mRNA was quantified by-teaé polymerasehain reaction (RT-
PCR) using the Light cycler Technology (Rockiannheim, Germany) and PAT1 (covering
a common part of the three isoforms) specific fadMg- tgc aaa aag tca cta tga tga ggar®d
reverse 5 tcc acc aca act ttc act gd g#imers (Eurogentec). Detection of P@Rduct was
based on SYBR green fluorescence signal. GAPDHdi&kasping gene expression was used
to normalise the results.
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Immunoprecipitation

The technique used for cell lysis and cytochromB8bbnmunoprecipitation was adapted
from previously described protocols (22,23). Celisre lysed by resuspending (5%10
cells/ml) in lysis buffer [50 mM Tris-HCL buffer g 7.4), 1% Triton X-100, 25 mM NaF, 2
mM B-glycerophosphate, P8340 protease inhibitor cdcafdtal 000 dilution), 150 mM NacCl,
and 1 mM DFP]. Following sonication on ice and mgiby rotation, the lysates were
centrifuged at 114,000 for 30 min at 4°C. The supernatants were diluteidd in the same
buffer without Triton. Immunoprecipitation was pamhed by addition of anti-gp91phox or
anti-p22phox (1/200: dilution) monoclonal antibadiand protein A/G beads (Santa Cruz
Biotech, Santa Cruz, CA, USA) saturated in BSA armalibating for 4 h. Beads were then
washed 4 times, and proteins were denaturatedembdi sample buffer (26) by boiling at

100°C for 3 min.

NADPH oxidase activation in the cell-free system
Cytosol and membranes are purified from restingtrophils by nitrogen cavitation and

percoll density gradient centrifugation as desaibbove. The reaction mix consists of 5 x

10 cell eq of cytosol, 2 x focell eg of sucrose-solubilized membrane suspengiaiM of
GTPyS, in relaxation buffer. The reaction was incubaaedoom temperature for 10 min in
the presence or absence of PAT1a, then 0.1 mM lesgotec, 0.16 mM NADPH and 90 uM
SDS were added and cytochromeeduction was followed at 550 nm for 10 min atnmoo
temperature in a Uvikon 941 dual-beam recordingspphotometer (22) reading against a

reference containing the same components plus TIRL final concentration).
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PAT1la overexpression in monocytes
Transfection of human blood monocytes was perforom@dg the Amaxa (Lonza, Cologne,
Germany) system using a routine protocol. In bnebnocytes wereentrifuged at 1800 rpm

for 8 min and thereafter resuspendedsupplemented human monocytes nucleofector®

Solution (Amaxa) to a final concentratioh 5x10P cells/100 pL; 100 pL of cell suspension
was mixed with either 2 pg of pcDNA3.1-PATpéasmid or with the empty vector, and

transferred to an Amaxeertified cuvette. For transfection, we used thegpmm Y-001.

Monocytes were seeded in 24-well plates at a CLemiit5x1(f5 cells per well in 2-ml
supplemented medium and analysed after 24-36 ludurglture. Transfection efficiency was

between 40% and 60% as verified by immunofluoreseen

SDS-PAGE and Western Blotting

Gel electrophoresis and protein transfer to nitfalmse membranes were performed with
classical techniques (26,27). Nitrocellulose memésawere blocked with 5% non fat dry
milk in borate-buffered saline, pH 8.4 (100 mM lgoaicid/25 mM borax/75 mM NacCl) for 1

h at room temperature and then incubated with Q0L)/@ouse monoclonal anti-gp91phox
antibody overnight. The membranes were then washddnsively and incubated with

horseradish peroxidase-conjugated 1:5,000 anti-entg(S for 1 h at room temperature. Blots
were visualized by using enhanced chemiluminescéesgtern blotting reagents (Amersham

Pharmacia).
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Measurement of ROS production by luminol-amplifiedchemiluminescence

Neutrophils or Monocytes (5 x I0were suspended in 0.5 ml HBSS containing 10 pM
luminol at 37C. ROS production was then measured before (Réstimg) after the addition
of stimuli (10° M fMLF or 100 nM PMA) to the cells. Chemiluminesme was recorded with

a luminometer (Berthold-Biolumat LB937) (21, 22).

Confocal microscopy

Following treatment with fMLF or PMA, neutrophilsene spotted using round gaped filter
paper on poly-L-lysine-coated glass slides andaadtbto dry in a humid chamber by gravity
sedimentation, then fixed with 2% paraformaldehj@e10 min, permeabilized with 0.2%
Tween 20 for 15 min at 37°C and blocked with 5% B8ABS. Cells were then incubated
overnight at 4°C with rabbit anti-p22phox polyclbaatibody (1:200) and mouse anti-PAT1
monoclonal antibody (1:200) diluted in 1% BSA/PBSter washing, cells were incubated
with Alexa Fluor 488-(green)-conjugated goat aabkit antibody (1:200) and Alexa Fluor
568 (red)-conjugated goat antimouse (1:200) foral toom temperature in the dark. Stained
cells were examined with a Zeiss LSM510 confocatroscope (63/1.4 numerical aperture
objective) and the images were imported into an Li&Mge browser for analysis. Merge

corresponds to colocalisation of PAT1 and p22phox.

Statistical analysis

All results are expressed as means = standard efrahe mean (SEM). Significant

differences (p < 0.05) were identified using thedent’st test.
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Results

The cytosolic C-terminal tail of p22phox interactswith PAT1 in the yeast two hybrid

system andin vitro

To identify potential p22phox-interacting proteimg used a yeast two-hybrid approach with
the cytosolic C-terminal region of p22phox (132-19bigure 1A), fused with the LexA
protein, as bait to screen a human spleen cDNAaryor Among the histidine an@-
galactosidase positive clones, one contained 886ddyt and has passed all the non specific
interaction controls (Figure 1B and C). The cloreswgequenced and results showed that the

sequence matched the human PAT1 sequence.

To confirm the p22phox/PATla interaction we perfedna GST pull-down assay using
recombinant human PATla and GST-p22phox(132-1985uls show that GST-p22phox
was able to pull-down PAT1a while GST alone was (kgure 2). These results show that
the association between PAT1a and p22phox couldraticectly without the need for any

other protein or agent.

PAT1 is expressed in human neutrophils

The presence of PAT1 in human neutrophils and leytks was not known. To determine
whether PATL1 is expressed in human blood cellstraphils, monocytes and lymphocytes
were isolated and extraction of the total RNA wasfgomed. PAT1 mRNA expression was
analysed using specific primers and RT-PCR cDNAnttieation. Results show that PAT1
MRNA was expressed in the three types of blood elivariable levels (Figure 3A). Higher
expression was seen in neutrophils and lymphocyidsle less mMRNA expression was

observed in monocytes. To see the expression oflR#dtein, equal amounts of cells were
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analysed by SDS PAGE and Western Blot using a Spewnitibody against human PAT1.
Results show that PAT1 protein is expressed irthihee cell types at relatively equal levels
(Figure 3B). Subcellular fractionation of restingutrophils and protein analysis show that

PAT1 is localized in the cytosol and plasma memésaof the cells (Figure 3C).

PAT1 and p22phox colocalize and interact in human eutrophils

To determine whether p22phox and PAT1 interachiadt neutrophils, we first explored the
possibility of colocalization. To investigate thige used a confocal microscopy technique,
using an anti-PAT1 mouse polyclonal antibody raiagdinst the last 100 amino acids (486
a.a ~ 586 a.a), and a rabbit anti-p22phox antib&®sults show that in resting neutrophil
PAT1 showed a cytoplasmic and nuclear distributishile p22phox showed granular
localisation (Figure 4A). PAT1 colocalised partyallvith p22phox especially in the peri-
nuclear region. Interestingly, upon stimulation wiMLF (10° M) or PMA (100 ng/ml),
neutrophils demonstrated a peripheral localizabbPAT1 colocalized with p22phox at the
membrane periphery. The same distribution was d®send in human monocytes
(supplementary Figure 1). These results suggesdt aharanslocation of the PAT1 to
membranes takes place following stimulation. Rgstnd stimulated neutrophils were then
lyzed and membranes and cytosol were separatedult®eshow that stimulation of
neutrophils indeed induced PATL1 translocation ®ritembranes (Figure 4B), as regards the

confocal microscopy results, fMLF induced more $tanation than PMA.

To determine whether if PAT1 interacts with p22phoxntact neutrophils we used a co-
immunoprecipitation assay. Cell lysates from reptior fMLF- or PMA-stimulated

neutrophils were immunoprecipitated with anti-cytomme b558 (7D5) which recognizes
extracellular gp91phox/p22phox without interferiwmgh intracellular interactions and were

analyzedby Western blotting. Indeed, as shown in FigurePBT1 was detected in the
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cytochrome b558 complex containing gp91phox andpp@f, whilePAT1 was not detected

in beads with control IgG isotype.

Effect of PAT1 on ROS production in a free cell syem and in intact cells

The results described above show that p22phoxaictewith PAT1in vitro and in intact
neutrophils but whether this interaction has a fimnal role in NADPH oxidase activation
remains unknown. To assess the effect of PAT1 oDRIA oxidase activation we used the
cell-free system which allows to test the effectwvafrious macromolecules on NADPH
oxidase activation. Membranes and cytosol weraisd|from resting neutrophils, activation
was induced by SDS and superoxide anion produetes measured using the cytochrome ¢
reduction assay. Results show that recombinant RfkihAnces NADPH oxidase activation in
a concentration dependent manner (Figure 6) (Soppleary Figure 2).

Because neutrophils have a short life span andesistant to transfection experiences, we
used alternative cells for PAT1 over-expressiomnsthi, we over-expressed PAT1 in human
monocytes using an Amaxa transfection system. Awvshin Figure 7A, transfection of
human monocytes with a plasmid encoding PAT1 redulh overexpression of PAT1. GFP
expression was also used to check the transfeefitziency of monocytes (Supplemental
Figure 3) Monocytes overexpressing PAT1 showed enhanced @diction as measured
by luminol-amplified chemiluminescence (Figure 7Bhis increased ROS production, seen
previously in resting monocytes, was maintainednuptimulation with fMLF and PMA.
Interestingly, fMLF (18 M) induced a significantly higher ROS productidrann PMA (100

ng/ml).

To confirm these results we used COSphox celklimbich are transfected with the oxidase
components and with the fMLF receptor, FPR (27an8fection of HA-tagged PAT1 in these
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cells resulted in PAT1 overexpression (Figure 8A)munoprecipitation of cytochromgsg
using an anti-gp91phox or anti-p22phox antibodywsth that PAT1 co-immunoprecipitated
with the complex (Figure 8B), while the use of cohtgG did not demonstrate the presence
of PATL1. Transfection of PAT1 in COSphox cells clgancreased fMLF-induced ROS
production. Interestingly, constitutive and PMA-umgd ROS production was only slightly

enhanced.
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Discussion

ROS production by the phagocyte NADPH oxidase isrwecial process for host defense
against pathogens. However excessive NADPH oxidageation is believed to be involved
in inflammatory reactions (28,29). Tight regulatimi NADPH oxidase activation is
important to ensure that ROS are produced whenwdrede required. Several mechanisms
such as protein phosphorylation, GTPase activaiuh protein/protein interactions regulate
NADPH oxidase activation (11,12). Results presentedthis study uncover a new
p22phox/PAT1 interaction which controls NADPH oxsdaactivation and ROS production.
We used different approaches to show the intenadi&iween p22phox and PAT1; the yeast
two hybrid system, the GST pull-down assay, corfocaicroscopy and a co-
iImmunoprecipitation technique. Recombinant PATXeased NADPH oxidase-derived ROS

production in the cell-free system as well as tachmonocytes and in COSphox cells.

It had been proposed that p22phox protein sequeansisted of up to 4 transmembrane
domains (28). However experimental data indicated there are only two domains and a
long cytosolic region (29,30). It is known that h22phox cytosolic tail serves as a docking
site for p47phox tandem SH3 domains during NADPIltlase activation (31-33). Indeed the
p22phox C-terminal sequence has a polyproline semu@ecessary for this interaction as
shown by site directed mutagenesis (34) and in ® @&tient who has a mutation at proline
156 (35). As the PAT1 sequence does not have andBhhain, it is unlikely that PAT1 binds

to the p22phox via a proline rich region. Furtharastigation is necessary to narrow down
the binding sequences on both proteins. P22phghasphorylated in the cytosolic region
when cells are stimulated (35). Whether this phosghtion inhibits or stimulates PAT1

binding needs to be explored.
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PAT1 mRNA is expressed in different tissues suchesst, brain, placenta, skeletal muscle,
kidney and pancreas (16). At least three isoforh$AT1 have been described in the
literature; they are almost identical differing byly a few amino acids. These isoforms
comprise PATL1 itself, ARA67 which is 99,6% identita PAT1 and PAT1a which is 99%
identical to PAT1 (14). The sequence identifiedhrs study is a common sequence for all
three isoforms and we are not able to say whicfoisois expressed in human neutrophils.
Since the three isoforms are 99% identical, andctmamon yeast double-hybrid-identified
the N-terminal domain as interacting with p22phaX, three isoforms could potentially

interact with p22phox(132-195).

PAT1 binds microtubules and is involved in intragelr trafficking of several proteins
including p-amyloid precursor protein (APP) (13,14), Us11 siprotein (37), and androgen
receptor (16). It is not excluded that PAT1 couldypa role in p22phox production or in the
trafficking of p22phox rich granules in phagocytége have confirmed that PAT1 binds to
microtubules in vitro and was able to mediate p22phox binding (data staiwn).
Interestingly, cytochrome b558 was shown to undegdormational changes and to bind to
cytoskeleton with activated NADPH oxidase (38). RAMay facilitate the conformational
changes of cytochrome b558 and it's binding to sigteton. Thus PAT1 could control

localization of NADPH oxidase activation in thelcel

P22phox expression is not restricted to phagocytésexpressed in several tissues and cells
such as vascular smooth muscle cells, epithelili,cendothelial cells and neurons. In
addition p22phox is associated with other NOX emgyrauch as NOX1, NOX3 and NOX4
(39). Using the yeast two-hybrid system and a Mascamooth muscle cell cDNA library
Lyle et al, (40) have identified Poldip2 protein agartner of p22phox. Poldip2 increased
NOX4 enzymatic activity in vascular smooth musckelsc and modulated cytoskeletal
remodeling and cell migration. Our results and ¢hosported by Lyle et al, suggest that
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p22phox could have several partners which probdbpend on p22phox tissue localization

and NOX-controlled function.

In conclusion, we show here that PATL1 is able twllib p22phox cytosolic tail composed of
aminoacids 132 to 195 and is capable of enhanciigMH oxidase activatiom vitro and in

intact cells. PAT1 was first identified in humarllsas binding to APP and to microtubules.
Here we describe a novel function of PAT1 in phagjoccells. Several other cells express
p22phox in association with other NOX enzymes. PATaly also regulate ROS production in

these cells too.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic representation of p22phox cytoBc tail and its interaction with
PAT1 in the yeast two-hybrid system.

(A) P22phox is a transmembrane protein with attl@asansmembrane domains and a long
cytosolic carboxy terminal sequence predicted feonino acid 132 to 195.

(B) Summary of results obtained from the two hylsigbtem. The p22phox cytosolic C-
terminal region (132-195) was fused to the LexAt@iro (pLex10 vector), as bait to screen a
human spleen cDNA library in pACT2 vector. The ildiste and(-galactosidase positive

clone was designed as (+). It was sequenced antlfidd as the human PAT1 sequence.

(C) Specificity of p22phox(132-195)/PAT1 interactioThe pACT2-PATL1 clone was used to
check its interaction with the empty pLex vectodamith pLex10-p22phox(132-195). The

histidine and3-galactosidase positive clones were designed as (+)

Figure 2. Recombinant p22phox(132-195) interacts Wi recombinant PAT1 in the GST

pull-down assay.

Recombinant PAT1 was incubated with GST-p22phox{122) or with GST protein and
then with GSH-agarose beads which were washed times and proteins were analyzed by
SDS-PAGE and Western Blot using anti-GST and aAfi-P antibodies. Experiment

representative of three.
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Figure 3. PATL1 is expressed in human neutrophils.

(A) PAT1 mRNA expression: Neutrophils and lymph@sytwere isolated by Dextran
sedimentation and Ficoll centrifugation then monesywere isolated from PBMC using
Dynabeads kit as described in methods. 1pug of mRidé retrotranscribed into cDNA which
was quantified by Real Time PCR using specific prisramplifying common regions of the 3
isoformes of PAT1. Arbitrary units were attributedsed on £ calculation (mean + SEM,
n=4). (B) PAT1 protein expression: Recombinant PA{L5 pg) and resting human
neutrophil, lymphocyte and monocyte lysates (2 & ddlls) were analyzed by SDS-PAGE
and western blot with an anti-PAT1 antibody. (Ckfeg human neutrophils were lyzed by
nitrogen cavitation and fractions were isolatedaopercoll gradient. Proteins were analyzed
by SDS-PAGE and western blot with an anti-PAT1 laody. For the western blots, one

representative of four experiments.

Figure 4. PAT1 colocalization with p22phox in humameutrophils.

(A) Neutrophils in a resting state or treated WMLF (10° M) or PMA (100 ng/ml), were
prepared for confocal microscopy. Cells were intetbavith a rabbit anti-p22phox antibody
and a mouse anti-PAT1 antibody followed by inculratwith Alexa Fluor 488-(green)
conjugated goat anti-rabbit and Alexa Fluor 56&l)reonjugated goat anti-mouse. Stained
cells were examined with a confocal microscope thedmages were analyzed. The overlap
of PAT1 and p22phox is clearly seen as the whdeadiin the merged image and is enriched
in the perinuclear region in resting neutrophilgl ahthe membrane periphery in the activated
cells (B) Neutrophils in a resting state or treardth fMLF (10° M) or PMA (100 ng/ml),
were lyzed. Membranes and cytosol were separatedltbgcentrifugation on a sucrose
gradient. Membrane proteins were analyzed by SD&#And western blot with anti-PAT1,

anti-p22phox and anti-p47phox antibodies (repredimat of four experiments).
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Figure 5. Co-immunoprecipitation of PAT1 with the neutrophil cytochrome b558 .

Neutrophils in a resting state or treated with fM{1I8°® M) or PMA (100 ng/ml), were lyzed.
Cytochrome b558 was immunoprecipitated using th& @btibody. Proteins were analyzed

by SDS-PAGE and Western Blot using anti-gp91phakamti-PAT1 antibodies.

Experiment representative of three.

Figure 6. Recombinant PAT1-increased superoxide pruction in the cell-free system

(A) Human recombinant PAT1a was expressed in H, @ofified and 50 ug/ml was added to
the reaction mixture consisting of cytosol, membesaand GT#S. The reaction was started
by adding SDS and the substrate and measuring augeranion using the cytochrome c¢
reduction assay(B) The reaction was performed in the presence ifferdnt PAT1la
concentrations (pg/ml). O2production is expressed as nmol/mirf/t@lls. (mean + SEM,

n=4) * p<0.05 as compared to ROS production inatheence of PAT1a.

Figure 7. Over-expression of PAT1 in human monocyginduced an increase of ROS
production.

(A) Human monocytes were freshly prepared and teated with either a plasmid expressing
PAT1la (pcDNA3.1-PAT1a) or with an empty pcDNA3.hshid. Proteins were analyzed by
SDS-PAGE and western blot with anti-PAT1 and ap8Iphox antibodies. One experiment
representative of three. (B) ROS production was swmeml using luminol-amplified
chemiluminescence in resting cells, fMLF- and PM#nsilated cells. Results are expressed
as percentage of empty pcDNA3.1 plasmid (mean + SE#) * p<0.05 as compared to

empty pcDNA3.1 plasmid. # p<0.05 fMLF (201) vs PMA (100 ng/ml).
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Figure 8. Over-expression of PAT1 in COSphox cellsnduced an increase of ROS

production.

(A) COSphox cells were transfected with a plasmigressing PAT1la and lyzed in lysis
buffer. Proteins were analyzed by SDS-PAGE andemedilot with anti-PAT1, anti-p22phox
and anti-p47phox antibodies. (B) Proteins were imopuecipitated with anti-YY antibody
and analyzed by SDS-PAGE and western blot with-RAfI'1l, anti-p22phox and anti-
gp91phox antibodies. (C) ROS production was medsuosing luminol-amplified

chemiluminescence in resting cells, fMLF- and PM#wslated cells. Experiments

representative of three.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 6 *
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Figure 7
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Figure 8 | EIF |
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Figure 1
supplementary

PATA p22phex Nucleus

o . .
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Figure 1 (supplementary) . PAT1 colocalization withp22phox in human monocytes.

(A) Monocytes in a resting state or treated withA{00 ng/ml), were prepared for confocal
microscopy. Cells were incubated with a rabbit -p@2phox antibody and a mouse anti-
PAT1 antibody followed by incubation with Alexa Blu488-(green) conjugated goat anti-
rabbit and Alexa Fluor 568 (red) conjugated godi-mmouse. Stained cells were examined
with a confocal microscope and the images wereyaadl The overlap of PAT1 and p22phox

is clearly seen as the white signal in the mergeaje.
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Figure 2
supplementary
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Figure 2 (supplementary). Recombinant PAT1a, but noBSA, increased superoxide

production in the cell-free system

Recombinant PAT1a was added at different concémtrat(pig/ml) to the reaction mixture
consisting of cytosol, membranes and @$PControl: without any protein. BSA (75ug/ml)
served as a control. Recombinant p67phox servedpasitive control. Cytosolic portion of
gp91phox (291-570 aa) served as a negative convpetibntrol. The reaction was started by
adding SDS and the substrate and measuring sugercamion production using the

cytochrome c reduction assay. ‘©Ogroduction is expressed as nmol/mir/&ells.
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Figure 3
supplementary

Optical
Microscopy

Fluorescence

Figure 3 (supplementary). Monocytes were transteetgh pCDNA3.1-PAT1la (the two up
and down left squares) or with GFP control plasftieé two up and down right squares ).

Cells were observed with light and fluorescent mscopy
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2. Résultats supplémentaires
Interaction de PAT1a/p22phox avec les microtubules

Nos résultats suggérant une translocation de PAlalnéembrane lors de I'activation
des cellules et I'équipe de Zheng ayant montréasseciation aux microtubules (Zheng et al.,
1998), nous avons cherché une interaction entrecomplexe PAT1/p22phox et les
microtubules.

Pour ce faire, nous avons utilisé la technique dpire down assay » dont le principe
repose sur le fait qu’aprés incubation de la pnaté testein vitro avec les microtubules
polymérisés suivie par une centrifugation, la praéassociée aux microtubules précipite
dans le culot tandis que la protéine non associkerecrotubules reste dans le surnageant. Le
«spin down assay » a été réalisé selon les ingngc du fournisseur du kit utilisé
« Cytoskeleton Denever USA ». Brievement, les ntidrales polymérisés (5-10 um) ont été
préparés a partir de la protéine Tubuline incub&esdun tampon GTB (General tubulin
buffer) 20 minutes a 35°C, et dilués par la suigdle Taxol a 2%. Des quantités
eéquimolaires des protéines recombinantes PAT1a58t622phox(132-195) (5ug et 2.4 ug,
respectivement) ont été incubées avec les micrt@sbpolymérisés dans 50ul final du
tampon (GTB + Taxol) pendant 30 minutes a tempésadmbiante. Le volume de la réaction
est déposé sur 100 pl d'un tampon « cushing » rétiftegé a 100000g pendant 40 minutes.
Le surnageant et le culot sont dénaturés dansneriadi et analysés par immuno-empreinte.

Les résultats montrent que la quantité de PAT 1gpradipite dans le culot en présence
de microtubules est significativement plus élevaem I'absence de microtubules (Figure 4
supplémentaire)Ce résultat montre que PAT1a se lie aux microtsiul vitro, confirmant
les résultats de Zheng et al obtemwivo a partir de lysat cellulaire (Zheng et al., 1998).

Les mémes expériences ont été realisées pour téswsociation p22phox-
microtubules. Le taux de GST-p22phox(132-195) rduiaante qui précipite dans le culot est
le méme, indépendamment de la présence ou non cfetuofiules polymérisées (Figure 5
supplémentaire). Ces résultats suggerent que i @xterminale de la p22phox(132-195) ne

s’associe pas directement aux microtubules.
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Figure supplémentaire 4 PAT1a se lie aux microtubules polymérisém vitro. la PATla
recombinante a été incubée avec ou sans microsilmdlymérisés pendant 30 minutes a
température ambiantéd) Apres centrifugation, la détection de PAT1a dansulageant et

le culot a été effectuée par immuno-empreinte awveanticorps spécifique anti-PAT(B)
Quantification de la PAT1a dans le culot en présestcen I'absence des microtubules. MT :
microtubules. S: surnageant. P : culot. Arbitramgits : unités arbitraires. * p<0.05:
comparaison entre la quantité de PATla dans let caio présence ou en absence de
microtubules. Résultats présentés en termes dermeyeSEM, n=5.
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Figure supplémentaire 5 La p22phox ne se lie pas aux microtubulesn vitro La
p22phox(132-195) recombinante liee a la GST (GSAPE2-195)) a été incubée avec ou
sans microtubules polymérisés pendant 30 minutdenipérature ambiantgA) Aprés
centrifugation, la détection de p22phox dans lenageant et le culot a été effectuée par
immuno-empreinte avec un anticorps spécifique p22phox. (B) Quantification de la
p22phox dans le culot en présence et en I'abseasericrotubules. p22 : p22phox. MT :
microtubules. S : surnageant. P : culot. Arbitramjts : unités arbitraires. Résultats présentés
en termes de moyenne + SEM, n=3.
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Cependant, de facon intéressante, en présence TkaPkRa quantité de GST-p22phox (132-
195) recombinante qui précipite dans le culot eghificativement plus importante en
présence de microtubules qu’en leur absence sugggua la p22phox(132-195) s’associe

aux microtubules via la PAT1a (Figure 6 supplémesta

PAT1a
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MT - - + +
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Figure supplémentaire 6 La p22phox s’associe aux microtubules via la PAT1m vitro

La p22phox (132-195) recombinante liée a la GSTTP32(132-195)) a été incubée avec ou
sans microtubules polymérisés en présence de PAdctanbinante pendant 30 minutes a
température ambiantgAd) Apres centrifugation, la détection de p22phox darsirnageant et

le culot a été effectuée par immuno-empreinte aveanticorps spécifique antip22phdB)
Quantification de la p22phox dans le culot en préseet en I'absence des microtubules.

p22 . p22phox. MT : microtubules. S: surnageant. dulot. Arbitrary units: unités
arbitraires. * p<0.05 : comparaison entre la quarde GST-p22phox (132-195) dans le culot
en présence ou en absence de microtubules. Réspitdentés en termes de moyenne *
SEM, n=3.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Les polynucléaires neutrophiles humains (PN) so des premiéres barriéres de
défense contre lintroduction d’'un agent pathogdaas I'organisme (Witko-Sarsat et al.,
2000, Nathan et al., 2006). lls sont un des pid#sl'immunité innée et constituent un
puissant systeme de défense de 'homme contreglestsa pathogénes principalement les
bactéries et les champignons mais aussi les pesadies virus qui ont franchi les barrieres
cutanéo-muqueuses, et des structures reconnuesecetnamgeres telles que les cellules et
les molécules endogénes altérées. Les activité®lnitdes des PN dépendent de différents
mécanismes qui sont d’ailleurs intriqués : libénatde protéines a activité anti-microbienne
et production rapide de formes réactives de I'oxgg€FRO), c'est ce que I'on appelle
I'explosion oxydative des PN (Nauseef, 2007). Ladpiction des FRO dépend de l'activation
d'un systéme enzymatique complexe, la NADPH oxy¢Rabior., 1999 ; Vignais., 2002 ; El
Benna et al., 2005). Celle-ci est faite de difféseromposants distribués entre la membrane
et le cytoplasme dans le PN au repos : le flavatytume bssg qui est membranaire et
constitué de deux sous unités (gp91lphox et p22ppbax pour phagocyte oxidase), des
composants cytosoliques (p47phox, p67phox, p40ghame petite protéine G, de type Rac
2 dans le PN humain). Sous l'influence de différestimuli, induisant I'activation de signaux
transductionnels et particulierement de mécanisdesphosphorylation, les composants
cytosoliques transloquent vers la membrane abamtisa la formation d'un complexe
moléculaire actif responsable du transfert d'éecra partir du NADPH sur I'oxygéne
moléculaire. Ce transfert d’électron génere la potidn d'anion superoxyde précurseur des
différentes FRO (Chanock et al., 1994 ; Babior,400Qa NADPH oxydase joue un réle
essentiel dans la microbicidie comme le montre plajfion d’infections graves et/ou
répétées dans la granulomatose septique famitlafeit génétique de production des FRO
par le systeme NADPH oxydase des phagocytes (®egdl 2000 ; Heyworth et al., 2003).
Cependant, les PN sont des armes a double trandaanine activation excessive, prolongée
ou encore dans un lieu inapproprié peut condugtesalésions tissulaires séveres impliquées
dans la physiopathologie de différentes maladidanmmatoires aigués ou chroniques,
comme dans la polyarthrite rhumatoide, certainesdies inflammatoires pulmonaires, les
maladies inflammatoires chroniques intestinales,sy@drome d’'ischémie/reperfusion...
(Babior, 1984 ; Smith, 1994 ; Weiss, 1989 ; Witkarsat et al., 2000 ; Lambeth., 2007). Ceci
souligne donc la nécessité d’'une régulation finepreicise de Il'activité de la NADPH
oxydase. De nombreux mécanismes sont impliqués cetites régulation que ce soit dans
'environnement du PN par les médiateurs de Imitaation induisant des signaux
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intracellulaires ou au niveau de la NADPH oxydale-méme dont les composants vont
subir différentes modifications notamment des phosgations induisant des changements
conformationnels, permettant de nouvelles intevasti moléculaires telles que des
interactions protéine/protéine ou protéine/lipiders de I'activation de la NADPH oxydase,
la p47phox subit une phosphorylation sur plusiesites et transloque, avec les autres
composants cytosoliques, a la membrane ou ellie sel& partie C-terminale cytosolique de
la p22phox (El Benna et al., 2009). La liaison ga¥pp22phox est essentielle pour
'assemblage de la NADPH oxydase. En effet, la p22p posséde deux domaines
transmembranaires et une longue portion cytosoliZierminale (Davis et al., 1998 ; Taylor
et al., 2004 ). La partie cytosolique C-termina&e ld p22phox contient les acides aminés
132-195 et son poids moléculaire est d’environ & KBontayne et al., 2002). Elle possede
une séquence riche en proline qui sert de sitecthge aux deux domaines SH3 de la
p47phox lors de I'activation de la NADPH oxydasé&Bock et al., 1994 ; Groemping et al.,
2005). Le role de cette séquence riche en prokams darrimage de la p47phox a été montré
par mutagénése dirigée de ces sites et chez wnpatteint de granulomatose septique ayant
une mutation de la proline 156 (Lewis et al., 2QDonauer et al., 1991).

Dans ce travail, nous montrons qu’une protéine noencore décrite dans les phagocytes,
la PAT1, interagit avec la partie cytosolique ded p22phox. Cette nouvelle interaction
régule I'activation de la NADPH oxydase et la prodation des FRO. Nous décrivons
donc dans ce travail une nouvelle fonction de la PR dans les cellules phagocytaires
Nous avons utilisé différentes approches pour neordette interaction entre la PAT1 et la
p22phox : le systéme double hybride dans les lsydeetechnique de GST-pull down
vitro, la microscopie confocale et la technique de cowmoprécipitation. De plus, nous
avons montré que la PAT1 recombinante a un effaitipsur 'activité de la NADPH
oxydase,in vitro dans un systeme acellulaire reconstitué, et dasscellules intactes
(monocytes et cellules COS-phox).

Au cours de l'activation de la NADPH oxydase, lagiod riche en proline de la partie
cytosolique de la p22phox sert de site d’'ancrage fgs deux domaines SH3 en tandem sur
la p47phox. PAT1 n'a pas de domaine SH3 mais éfpode dans sa séquence de plusieurs
domaines qui sont susceptibles de servir dansntesactions protéine/protéine comme les
séquences de 5 répétitions de 7 acides aminésmaide LXXLL et les 4 motifs TPRBien
gue Zhang et ses collaborateurs aient produitglusiformes tronquées de PAT1/ARAG7, ils
n‘ont pas réussi a démontrer I'implication d’'un done particulier dans la liaison avec le

récepteur a 'androgéne (Zhang et al., 2004). Déapart, notre clone positif obtenu grace a la
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technique de double hybride code pour une séquélecwiron 278 acides aminés dans la
partie N-terminale (N-ter) de PAT1 ce qui suggeue qette partie de PATL1 serait plus
particulierement impliquée dans la liaison avep22phox. Il faut noter que les 5 séquences
répétées de 7 acides aminés ainsi que le domaidéILX¥ont contenus dans ces 278 acides
aminés. La détermination du ou des site(s) deolmentre PAT1 et la p22phox demandera
des investigations plus approfondies.

Zheng et ses collaborateurs ont déterminé surdaesiee de PAT1 des sites potentiel de
phosphorylation par la protéine kinase C (figurg 200s données préliminaires obteniues
vitro montre que PAT1a recombinante est phosphorylé&agiKCp et plus modérément par
un mélange purifié de PK@, 3,y etd, {. Par contre, nous n’avons pas mis en évidence de
phosphorylation avec les ERK1/2 (Résultats nontrésh . Ces données sont bien sir a
confirmer in vitro et dans des cellules intactassague la nature des résidus phosphorylés.
Au sein du complexe NADPH oxydase, les phénomenese d
phosphorylation/déphosphorylation jouent un rélgemadans la régulation de cette enzyme
(El Benna et al., 2005 ; Fontayne et al., 2002).plkatie cytosolique de la p22phox est
phosphorylée lors de I'activation de la cellule g8 PKC conventionnelles (Regier et al.,
1999). De plus, les PKC phosphorylent la p22phaxususeul site, la thréonine 147, régulant
I'interaction p22phox-p47phox dans les cellulemstees, potentialisant ainsi I'activité de la
NADPH oxydase (Lewis et al., 2009). La PKCexiste dans les neutrophiles ainsi que les
autres isoformes de PKC (El Benna et al., 2009nsiAi peut-on se demander si la
phosphorylation de la p22phox et éventuellemeniecdé PAT1 aurait un effet sur leur
interaction, et par conséquent sur l'activité dBlRDPH oxydase.

L’ARNmM de PAT1 est exprimé dans différents tissaexme le cceur, le cerveau, les muscles
squelettiques et le placenta. Trois isoformes qideitiques (quelques acides aminés de
difféerences) ont été décrits dans la littératuRAT1 elle-méme, ARA67 qui est 99.6%
identique a PATL1, et PAT1a qui est 99% identiquBAa'l. J'ai effectué mon travail en
utilisant PAT1a dont I'équipe de Stefan Kins (Kugtnal., 2006) nous a envoyé le plasmide
contenant sa seéquence. Puisque ces trois isof@omesdentiques a 99%, ils pourraient tous
interagir avec la partie C-ter cytosolique de I12gox formée des acides aminés 132 a 195.
PATL1 lie les microtubules dans les cellules COS-lest impliquée dans le trafic et la
localisation subcellulaire de plusieurs protéinesime laf Amyloid precursor protein (APP)
(Zheng et al., 1998), la protéine virale Usll (Bermhjema et al.,, 2003) et le récepteur a
'androgéne (AR) (Zhang et al., 2004). Nous avohglié et confirmé la liaison PAT1-
microtubulesin vitro confortant les résultats de Zheng et al (FiguraigpEmentaire de la
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section Résultats supplémentaires). De plus, neossatesté I'effet de la présence de PAT1
sur la liaison p22phox-microtubules. En effet, 1a2phox seule ne s’associe pas aux
microtubulesin vitro (Figure 5 supplémentaire de la section Résultapplémentaires).
L’addition de PAT1 dans la réaction permet a la gk de co-précipiter avec les
microtubules (Figure 6 supplémentaire de la secRésultats supplémentaires), suggérant
que PATL pourrait participer indirectement a I'asaton de la p22phox aux microtubules et
donc a des structures du cytosquelette. De pluss aweons montré que PAT1 transloque du
cytosol a la membrane aprés stimulation des PNucesi concordant avec un role possible
de PAT1, entre autres, dans le trafic des compssimnia NADPH oxydase a la membrane
plasmique lors de I'activation de la cellule. Césultats peuvent conduire a I'hypothése que
PAT1 pourrait jouer un role dans le trafic des gtations riches en p22phox pendant
I'activation du phagocyte.

En effet, il est admis que la p22phox transloqusetesites de stockage intracellulaire vers le
phagosome apres I'activation de la cellule (Jesaitial., 1990). De plus, il a été montré que
le cytochrome b558 subit un changement de confiomatt se lie aux protéines du
cytosquelette (moesin et Ezrin) pendant I'activatae la NADPH oxydase (Paclet et al.,
2007). PAT1 pourrait faciliter la liaison du cytwome b558 au cytosquelette contrélant ainsi
la localisation des composants de la NADPH oxydds@s la cellule. Des études
complémentaires seront nécessaires pour testertogibthése.

L'expression de p22phox n’est pas restreinte auagpbytes: elle est exprimée dans
plusieurs tissus et cellules comme les cellulescoiages lisses vasculaires, les cellules
epithéliales, les cellules endothéliales, les neeso...etc. P22phox est associée a d’autres
NOX (NOX1, NOX2, NOX3, et NOX4) et est responsabiie leur stabilité. Ainsi, p22phox
est présente dans les cellules endothéliales doesnau elle colocalise avec NOX2
(Bayraktutan et al., 2000), dans les neuroneshdepbcampe ou elle colocalise avec NOX2
au niveau des synapses (Tejada-Simon et al., 2808ans les cellules musculaires lisses
vasculaires ou elle colocalise avec NOX1 (Hannal.et2004). Récemment, en utilisant un
systéme de double hybride dans les levures crillizusi une librairie de cellules musculaire
lisses vasculaires, Lyle et ses collaborateurs womintré que la protéine Polidip2
« POLymerase Delta Interacting Protein 2 » étaihaonveau partenaire de la p22phox (Lyle
et al., 2009). En effet, Poldip2 co-immunoprécipaeec la p22phox et NOX4. Dans les
cellules musculaires lisses vasculaires, Poldig@catise avec NOX4 et p22phox et elle est
capable d’augmenter l'activité enzymatique basaeNDX4 dans ces cellules. De plus,

Poldip2 module le remodelage du cytosquelette etréle la migration cellulaire. Nos
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résultats ainsi que ceux de Lyle et al, suggeremt lq p22phox pourrait avoir plusieurs
partenaires dans des cellules différentes avedatesions différentes. PAT1 est présente
dans différents types cellulaires originaires diéédints tissus comme la lignée cellulaire
LNCap originaire de la prostate, la lignée celldaie gliome (ligne cellulaire HTB14) et les
neurones corticaux primaires de souris (Zhang.e2@04 ; Briand et al., 2009). Il n’est donc
pas exclu que PATL1 puisse avec son partenairedphmx, jouer un réle dans la régulation
de NOX2 ou d’autres NOX en fonction de leur locatisn cellulaire et tissulaire.

PAT1 détient un domaine de localisation nucléaiNdL& » et des signaux d’export nucléaire
(NESSs). Une localisation nucléaire a été obsenades glusieurs types cellulaires (Gao et al.,
2001). Nous avons constaté dans les PN et les mi@msoau repos que PAT1 était présente
dans le cytosol mais aussi dans le noyau (Figuret #igure 1 supplémentaire de la
publication soumise). Nous disposons de donnédisnmaires par microscopie confocale qui
montrent que la colocalisation PAT1-noyau est piysortante au repos qu’apres stimulation
avec le fMLF ou le PMA, suggérant une translocatierPAT1 du noyau vers le cytosol lors
de l'activation des cellules. Ces données seragentompléter par des technigques de
fractionnement subcellulaire afin d’étre confirmée&®ventuelle exportation de PAT1 du
noyau pourrait ainsi renforcer son pool cytosolignevue de remplacer la PAT1 cytosolique
transloguée a la membrane plasmique et dégradéa paite lors de la restauration de I'état
normale de la cellule. La translocation de PATIndyau vers le cytosol lors de l'activation
des PN ou des monocytes pourrait ainsi participkar @otentialisation de la production des
FRO par la NADPH oxydase que nous avons montrés dartravail. Par ailleurs, il a été
montré que PAT1 entrainait la translocation dedamene SET (template activating fact@ir 1
ou phosphatase 2A inhibitor 2) du noyau vers lesnit induisant la mort cellulaire des
neurones corticales primaires (Briand et al., 20@BT a comme fonction, entre autres,
I'inhibition de la phosphatase 2A (PP2A) (Vera kf 2006), ce qui peut intervenir dans la
régulation de la NADPH oxydase. En effet, les Prement bien les phosphatases PP1 et
PP2A et leur inhibiteur, la calyculine A, potensal la production des FRO et la
phosphorylation de la p47phox (Kawakami et al., 99®e plus, PP2A est un régulateur
négatif de la voie des ERK dans les fibroblastesto&hi et al., 2002). Ici nous émettons
I'hypothese que PAT1, en augmentant le taux de 8&Ts le cytosol, pourrait inhiber la
PP2A, et par conséquent potentialiser la productiee FRO par la NADPH oxydase.
Cependant, la présence et la fonction de SET desigthagocytes n'ont pas encore été

étudiées.
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Par ailleurs, PAT1 dispose d’'un domaine PEST arémité C-terminale impliquée, comme
je l'ai précisé dans lintroduction, dans la dégtamh de protéines régulatrices ayant un
« turnover » élevé. Son éventuel réle dans la diégian de protéines impliquées dans
I'activité de la NADPH oxydase pourrait étre exglor

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladi®-amimuneinflammatoire. Au cours de
cette maladie, les PN actives infiltrent le liquisinovial des articulations des patients. La
production en exces de FRO par les PN du liquidedgl a été montrée par des membres de
notre équipe et peut participer a la dégradatiddosarticulaire (Dang et al., 2006). Ayant
montré que PAT1 potentialisait la production deORpar la NADPH oxydase phagocytaire,
nous avons étudié I'expression de PAT1 dans lessBNs du liquide synovial de patients
atteints de PR. Nos résultats montrent une expredsaucoup moins importante de 'ARNmM
dans ces PN comparée a celle des PN témoins. Dfagen surprenante, le niveau
d’expression de la protéine ne semble pas sigtifeaent modifié : chez 2 des trois patients
étudiés on constatait plutdt une augmentation a&sgion. L'étude de I'expression de PAT1
dans les PN isolés de liquide synoviaux de patiatt¢snts de PR devra étre poursuivie sur un
plus grand nombre de patients en tenant comptétae ¢linique et des traitements en cours.
L’étude des mécanismes qui régulent I'expression RIBT1 dans des contextes
inflammatoires et ceux par lesquels PAT1 potesgalia production de FRO dans les
phagocytes humains pourrait conduire a l'identifara de nouvelles cibles thérapeutiques
permettant d’espérer diminuer les lésions tissegadues a I'hyperactivation de la NADPH
oxydase au niveau du site inflammatoire.

En conclusion, mon travail de thése montre quealtigocytosolique de la p22phox interagit
avec PAT1, une protéine non décrite dans les esllghagocytaires. Cette interaction
potentialise I'activation de la NADPH et la prodoct des FRO par les phagocytes. PAT1

pourrait réguler la réponse immunitaire inflammegahez ’lhomme.
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Article 2:

The NADPH oxidase cytosolic component p67phox is
constitutively phosphorylated in human neutrophils:
Regulation by a protein tyrosine kinase, MEK1/2

and phosphatases 1/2A
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Neutrophils play a key role in host defense and inflammation through the production of superoxide anion
and other reactive oxygen species (ROS) by the enzyme complex NADPH oxidase. The cytosolic NADPH
oxidase component, p67phox, has been shown to be phosphorylated in human neutrophils but the
pathways involved in this process are largely unknown. In this study, we show that p67phox is
constitutively phosphorylated in resting human neutrophils and that neutrophil stimulation with PMA
further enhanced this phosphorylation. Inhibition of the constitutively active serine/threonine
phosphatases type 1 and type 2A (PP1/2A) by calyculin A resulted in the enhancement of p67phox
phosphorylation. Constitutive and calyculin A-induced phosphorylation of p67phox was completely
inhibited by the protein tyrosine kinase inhibitor genistein and partially inhibited by the MEK1/2
inhibitor PD98059, but was unaffected by GF109203X, wortmannin and SB203580, inhibitors of PKC,
PI3K and p38MAP kinase, respectively. Two-dimensional phosphopeptide mapping revealed that
constitutive and calyculin A-induced p67phox phosphorylation occurred on the same major sites.
Interestingly, calyculin A enhanced formyl-Met-Leu-Phe (fMLP)-induced superoxide production, while
genistein inhibited this process. Taken together, these results suggest that (i) p67phox undergoes a
continual cycle of phosphorylation/dephosphorylation in resting cells; (ii) p67phox phosphorylation is
controlled by MEK1/2 and an upstream tyrosine kinase; (iii) PP1/2A directly or indirectly antagonize this
process. Thus, these pathways could play a role in regulating ROS production by human neutrophils at
inflammatory sites.

© 2011 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

cytosolic components (p47phox, p67phox, p40phox and Rac2)
migrate to the membranes, where they associate with the

Neutrophils play a key role in host innate immune responses
and inflammation [1-4]. After phagocytosis of the pathogen, they
produce superoxide anion, a precursor of anti-bacterial reactive
oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide, hydroxyl radical
and hypochloric acid [3,4]. The enzyme responsible for superoxide
anion production is called the NADPH oxidase [5,6]. In resting cells,
the NADPH oxidase is inactive and its components are distributed
between the cytosol and membranes. When cells are activated, the

* Corresponding author at: INSERM, U773, Centre de Recherche Biomédicale
Bichat Beaujon (CRB3), Faculté de Médecine Xavier Bichat, 16 rue Henri Huchard,
Paris F-75018, France. Tel.: +33 1 57 27 77 23; fax: +33 1 57 27 74 71.

E-mail address: jamel.elbenna@inserm.fr (J. EI-Benna).

0006-2952/$ - see front matter © 2011 Published by Elsevier Inc.
doi:10.1016/j.bcp.2011.07.070

membrane-bound component (flavocytochrome b558) to assem-
ble the catalytically active oxidase [7,8]. Cytochrome b558 is a
heterodimeric membranous protein composed of a large subunit
(gp91phox, now called NOX2) and a small subunit (p22phox).

The predicted amino-acid sequence of p67phox contains two
SH3 domains, four tetratricopeptide-rich regions (TPR), one PB1
domain and at least one proline-rich region [7,8]. P67phox
associates tightly with the cytoskeleton [9-11], interacts with
p40phox and p47phox in resting cells, and interacts with rac1/2
and with cytochrome b558 in activated cells [7,8]. In addition,
p67phox can regulate cytochrome b558 catalytic activity by a
sequence called the activation domain [12].

Upon neutrophil stimulation, p47phox [13-15], p67phox
[16,17], p40Ophox [18] p22phox [19], and gp91phox/NOX2 [20],
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become phosphorylated through the engagement of a multitude of
transductional pathways leading to NADPH oxidase activation
[21-23]. Several stimuli, such as phorbol myristate acetate (PMA),
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), and opsonized
zymosan, induce NADPH oxidase activation in neutrophils. It is
now clear that the activation of the NADPH oxidase requires the
assembly of phosphorylated p47phox [24-26] and p67phox and
their translocation from the cytosol to the membrane, followed by
their interaction with cytochrome b558 [27,28].

The intracellular signaling pathways involved in p47phox
phosphorylation have been extensively studied in human neu-
trophils and other cells [29-31], but those involved in p67phox
phosphorylation remain to be defined. We and others have shown
that p67phox can be phosphorylated on serine and threonine
residues by PKC- and ERK/p38MAPK-dependent pathways in
stimulated human neutrophils [16,32,33], although other protein
kinases are also able to phosphorylate p67phox in vitro and in
intact cells [34,35]. P67phox is known to be phosphorylated on
threonine 233 but the phosphorylation of other sites has not been
entirely ruled out [33]. The phosphorylation state of p67phox in
resting neutrophil has not been clearly defined yet.

In this study, we analyzed the status of p67phox phosphoryla-
tion in neutrophils. We clearly show that p67phox is constitutively
phosphorylated in resting human neutrophils, a process that was
enhanced by stimulation. We further show that the constitutive
phosphorylation is the net result of a balance between the activity
of genistein-sensitive protein tyrosine kinases/MEK1/2 and that of
PP1/2A phosphatases.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Phorbol myristate acetate (PMA), formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP), phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), dii-
sopropyl flurophosphate (DFP), Triton X-100, bovine serum
albumin (BSA), Tween-20, para-nitrophenylphosphate (pNPP)
and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Chemi-
cal Co (Saint Louis, Missouri, USA). Dextran T500, Ficoll, [>?P]-
orthophosphoric acid (H3PO4), and Gamma-bind sepharose beads
were purchased from GE-Healthcare (Orsay, France). Diisopropyl-
fluorophosphate (DFP), kinases and phosphatases inhibitors were
from Calbiochem-Merck (Nottingham, UK). Endotoxin-free buffers
and salt solutions were from Invitrogen (Cergy Pontoise, France).
Reagents for SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide
gel electrophoresis), two-dimensional gel electrophoresis and
Western blotting were purchased from Bio-Rad (Richmond, CA,
USA). Rabbit polyclonal antibodies against the C-terminal se-
quence of p67phox were prepared as previously described [16,36].

2.2. Neutrophil preparation

Human neutrophils were obtained by Dextran sedimentation
and Ficoll centrifugation under LPS-free conditions [16,31,32] and
resuspended in phosphate-free buffer (10 mM Hepes pH 7.4,
137 mM Nacl, 5.4 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 0.8 mM MgCl,, and
0.025% bovine serum albumin). For protein preservation, neu-
trophils were treated with the serine protease inhibitor diisopro-
pylfluorophosphate (DFP) (2.7 mM) for 20 min at 4 °C before use.

2.3. Labeling of neutrophils and immunoprecipitation of p67phox and
p47phox

Cells were incubated in phosphate-free buffer containing 0.5 mCi
[32P]-orthophosphoric acid/10® cells/ml for 60 min at 30°C, as
previously reported [16,32]. Neutrophils were then incubated at

37 °C for 30 min for constitutive phosphorylation, or treated with
10M fMLP for 1 min or with 200 ng/ml PMA for 8 min. The
reaction was stopped by adding ice-cold buffer, followed by
centrifugation at 400 x g for 6 min at 4 °C. The cells were lysed
by suspension in lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM Nacl,
0.5% Triton X-100, 0.25 M sucrose, and protease and phosphatase
inhibitors), as previously described [16,32]. The suspension
was sonicated on ice for 3 x 15s and the lysate was centrifuged
at 100,000 x g for 30 min at 4°C in a TL100 ultracentrifuge
(Beckman Inc.).

The cleared supernatant was incubated overnight either with
anti-p67phox antibody (1/200) or with anti-p47phox antibody (1/
200) and each protein was then immunoprecipitated by incubation
with Gamma-bind G-sepharose beads (GE-Healthcare Orsay,
France) that were then washed with lysis buffer, as previously
described [16,32]. The proteins were denaturated in Laemmli
sample buffer and analyzed by electrophoresis [37].

2.4. Electrophoresis and blotting

The samples were subjected to SDS-PAGE in 10% polyacryl-
amide gels, using standard techniques [37]. The separated proteins
were electro-transferred to nitrocellulose membranes [38] and
detected by means of autoradiography or Western blotting with a
specific antibody as described elsewhere [16,32]. In brief,
membranes were saturated for 30 min with 5% non-fat dry milk
in Tris buffered saline with 0.1% tween-20 (TBST). Membranes
were then probed with the anti-p67phox or p47phox antibody
(1:5000 dilution) for 1 h at room temperature and washed 3 times
with the TBST. Membranes were then incubated with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibodies for 1h at room
temperature (1:5000 dilution) and washed three times. Bound
antibody was visualized using Enhanced chemiluminescence (ECL)
(GE-Healthcare Orsay, France). Alternatively, the membranes were
incubated with an alkaline phosphatase-conjugated goat-anti-
mouse or goat anti-rabbit and proteins were revealed with the
NBT/BCIP reagents (Saint Louis, Missouri, USA) in the carbonate
buffer (0.1 mM NaHCOs5, 1 mM MgCl,, pH 9.8).

2.5. Quantification of p67phox and p47phox

32p_radioactivity quantification (cpm) of phosphorylated
p67phox and p47phox, was determined in an Instant Imager
apparatus (Packard) equipped with Instant Imager software.
Radioactivity counts were corrected for protein content assessed
by densitometric analysis of the intensity of the p67phox and
p47phox protein bands revealed by Western blotting using the
Scion Image analysis program from NIH (USA). Alternatively
p67phox phosphorylation was quantified by densitometry using
the same program.

2.6. Two-dimensional gel electrophoresis

Neutrophils were incubated in Hanks buffer at 37 °C for 10 min
in the absence or presence of 200 ng/ml PMA for 8 min, and the
reaction was then stopped by adding ice-cold PBS buffer followed
by centrifugation at 400 x g for 6 min at 4 °C. Resting and activated
neutrophils were lysed in 2-D sample buffer (9.8 M urea, 2% NP-40,
2% ampholines, 1% 2-mercaptoethanol) and analyzed by isoelec-
trofocusing and SDS-PAGE as previously described [39-41].

2.7. Two-dimensional tryptic phosphopeptide mapping of p67phox
Tryptic digestion of p67phox on nitrocellulose, thin-layer

electrophoresis (TLE) and thin-layer chromatography (TLC) were
performed as previously described [16,32]. The nitrocellulose area

(2011), doi:10.1016/j.bcp.2011.07.070

Please cite this article in press as: Dang P-MCC, et al. The NADPH oxidase cytosolic component p67phox is constitutively
phosphorylated in human neutrophils: Regulation by a protein tyrosine kinase, MEK1/2 and phosphatases 1/2A. Biochem Pharmacol

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

133

134
135
136
137
138
139
140
141
142

143

144
145
146
147
148
149
150

151
152

153
154


http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2011.07.070

155
156
157
158
159
160
161
162
163

164

165
166

167

168
169

170
171
172
173
174
175
176
177

G Model
BCP 10982 1-8

P.-M.C.C. Dang et al./Biochemical Pharmacology xxx (2011) XXxx-xxX 3
A .(\Q .(\9
O > o >
S )
@0 xq\t‘ ?& *?\!‘
32p-pBTFIoX —— 32p-p47PHOX —
N
pETHHIOY  —p | pATPHOX — s |8
'
B
25000 25000 T
3 % . T
I . o
[y 20000 T 20000 T
~ o
g %
= = a5
2 < 15000 ® < 15000
hafl= . 8¢
x Q =~ Qo
2 < - g <
X 10000 * Fa 10000
© ~
o 1 ) o
A B
o 5000 T o 5000 A
©
0- 0-
R PMA R PMA
P67PHOX P47PHOX

Fig. 1. Phosphorylation of p67phox and p47phox in resting and activated neutrophils. (A) >’P-labeled neutrophils (50 x 10° cells/ml) were incubated at 37 °C (resting), then
stimulated with PMA (0.2 pg/ml) for 6 min. P67phox and p47phox were immunoprecipitated and the immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE, electro-transferred
and revealed by autoradiography (*?P-p67phox and 3?P-p47phox) and immunoblotting with anti-p67phox and anti-p47phox antibodies. (B) Quantitative analysis of
phosphorylated p67phox and p47phox proteins in human neutrophils: phosphorylated p67phox and p47phox from resting (R) or stimulated (PMA) neutrophils from
different experiments were quantified by phospho-Imager analysis. Results are expressed as the ratio of radioactivity over the amount (cpm/A.U) of immunoprecipitated
p67phox and p47phox determined by densitometry of the blots, as described in Section 2 (mean + SEM, n = 5).

containing 32P-labeled p67phox was incubated for 30 min at 37 °C
with polyvinylpyrrolidone, washed, and then incubated overnight
with trypsin (50 pg/ml) in carbonate buffer. Released peptides
were washed three times in a Speed-Vaac, dissolved in electro-
phoresis buffer (17 vol water/3 vol 88% formic acid) and applied to
one corner of a cellulose thin-layer plate (Merck). After electro-
phoresis (1000 V for 20 min), chromatography was performed as
previously described [16,32]. The plates were autoradiographed
for one week at —75 °C.

2.8. Statistical analysis

All results are expressed as means + SEM. Significant differences
were demonstrated using Student’s t test (significance for p < 0.05).

3. Results

3.1. Constitutive phosphorylation of p67phox in resting human
neutrophils

To study the phosphorylation of p67phox in human neutro-
phils, cells were labeled with 32P, incubated at 37 °C in the absence
(Resting) or presence of PMA (200 ng/ml for 8 min) and lysed.
P67phox was immunoprecipitated from neutrophil lysates using a
specific polyclonal antibody and the immunoprecipitates were
analyzed by SDS-PAGE, transfer to nitrocellulose and autoradi-
ography. The immunoprecipitated protein was further identified
by the anti-p67phox antibody. As shown in Fig. 1 (left panel)

p67phox was clearly phosphorylated in resting cells while less 2P
incorporation was observed in p47phox, which was similarly
immunoprecipitatedO from the same lysate, (right panel). Stimu-
lation with PMA greatly increased the phosphorylation of both
proteins as previously reported [16,24]. Western blotting analysis
showed equal amount of immunoprecipitated proteins for each
condition. Immunoprecipitation with the control IgG showed no
phosphorylated proteins by autoradiography of the gel (data not
shown). Phosphorylated p67phox and p47phox from different
experiments were quantified by phospho-Imager analysis and the
results were expressed as the ratio of immunoprecipitated
radioactivity to the amount of immunoprecipitated p67phox or
p47phox that was quantified by densitometry as described in
Section 2. The mean of these experiments is shown in the lower
panels. Altogether, these results demonstrate that, while stimula-
tion with PMA can increase phosphorylation of both p67phox and
p47phox, only p67phox is consistently phosphorylated in resting
cells. These phosphorylations were also increased by fMLP (data
not shown).

To rule out the possibility that the observed constitutive
phosphorylation of p67phox might occur during 32P cell labeling,
we compared the phosphorylation of p67phox and p47phox in the
same preparation by two-dimensional gel electrophoresis and
immunoblotting with anti-p67phox and anti-p47phox specific
antibodies, a technique that does not require 2P labeling and that
we and others have used in the past [14,41]. Indeed, phosphoryla-
tion can be followed by the change in the isoelectric point of
proteins that shifts to a more acidic range, giving rise to several
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Fig. 2. Two-dimensional gel electrophoresis of resting and PMA-activated neutrophils, and Western blotting of p67phox and p47phox. Resting (top) and PMA-stimulated
(bottom) neutrophils were lysed and analyzed by two dimensional gel electrophoresis and Western blotting with specific p67phox and p47phox antibodies. Data are

representative of three experiments.

phosphorylated isoforms. In resting cells, p67phox migrated as
three spots, indicating the presence of three isoforms (probably
due to different phosphorylation states of the protein), while
p47phox migrated as one very basic spot (Fig. 2), indicating the
absence of phosphorylated isoform. In PMA-activated cells,
p67phox slightly shifted to a very acidic isoform resulting from
its complete phosphorylation while p47phox shifted to several

32P-p67FHOX—; — — ‘ “ -

BTN s | e e~ ag—

32P.PGTPHOX] total p6TPHOX (A.U)
o
i
* %
* ¥

Control + GFX

+ Wort.

+ Gen + SB +PD

Fig. 3. Effect of protein kinase inhibitors on constitutive p67phox phosphorylation.
32p_labeled neutrophils (50 x 10° cells/ml) were incubated in the presence or
absence of GFX109203X (GFX; 5 M), genistein (Gen.; 100 wM), Wortmannin
(Wort.; 100 nM), SB203580 (SB; 10 wM) and PD98059 (PD; 50 wM) at 37 °C for
30 min. P67phox was immunoprecipitated and the immunoprecipitates were
analyzed by SDS-PAGE, followed by electro-transfer and autoradiography (32P-
p67phox) or Western blotting with anti-p67phox antibody. Quantitative analysis of
phosphorylated p67phox proteins in human neutrophils (lower panel):
phosphorylated p67phox and total p67phox from different experiments were
quantified by densitometry of the film and the blot respectively. Results are
expressed as the ratio of phosphorylated over the amount of immunoprecipitated
p67phox (A.U/A.U) (mean + SEM, n =3) (** p < 0.05 compared to control).

more acidic phosphorylated isoforms, as previously demonstrated
[14,41]. Thus, these results confirm those obtained with 32P
labeling, demonstrating that, in contrast to p47phox, p67phox is
constitutively and partially phosphorylated in resting human
neutrophils.

3.2. Constitutive p67phox phosphorylation is controlled by a
genistein-sensitive tyrosine kinase and MEK1/2

To understand the pathways involved in constitutive p67phox
phosphorylation, 32P-labeled neutrophils were incubated with
different protein kinase inhibitors and p67phox phosphorylation
was analyzed as described above. Preincubation of neutrophils
with the tyrosine kinase inhibitor genistein inhibited the
constitutive phosphorylation of p67phox (Fig. 3). In contrast,
preincubation of neutrophils with the PKC inhibitor GF109203X, or
the PI3K inhibitor wortmannin, or the p38MAPKinase inhibitor
SB203580 did not inhibit p67phox phosphorylation in resting cells.
The MEK1/2 inhibitor PD98059 only partially reduced p67phox
phosphorylation.

3.3. Inhibition of the constitutive active phosphatase PP1/2A by
calyculin A resulted in the enhancement of p67phox phosphorylation,
a process controlled by a tyrosine kinase and MEK1/2

Phosphorylation is a dynamic process and the phosphorylation
state of proteins at any point in time is the result of a balance
between the activities of kinases and phosphatases. The results
obtained above showing that incubation of resting neutrophils with
genistein inhibits p67phox phosphorylation suggests that in resting
cells when a tyrosine kinase is inhibited, p67phox is depho-
sphorylated over time by an active phosphatase. Thus, to determine
the potential role of phosphatases in the constitutive phosphoryla-
tion of p67phox in resting neutrophils, 32P-labeled neutrophils were
treated with calyculin A, an inhibitor of phosphatase 1 and
phosphatase 2A (PP1/2A). Results show (Fig. 4) that calyculin A
induced a time- and concentration-dependent increase in p67phox
phosphorylation. These results suggest that PP1/2A may regulate the
phosphorylation of p67phox in resting cells.

To further characterize the constitutive phosphorylation of
p67phox, we performed tryptic phosphopeptide maps of p67phox
isolated from resting and calyculin A-treated neutrophils. Fig. 5
shows that in resting neutrophils, p67phox is phosphorylated on
one major peptide and one minor peptide (designated peptides a
and b) Calyculin A induced the phosphorylation of one major
peptide (peptide a) and two minor peptides (peptides b and c).
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Fig. 4. Effect of the phosphatase 1/2A inhibitor calyculin A on p67phox phosphorylation. 32P-labeled neutrophils (50 x 106 cells/ml) were incubated in the presence or
absence of calyculin A at 37 °C for indicated times and concentrations. P67phox was immunoprecipitated and the immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE, followed
by electro-transfer and autoradiography (*2P-p67phox). Quantitative analysis of phosphorylated p67phox proteins in human neutrophils (lower panel): phosphorylated
p67phox and total p67phox from different experiments were quantified by densitometry of the film and the blot respectively. Results are expressed as the ratio of
phosphorylated over the amount of immunoprecipitated p67phox (A.U/A.U) (mean + SEM, n = 3).

Taken together, these results suggest that p67phox is constitu-
tively phosphorylated on its major sites and these sites are
targeted by phosphatases PP1/2A.

To further check if the genistein-sensitive tyrosine kinase
controls calyculin A-induced p67phox phosphorylation, we tested
the effect of genistein on this process. Preincubation of >>P-labeled
neutrophils (15 min) with genistein completely inhibited the
calyculin A-induced phosphorylation of p67phox (Fig. 6). The
effect of genistein was concentration dependent starting at 25 uM
(Supplementary data 1). However, preincubation of neutrophils
with the PKC inhibitor GF109203X, the PI3K inhibitor wortmannin,
and the p38MAPKinase inhibitor SB203580 did not result in
inhibition of calyculin A-induced p67phox phosphorylation.
MEK1/2 inhibitor PD98059, partially inhibited calyculin A-induced
p67phox phosphorylation. Western blotting analysis showed
equal amount of immunoprecipitated proteins for each condition.
These data strongly suggest that p67phox undergoes a continual
cycle of phosphorylation/dephosphorylation in resting cells
controlled by a genistein-inhibitable tyrosine kinase, MEK1/2
and by the PP1/2A phosphatases.

Human neutrophils, express several tyrosine kinases such as
Lyn, Syk and JAK [42-48]. In order to identify the protein tyrosine
kinase involved in p67phox phosphorylation, we have tested the

p67PHOX Control

p67FHOX + Calyculin A

— TLC

—TLE

Fig. 5. Two-dimensional phosphopeptide mapping of constitutive and calyculin A-
induced p67phox phosphorylation. Phosphorylated p67phox isolated from resting
and calyculin A-treated neutrophils was cleaved by trypsin and analyzed by thin-
layer electrophoresis (TLE) and thin-layer chromatography (TLC). The
phosphopeptides were detected by autoradiography. Peptides are designated: a,
b and c. Data are representative of three experiments.

effect AG490 a JAK2 inhibitor, PP1 a src tyrosine kinase inhibitor
and Piceatannol a syk inhibitor on the phosphorylation of p67phox.
Results show (Fig. 7), that although genistein completely inhibited
Calyculin A-induced p67phox phosphorylation, none of the
inhibitors tested at a concentration know to inhibit the corre-
sponding kinase had a clear effect.

3.4. Inhibition of the constitutively active phosphatase PP1/2A by
calyculin A resulted in the enhancement of superoxide production, a
process inhibited by genistein

Inhibition of the phosphatase PP1/2A by calyculin A resulted in
the enhancement of fMLP-induced superoxide production due to
NADPH oxidase upregulation in human neutrophils. As genistein
completely inhibited calyculin A-induced p67phox phosphoryla-
tion, we wanted to see if this pathway is involved in calyculin A-
induced NADPH oxidase upregulation.

Our results show that in resting conditions and in the presence
of calyculin A alone, neutrophils produced a basal low level of
superoxide as measured by cytochrome c reduction assay (Fig. 8)
and genistein inhibited this response. FMLP alone stimulated
superoxide production. As expected, subsequent addition of fMLP
to neutrophils exposed to calyculin A resulted in increased
superoxide production. Treatment of neutrophils with genistein,
resulted in the inhibition of fMLP-induced superoxide production
and more interestingly inhibited the enhancing effect induced by
calyculin A.

4. Discussion

Unlike p47phox phosphorylation, p67phox phosphorylation
has not been extensively investigated. We [16,32] and others
[33-35] have shown that p67phox becomes phosphorylated
upon stimulation of human neutrophils, monocytes and lym-
phoblasts but the characteristics of this phosphorylation and the
pathways involved in this process are largely unknown. In the
course of our previous studies, we had noted incorporation of >2P
into p67phox from resting cells [16]. Thus, we decided to further
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Fig. 6. Effect of protein kinase inhibitors on calyculin A induced-p67phox
phosphorylation. 32P-labeled neutrophils (50 x 10 cells/ml) were incubated in
the presence or absence of genistein (Gen.; 100 wM), Wortmannin (Wort.; 100 nM),
GFX109203X (GFX; 5 wM), SB203580 (SB; 10 wM) and PD98059 (PD; 50 wM) at
37°C for 15min then cells were treated by calyculin A. P67phox was
immunoprecipitated and the immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE,
followed by electro-transfer and autoradiography (>?P-p67phox). Quantitative
analysis of phosphorylated p67phox proteins in human neutrophils (lower panel):
phosphorylated p67phox and total p67phox from different experiments were
quantified by densitometry of the film and the blot respectively. Results are
expressed as the ratio of phosphorylated over the amount of immunoprecipitated
p67phox (A.U/A.U) (mean + SEM, n = 3) (**p < 0.05 compared to control).

investigate this process. In this study, we clearly show that,
contrary to p47phox, p67phox is constitutively phosphorylated
in resting human neutrophils and that this phosphorylation is
further enhanced by cell stimulation with PMA or fMLP (data not
shown). In addition, we show that constitutive p67phox
phosphorylation is controlled by a tyrosine kinase-dependent
pathway and by PP1/2A phosphatases.

+ Calyculin A (100nM)

oS '

\
© N
ooo ® V.O QQ Q\c'

- —
p67PHOX —

Fig. 7. Effect of protein tyrosine kinase inhibitors on calyculin A induced-p67phox
phosphorylation. *2P-labeled neutrophils (50 x 106 cells/ml) were incubated for
30 min in the presence or absence of genistein (Gen.; 100 wM), AG490 (100 wM),
PP1 (5 wM) or Piceatannol (50 M), incubated with 100 ng/ml of Calyculin A, lyzed
and p67phox was immunprecipitated by a specific antibody. P67phox was analyzed
by SDS-PAGE transfer autoradiography (*?P-p67phox) and Western blot (p67phox).
Data are representative of three experiments.
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Fig. 8. Effect of calyculin A and genistein on superoxide production by human
neutrophils. Neutrophils (1 x 10° cells/ml) were incubated in the presence or
absence of genistein (Gen) (50 wM) or calyculin A (Caly) (100 nM) or both then
stimulated by fMLP (10~7 M). Superoxide production was measured by the SOD-
inhibitable cytochrome c reduction assay. Data are representative of three
experiments (* p<0.01 for genistein compared to control, **p <0.05 for
calyculin A + fMLP compared to fMLP alone).

The basal p67phox phosphorylation observed here was constitu-
tive,and was not due to stimulation during cell handling, as p47phox,
isolated from the same lysates, was not phosphorylated, even though
it possesses several serines that could be phosphorylated [15,24].
The two-dimensional gel electrophoresis and immunoblotting
experiments further confirmed the constitutive nature of the
phosphorylation, and suggested that at least two phosphorylated
isoforms were present under basal conditions, indicating that
p67phox could be phosphorylated on at least two different residues.
In keeping with these data, the two-dimensional phosphopeptide
mapping showed that p67phox isolated from resting neutrophils
migrated as one major phosphorylated peptide and one minor
peptide. Calyculin A enhanced the phosphorylation of these
peptides. These results suggest that p67phox is constitutively
phosphorylated onits major and two minor sites, and that these sites
are targeted by phosphatases PP1/2A. At this point, it is unclear
whether the sites phosphorylated inresting neutrophils areidentical
to those identified in stimulated cells. Forbes et al. [33] reported that
threonine 233, which is located in a proline-rich region, is a major
phosphorylated site for p67phox isolated from stimulated neutro-
phils and we previously demonstrated that fMLP and PMA induce
phosphorylation of p67phox on serine residues [16].

We have previously shown that p67phox is phosphorylated by a
PKC-dependent pathway in fMLP- and PMA-stimulated human
neutrophils [12,32] and others have shown that PKCdelta phos-
phorylates p67phox in opsonized-zymosan stimulated monocytes
[35]. PKC does not appear to be involved in the constitutive
phosphorylation of p67phox as the general PKC inhibitor
GF109203X had no effect, although it inhibited PMA-induced
p47phox phosphorylation (Supplemental Data 2). We also reported
that ERK1/2 and p38MAPK phosphorylated p67phox in vitro and in
fMLP- and PMA-stimulated neutrophils [32]; however, only ERK1/2
are involved in constitutive p67phox phosphorylation since
PD98059, the MEK1/2 inhibitor, partially inhibited p67phox
phosphorylation.

Our previous studies demonstrated the involvement of a PKC-
independent pathway in p67phox phosphorylation [16,32]. Here,
we provide evidence that a protein tyrosine kinase-dependent
pathway is involved in basal phosphorylation of p67phox. It is well
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known that genistein inhibits superoxide production in fMLP-
stimulated neutrophils [42,43], and prevents rac translocation
[44]. Our data add p67phox as a target for a protein tyrosine
kinase-dependent pathway. Interestingly, PMA-induced phos-
phorylation was not inhibited by genistein, consistent with the
lack of effect of genistein on PMA-stimulated superoxide produc-
tion [45]. Several tyrosine kinases are expressed in neutrophils,
such as Lyn, Syk and JAK, and they are activated by fMLP and other
stimuli in human neutrophils [46-49]. In order to identify the
protein tyrosine kinase involved in p67phox phosphorylation, we
have tested the effect AG490 a JAK2 inhibitor, PP1 a src tyrosine
kinase inhibitor and Piceatannol a syk inhibitor on the phosphor-
ylation of p67phox. Results showed that although genistein
completely inhibited Calyculin A-induced p67phox phosphoryla-
tion, none of the inhibitors tested had a comparable effect. One
possible explanation is that an other protein tyrosine kinase is
involved in this process or that genistein could have a non-specific
effects at the concentration used here. genistein was not toxic at
the concentrations tested but it could inhibit other targets. More
investigation will be necessary to identify the protein tyrosine
kinase involved. However these tyrosine kinases might not directly
phosphorylate p67phox but rather regulate downstream kinases
such as ERK1/2.

It is well known that calyculin A potentiates the respiratory
burst of neutrophils and macrophages [44,50-54]. Calyculin A was
also shown to enhance the translocation to membranes of all
cytosolic components of the NADPH oxidase [44] and to increase
and prolong the phosphorylation of p47phox in stimulated cells
[51,55]. Here, we show that calyculin A enhanced the constitutive
phosphorylation of p67phox and NADPH oxidase activation, and
genisteun inhibited both process, suggesting that phosphorylated
p67phox is a target for PP1/PP2A and this pathway could regulate
NADPH oxidase activation.

How this constitutive phosphorylation of p67phox could
regulate NADPH oxidase activation is not known. This phosphory-
lation could have a role in maintaining the oxidase inactive in the
cytosol or it could prepare p67phox to a better activation of this
oxidase. This phosphorylation did not alter binding of p67phox to
the p40phox and p47phox complex (data not shown). The fact that
p67phox is phosphorylated on the same sites in resting and in PMA
and fMLP-stimulated neutrophils [16,32], and the fact that p67phox
phosphorylation was found in plasma membranes [17] suggest that
this phosphorylation rather plays a positive role in activating
cytochrome b 558. Identification of the phosphorylated sites, site
directed mutagenesis of these sites and transfection in p67phox-
deficient cells will allow us to answer this question in the future.

In summary, we demonstrated that p67phox is constitutively
phosphorylated in resting human neutrophils and that the state of
p67phox phosphorylation is controlled by an upstream tyrosine
kinase, MEK1/2 and the serine/threonine phosphatases PP1/2A.
Dysregulation of the balance between these two activities could
play a role in ROS production by human neutrophils at
inflammatory sites.
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Neutrophils play a key role in host de-
fense by releasing reactive oxygen spe-
cies (ROS). However, excessive ROS pro-
duction by neutrophil nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase can damage bystander tissues,
thereby contributing to inflammatory dis-
eases. Tumor necrosis factor-a (TNF-«), a
major mediator of inflammation, does not
activate NADPH oxidase but induces a
state of hyperresponsiveness to subse-
quent stimuli, an action known as prim-
ing. The molecular mechanisms by which
TNF-a primes the NADPH oxidase are

unknown. Here we show that Pin1, a
unique cis-trans prolyl isomerase, is a
previously unrecognized regulator of TNF-
a—induced NADPH oxidase hyperactiva-
tion. We first showed that Pin1 is ex-
pressed in neutrophil cytosol and that its
activity is markedly enhanced by TNF-c.
Inhibition of Pin1 activity with juglone or
with a specific peptide inhibitor abro-
gated TNF-a—induced priming of neutro-
phil ROS production induced by N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine peptide
(fMLF). TNF-a enhanced fMLF-induced
Pin1 and p47phox translocation to the

membranes and juglone inhibited this
process. Pin1 binds to p47phox via phos-
phorylated Ser345, thereby inducing con-
formational changes that facilitate
p47phox phosphorylation on other sites
by protein kinase C. These findings indi-
cate that Pin1 is critical for TNF-a—
induced priming of NADPH oxidase and
for excessive ROS production. Pin1 inhi-
bition could potentially represent a novel
anti-inflammatory strategy. (Blood. 2010;
116(26):5795-5802)

Introduction

Neutrophils play an important role in host defense against invading
pathogens and in inflammation. In response to stimulating agents, such
as the bacterial peptide N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
(fMLF), neutrophils release large amounts of superoxide anions and
other reactive oxygen species (ROS) in a phenomenon called the
respiratory burst. ROS produced by the neutrophil nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase play a key role
in host defenses,!” but excessive ROS production can damage
healthy bystander tissues, thereby contributing to inflammatory
diseases, such as rheumatoid arthritis, inflammatory bowel dis-
eases, and acute respiratory distress syndrome.*>

Neutrophil ROS production is mediated by the phagocyte
NADPH oxidase, also called NOX2. NADPH oxidase is a multi-
component enzyme system that catalyzes NADPH-dependent
reduction of oxygen to superoxide anion.®’ In resting cells, the
NADPH oxidase is inactive and its components are distributed
between the cytosol and membranes. When cells are activated, the
cytosolic components (p47phox, p67phox, p40phox, and Rac2)
migrate to the membranes, where they associate with the membrane-
bound components (p22phox and gp91phox/NOX2, which form
the flavocytochrome b558) to assemble the catalytically active
oxidase.”® During NADPH oxidase activation, p47phox, p67phox,

p40phox, p22phox, and gp91phox/NOX2 become phosphorylat-
ed.”13 p47phox phosphorylation on several serines plays a pivotal
role in oxidase activation in intact cells.'+!3

Neutrophil ROS production is enhanced or primed by a variety
of mediators, including proinflammatory cytokines, such as tumor
necrosis factor-a (TNF-a). In vitro, TNF-a induces a very weak
oxidative response by neutrophils but strongly enhances ROS
release on exposure to a secondary stimulus, such as the bacterial
peptide fMLE.'®18 This “priming” of neutrophil ROS production
plays a detrimental role in a variety of human inflammatory
diseases, in which ROS hyperproduction by primed neutrophils is
thought to cause direct tissue insult.'$2° The molecular mecha-
nisms by which TNF-a primes the NADPH oxidase are poorly
understood. We have previously shown that phosphorylation of the
NADPH oxidase cytosolic subunit p47phox by p38MAPKinase on
Ser345 is a key event in TNF-a—induced priming of ROS
production by neutrophils, as TNF-a—induced priming is abrogated
by Ser345 mutagenesis and by a competitive inhibitory peptide
containing the Ser345 sequence.?! Precisely how this phosphoryla-
tion potentiates NADPH oxidase activation and ROS production is
unknown, and the factor(s) linking p47phox Ser345 phosphoryla-
tion to the NADPH oxidase hyperactivation remain(s) to be
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identified. As phospho-Ser345 is located in a proline-rich region
(—PX-phosphoSP—) that can exist in the cis or trans conforma-
tion, we suspected a role of Pinl, a unique prolyl isomerase that
specifically recognizes phosphorylated serine or threonine residues
located immediately N-terminal to a proline, and then isomerizes
the peptide bond.?>?3 Phosphorylated Ser or Thr adjacent to proline
cannot be isomerized by other peptidyl-prolyl isomerase, such as
cyclophilin A and FK506 binding protein.

Pinl-dependent isomerization can modulate enzyme activity
and protein phosphorylation/dephosphorylation and induce protein
degradation.’*> Pinl plays important roles in several diseases,
including cancer?® and Alzheimer disease.?’ Pinl has been impli-
cated in the control of cytokine expression by activated eosinophils
and T lymphocytes.?$? Very recently, Pinl overexpression was
described in lymphocytes, chondrocytes, and fibroblasts from
arthritic mice.’® However, Pinl expression in neutrophils and its
possible role in regulating NADPH oxidase activation and ROS
production at inflammatory sites have not been studied. The aim of
this study was to investigate the role of Pinl in the process leading
to TNF-a—induced priming of the phagocyte NADPH oxidase and
to ROS overproduction by neutrophils. We show that TNF-a
induces both Pinl activation and its colocalization with p47phox in
neutrophils. Pinl inhibitors abrogated TNF-a—induced priming of
neutrophil ROS production. In TNF-a—primed neutrophils, Pinl
binds to p47phox via phosphorylated Ser345, thereby inducing
conformational changes that facilitate p47phox phosphorylation on
other sites by protein kinase C (PKC), resulting in NADPH oxidase
hyperactivation. Thus, Pinl-catalyzed prolyl isomerization is a
novel mechanism regulating TNF-a—induced neutrophil NADPH
oxidase priming.

Methods

Reagents and antibodies

Recombinant human TNF-o was from PeproTech. fMLF, phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA), protease, and phosphatase inhibitors were
from Sigma-Aldrich. Endotoxin-free buffers and salt solutions were from
Invitrogen. The rabbit polyclonal antibodies against phospho-Ser345-
p47phox and p47phox have been described elsewhere.?! Anti-Pinl was
from Santa Cruz Biotechnology. To raise antibodies against phospho-
Ser315, phospho-Ser320, and phospho-Ser328, rabbits were injected with
the ovalbumin-crosslinked phosphopeptide sequences of these serines by
PolyPeptide Laboratories. The Pinl-peptide inhibitor sequence (Ac-Phe-
D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-GIn-NH2)3! was synthesized by PolyPeptide
Laboratories.

Ethics statement

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers with
their written informed consent in accordance with the Declaration of
Helsinki. All experiments were approved by the Inserm Institutional
Review Board and ethics committee. Data collection and analyses were
performed anonymously.

Neutrophil preparation

Circulating neutrophils were isolated by Polymorphprep gradient centrifu-
gation.?!32 Briefly, blood was diluted 2-fold in sterile phosphate-buffered
saline and cells were isolated by one-step Polymorphoprep gradient
centrifugation at 500g for 30 minutes at 22°C. The neutrophil band was
collected, and the cells were washed in phosphate-buffered saline
and counted.

For personal use only.
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Neutrophil fractionation

Fractionation was performed by nitrogen cavitation and gradient
centrifugation.3>3

Measurement of ROS production by luminol-amplified
chemiluminescence

Neutrophils (5 X 10°) were suspended in 0.5 mL of Hanks balanced salt solution
containing 10pnM luminol at 37°C with or without 250nM juglone or Pinl-
peptide inhibitor (PPIn; 50uM)>3! for 30 minutes. TNF-a (20 ng/mL) was added
for 20 minutes; then the cells were stimulated with 10~’M fMLF. Chemilumines-
cence was recorded with a luminometer (Berthold-Biolumat LB937).

Bacterial expression of p47phox and Pin1

GST-Pinl and GST-p47phox were expressed in Escherichia coli (BL21)
grown at 37°C and then induced for 3 hours with 0.lmM or 0.2mM
isopropylthiogalactoside at 37°C. Cells were harvested by centrifugation
(4000g, 20 minutes, 4°C), and the pellet was resuspended in lysis buffer
(50mM Tris-HCI, pH 7.5, 50mM NaCl, SmM MgCl,, 1mM dithiothreitol
[DTT], 1% [vol/vol] Triton X-100, and protease inhibitors). Cells were
lysed by 6 sonications, each lasting 30 seconds. After centrifugation
(3200g, 20 minutes, 4°C), GST-recombinant proteins were purified with
glutathione-Sepharose 4B beads (Pharmacia) and recombinant proteins
(p47phox and Pinl) were prepared by GST cleavage.

Pin1 activity assay

Pinl activity was measured using a previously described technique, with
some modifications.?23* Briefly, neutrophils were lysed by sonication, twice
for 10 seconds at 4°C, in lysis buffer containing SOmM N-2-hydroxy-
ethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, 100mM NaCl, 0.25% 3-cholami-
dopropyl)dimethylammonio- 1-propanesulfonate, SmM NaF, ImM B-glyc-
erophophate, and 1mM ethyleneglycoltetraacetic acid. The assay mixture
consisted of 93 pL of N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic
acid buffer (50mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid,
pH 7.8, 100mM NaCl, 2mM DTT, 0.04 mg/mL bovine serum albumin),
5 pL of cell lysate (10° cells; or 0.25 nmol of recombinant Pin1) and 2 pL
(20 mg/mL) of trypsin solution (Sigma-Aldrich). The reaction was started
by adding 50 pL (720uM) of peptide Trp-Phe-Tyr-Ser(PO3H2)-Pro-
Arg-pNA (NeoMPS), and p-nitroaniline absorbance was followed at
390 nm for 4 minutes.

GST pull-down assay

Atotal of 1 wg each of GST-Pinl and p47phox (phosphorylated or not with
p38MAPK) was incubated with glutathione-Sepharose beads in interaction
buffer (phosphate-buffered saline; 1% 3-cholamidopropyl)dimethylammonio-
1-propanesulfonate; 0.1mM DTT; SmM NaF, and ImM (-glycerophos-
phate) for 2 hours. After washing, the complex was released by cleavage
with thrombin protease overnight at 4°C and analyzed by sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot,
using specific antibodies.

In vitro p47phox phosphorylation

p47phox was phosphorylated with p38MAPK and PKC in the presence or
absence of Pinl. The reaction mixture contained 2.5 pg of p47phox,
100 mU of mitogen-activated protein kinase (MAPK) in 40mM N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, 10mM MgCl,, ImM DTT,
5 wg/mL diacylglycerol, 150 wg/mL phosphatidylserine, 3mM CaCl,, and
50pM adenosine triphosphate (ATP, containing 1 wCi [y-3?P]-ATP) in a
total volume of 50 pL. After 25 minutes of incubation, 1 pg of Pinl was
added for 5 minutes and 2.5 ng of PKC for 2 minutes. The reaction was
terminated by adding 1M staurosporine, and proteins were denaturated by
boiling in Laemmli sample buffer® for 3 minutes.

Dot-blot

Unphosphorylated and phosphorylated peptides corresponding to the
Ser345 sequence of p47phox were coupled to ovalbumin (Neosysteme) and
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dissolved in 50mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) at 18 wg/mL. A total of 1 pL
of this solution was spotted on a nitrocellulose membrane. After drying,
the membrane was blocked for 1 hour at room temperature in
Tris-buffered saline containing 3% bovine serum albumin and then
incubated with Pinl (2 pwg/mL) for 1 hour in 50mM Tris-HCI, 150mM
NaCl, and 1% Triton X-100. After washing, Pinl was detected with an
anti-Pinl monoclonal antibody followed by a secondary horseradish
peroxidase-conjugated antimouse antibody, using an enhanced chemilu-
minescence method.

Conformational changes of p47phox

p47phox was phosphorylated with p38MAPK for 1 hour, and 25 pg of
phosphorylated or nonphosphorylated p47phox was incubated with 2 pg
of Pinl, in the absence or presence of juglone, in 100mM Tris buffer for
10 minutes. Digestion was started by adding 0.2 pg of trypsin at 30°C for
1 hour and stopped by adding Laemmli sample buffer.>> Proteins were
analyzed with standard SDS-PAGE and Western blot methods.

Statistical analysis

All results are expressed as mean plus or minus SEM. Significant
differences (P < .05) were identified with Student ¢ test and one-way
analysis of variance followed by a post-hoc test when multiple variables
were analyzed. Significance was assumed at P less than .05.

Results

Pin1 is localized in human neutrophil cytosol and TNF-«
markedly enhances its activity

Pinl is expressed in several immune cells, but its presence in
neutrophils has not yet been described. As shown in Figure 1A, a
specific antibody against Pinl protein revealed recombinant Pinl
expressed in E. coli as well as endogenous Pinl present in human
neutrophil lysates. Subcellular fractionation showed that, in resting
cells, Pinl is only present in the neutrophil cytosol (Figure 1B). To
investigate the role of Pinl in TNF-a—primed neutrophils, we
studied the effect of TNF-a and fMLF on Pinl activity in the
absence and presence of juglone,*® a selective Pinl inhibitor. We
first checked that juglone 250nM was able to inhibit recombinant
Pinl activity (Figure 1C). We then showed (Figure 1D) that resting
human neutrophils possess constitutive basal Pinl activity, which
was markedly enhanced by TNF-a (P < .01 compared with resting
cells). fMLF also stimulated Pinl activity (P <.01). TNF-a
induced significantly more Pinl activity than fMLF (P <.01),
although the 2 agents induced more Pinl activity. Furthermore,
incubation of neutrophils for 30 minutes with 250nM juglone
inhibited both constitutive and stimulated endogenous Pin1 activity
(P < .001; Figure 1D).

Pin1 inhibitors inhibit TNF-a—induced priming of ROS
production by human neutrophils

To examine the role of Pinl in TNF-a—induced priming of ROS
production, we first examined the effect of juglone on TNF-a—
induced neutrophil priming of ROS production, in the aforemen-
tioned conditions that inhibited Pinl activity. Neutrophils were
incubated with juglone (250nM) for 30 minutes, and then treated
with TNF-a (20 ng/mL) and stimulated with fMLF (10~7M) before
measuring ROS production with a luminol-amplified chemilumines-
cence method. Resting and TNF-a—treated cells exhibited weak
activity, close to baseline (Figure 2A). As expected, TNF-a primed
fMLF-induced ROS production by neutrophils in control experi-
ments performed without juglone. However, pretreatment of neutro-
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Figure 1. Pin1 is expressed in human neutrophils and is activated by TNF-« and
fMLF. (A) Recombinant Pin1 (0.5 .g) and a resting human neutrophil (PMN) lysate
(2 X 10° cells) were analyzed by SDS-PAGE and Western blot with an anti-Pin1
antibody. (B) Resting human neutrophils were lysed by nitrogen cavitation, and
fractions were isolated on a Percoll gradient. Proteins were analyzed by SDS-PAGE
and Western blot with an anti-Pin1 antibody. IB indicates immunoblot. (C) Recombi-
nant Pin1 (0.25 nmol) was used to measure activity by recording the absorbance (at
390 nm) of free p-nitroaniline (pNA) cleaved by trypsin from Trp-Phe-Tyr-Ser(PO3H2)-
Pro-Arg-pNA in the absence and presence of juglone (250nM). (D) Neutrophils
were incubated in the absence and presence of juglone (250nM for 30 minutes) and
then treated with TNF-a (20 ng/mL), fMLF (10-"M), or TNF-q, followed by fMLF
(TNF-a + fMLF), before lysis. Pin1 activity was determined by measuring the
absorbance of free pNA cleaved from Trp-Phe-Tyr-Ser(PO3H2)-Pro-Arg-pNA. Data
are mean plus or minus SEM of 6 experiments. *P < .01 compared with resting
neutrophils. §P < .01 TNF-a + fMLF compared with fMLF. #P < .001 with versus
without juglone.

phils with juglone completely abrogated the priming effect of
TNF-o (Figure 2A-B). fMLF-induced activation was also inhib-
ited, although somewhat less strongly, possibly because of neutro-
phil priming during the isolation procedure itself. Juglone did not
affect neutrophil viability at the concentrations tested (data not
shown). To rule out a nonspecific effect of juglone, we used a more
specific Pinl inhibitor consisting of a competitive peptide contain-
ing a Pinl-binding sequence able to inhibit Pinl both in vitro and in
intact cells.! This PPIn also abrogated TNF-a—induced priming of
ROS production in response to fMLF (Figure 2C-D), whereas its
effect on fMLF stimulation alone was not significant. Importantly,
neither juglone nor PPIn inhibited neutrophil ROS production
triggered by PMA, a PKC direct activator (Figure 2E-F), suggest-
ing that these agents do not inhibit NADPH oxidase activity or
the PKC-dependent activation pathway, and that they do not
scavenge ROS.

TNF-a enhances fMLF-induced Pin1 and p47phox translocation
to the membrane fraction and juglone inhibits this process

As the NADPH oxidase cytosolic subunit p47phox could be
phosphorylated on Ser345,?' a site located in a Pinl consensus
binding sequence, we examined p47phox and Pinl localization in
human neutrophils in different conditions. The subcellular fraction-
ation experiments show that, in resting neutrophils, Pinl and the
NADPH oxidase component p47phox were mainly localized in the
cytosol (Figure 3A, Resting). Pinl and p47phox remained localized
in the cytosol in TNF-a—treated cells (Figure 3A). Contrary to
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TNF-a, fMLF (at 10-’M) induced Pinl clear translocation and a
weak p47phox translocation to the membrane fraction. However,
pretreatment with TNF-a enhanced fMLF-induced Pinl1, p47phox,
and phospho-Ser345-p47phox translocation to the membrane frac-
tion. Interestingly, juglone inhibited p47phox and Pinl transloca-
tion in TNF-a + fMLF-stimulated neutrophils (Figure 3B). These
results show that TNF-a enhanced fMLF-induced Pinl and p47phox
translocation to the membranes and that Pinl activity is required
for this process.

TNF-« triggers Pin1 binding to p47phox

These latter findings suggested that TNF-«, which induces phos-
phorylation of p47phox on Ser3452! (Figure 4A, p-Ser345), might
thereby trigger Pinl binding to p47phox. To test this possibility
directly, we used a GST pull-down assay with GST-Pinl and
cytosol from resting, TNF-a—, fMLF-, and TNF-a + fMLF-treated
neutrophils. We found that p47phox from TNF-o— and TNF-
o + fMLF-treated neutrophils bound to GST-Pinl (Figure 4A),
whereas p47phox from resting and fMLF-treated neutrophils did
not. Exogenous recombinant GST-Pin1 might bind to free phosphor-
ylated p47phox in primed neutrophils or might compete with
endogenous Pinl bound to phosphorylated p47phox.

To confirm a direct interaction between Pinl and p47phox
phosphorylated on Ser345, the GST-pull down assay was repeated
with GST-Pinl and recombinant human p47phox phosphorylated
on Ser345 by active p38MAPK in vitro. Pinl effectively bound to
phosphorylated p47phox but not to the nonphosphorylated protein
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Figure 2. Pin1 is required for TNF-a—~induced priming of ROS produc-
tion. (A) Neutrophils were incubated in Hanks buffer containing juglone
(250nM) for 30 minutes; then TNF-a (20 ng/mL) was added for 20 minutes
before stimulation with fMLF (10-7M). ROS production was measured with
a luminol-amplified chemiluminescence technique. (B) Total chemilumines-
cence in each experimental condition is expressed as mean plus or
minus SEM of 6 experiments. (C) PPIn (50 uM) was tested in the same
conditions as juglone. (D) Data are mean plus or minus SEM of 6 experi-
ments. (E) Neutrophils were incubated with juglone or PPIn and then
stimulated with PMA (100 ng/mL) before measuring ROS production with a
luminol-amplified chemiluminescence technique (one experiment represen-
tative of 3). (F) Total chemiluminescence in each experimental condition is
expressed as mean plus or minus SEM of 3 experiments. *P < .01
¥ compared with inhibitor-free conditions.
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Figure 3. TNF-a enhances fMLF-induced Pin1 and p47phox translocation to the
membranes in human neutrophils and the effect of juglone. (A) Neutrophils
were treated with TNF-a (20 ng/mL), fMLF (10-7M), or TNF-« followed by fMLF
(TNF-a + fMLF) and then lysed by nitrogen cavitation. Membranes and cytosols
were separated by ultracentrifugation on a sucrose gradient. Proteins were
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting with anti-Pin1, anti-p47phox, and
anti-pSer345 antibodies. (B) Neutrophils were treated with TNF-«, fMLF, or
TNF-a + fMLF in the absence or presence of 250nM juglone and then lysed.
Membranes were separated by ultracentrifugation on a sucrose gradient, and
proteins were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting (IB). (representative
of 7 experiments).
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Figure 4. Pin1 interacts with p47phox via phosphorylated Ser345. (A) Neutro-
phils were treated with TNF-a alone, fMLF alone, or TNF-a followed by fMLF
(TNF-a + fMLF), and then lysed and incubated with GST-Pin1 in the presence of
glutathione beads. The beads were then washed, Pin1 was released by thrombin
cleavage, and proteins were analyzed by SDS-PAGE and Western blot (IB).
(B) Recombinant p47phox was phosphorylated with p38MAPK and then repurified
and incubated with GST-Pin1 and glutathione-agarose beads. The beads were
washed 3 times, and proteins were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting (IB).
(C) p47phox peptides containing phosphorylated or nonphosphorylated Ser345 were
coupled to ovalbumin, spotted on nitrocellulose membranes, and overlaid with
recombinant Pin1. Pin1 was detected with a specific antibody. Experiments are
representative of 3.

(Figure 4B). Furthermore, when a peptide sequence containing the
phosphorylated Ser345 or a nonphosphorylated Ser345 was over-
laid with Pinl, Pinl bound to the phosphorylated Ser345 peptide
sequence but not to the nonphosphorylated peptide (Figure 4C).
Thus, TNF-a induces Pinl activation and its interaction with
p47phox via phospho-Ser345 in human neutrophils.

Pin1 binding to phospho-Ser345-p47phox induces p47phox
conformational changes

To determine whether Ser345-phosphorylated p47phox undergoes
conformational change after interacting with Pinl, we examined
the effect of Pinl on p47phox sensitivity to trypsin proteolysis
because conformational changes have been shown to affect trypsin
sensitivity, presumably by exposing new cleavage sites or hiding
existing cleavage sites in native proteins.”-3 The antibody used in
this experiment was directed against the whole recombinant
p47phox protein and thus recognizes multiple p47phox sequences.
As shown in Figure 5A-B (arrows), the abundance of some
digested peptides was higher in the presence of phosphorylated
p47phox and active Pinl, suggesting that p47phox undergoes
conformational changes. These apparent conformational changes
were inhibited when Pinl activity was abrogated by juglone,
showing that Pinl activity is required, and ruling out Pinl
interference with the protease. Pinl also induced significant but
lesser conformational changes with nonphosphorylated p47phox,
which were inhibited by juglone. This could be the result of
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phosphorylation-independent Pinl activity or to contamination of
recombinant Pinl with bacterial proline isomerase.

Pin1 facilitates p47phox phosphorylation by PKC on Ser315,
Ser320, and Ser328

During neutrophil stimulation, it has been suggested that p47phox
undergoes sequential phosphorylation.?® We thus studied the conse-
quences of p38MAPKinase-dependent phosphorylation of p47phox
on Ser345 and subsequent Pinl-induced conformational changes
on PKC-mediated phosphorylation of p47phox at other sites in
vitro. p47phox was first phosphorylated with p38MAPK; then Pinl
was added and p47phox was further phosphorylated with PKC in
the presence of [3?P]-ATP. p47phox phosphorylation by PKC was
clearly enhanced when p47phox was first phosphorylated with
p38MAPK in the presence of Pinl (Figure 6A). Pinl inhibition by
juglone abrogated this effect, indicating that active Pinl was
required. Juglone did not inhibit p38MAPK or PKC activity (data
not shown). To verify that Pinl can effectively regulate PKC-
dependent p47phox phosphorylation in intact neutrophils, we
produced specific antibodies directed against the major PKC-
phosphorylated sites of p47phox (Ser315, Ser320, and Ser328).%:153
These new antibodies specifically recognize each phosphorylated
site (Figure 6B) and revealed PMA-induced p47phox phosphoryla-
tion in human neutrophils. In addition, PMA-induced phosphoryla-
tion of p47phox was inhibited by a selective PKC inhibitor,
GF109203X (Figure 6C), as expected. We then treated neutrophils
with TNF-a and fMLF, alone or sequentially, in the presence or
absence of juglone, and analyzed Ser315, Ser320, and Ser328
phosphorylation status by SDS-PAGE and Western blotting with
our phospho-specific antibodies (Figure 6D). TNF-a alone did
not induce phosphorylation of these PKC sites (Ser315, Ser320,
and Ser328), although it induced phosphorylation of Ser345, a
MAPKinase site. fMLF (at 10-’M) alone induced only weak
phosphorylation of Ser315, Ser328, and Ser345. However, priming
with TNF-a followed by fMLF stimulation markedly increased
p47phox phosphorylation on Ser315, Ser320, and Ser328, showing
for the first time that phosphorylation of these sites is primed by
TNF-a. Results also show that juglone inhibited this process. To
analyze the effect of juglone on this priming, phosphorylated and
total p47phox from 3 experiments were quantified by densitometry
(using Scion image Beta 4.03 for Windows 95 to XP software) and
phosphorylated p47phox corrected for the amount of p47phox. The
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Figure 5. Pin1 induces conformational changes of p47phox via binding to
phosphorylated Ser345. (A) p47phox was phosphorylated with p38MAPK, incu-
bated with Pin1 in the presence or absence of juglone, and subjected to trypsin
cleavage; peptides were analyzed with Tris-tricine gels and immunoblotting with an
antibody directed against the whole recombinant p47phox protein. (B) Gels were
scanned and peptides were quantified with Scion image Beta 4.03 for Windows 95 to XP
software from the National Institutes of Health. Experiments are representative of 3.
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Figure 6. Pin1 facilitates phosphorylation of p47phox by PKC, both in vitro and
in intact neutrophils. (A) p47phox was phosphorylated with p38MAPK and then
incubated with or without Pin1 preincubated with or without juglone. Where indicated,
PKC was added in the presence of 32P-y-ATP. Proteins were analyzed by SDS-
PAGE, autoradiography, and immunoblotting (IB). (B) Phosphorylated p47phox
peptides containing phospho-Ser315 (p-Ser315), p-Ser320, p-Ser328, or
p-Ser345 were subjected to 16% SDS-PAGE, transferred to polyvinylidene
difluoride membranes, and revealed with anti p-Ser315, p-Ser320, p-Ser328, or
p-Ser345 antibodies. (C) Neutrophils were incubated with or without GF109203X
(GFX) (5uM) for 15 minutes, stimulated with PMA, and proteins were analyzed
with SDS-PAGE and Western blotting using anti-phospho-Ser315, anti-phospho-
Ser320, anti-phospho-Ser328, and anti-p47phox antibodies. (D) Neutrophils
were treated with TNF-a and fMLF, alone or together, in the absence or presence
of juglone. Neutrophils were then lyzed, and proteins were analyzed with
SDS-PAGE and Western blotting with anti-phospho-Ser315, anti-phospho-
Ser320, anti-phospho-Ser328, anti-phospho-Ser345, and anti-p47phox antibod-
ies. All experiments are representative of 3.

results show that the TNF-a—induced increase in Ser315 and
Ser320 phosphorylation was completely inhibited by the Pinl
inhibitor juglone (100% inhibition TNF-a + fMLF + juglone
compared with TNF-a + fMLF; P < .01, n = 3). The TNF-a—
induced increase in Ser328 phosphorylation was inhibited by
40.9% plus or minus 5.7% (P < .01, n = 3), whereas Ser345
phosphorylation was not inhibited. These results suggest that
Pinl mediates TNF-a—induced PKC-dependent hyperphospho-
rylation of p47phox in intact neutrophils, a phenomenon re-
quired for NADPH oxidase activation.$1439

Discussion

The molecular mechanisms by which TNF-a primes neutrophil
ROS production are not fully understood. Here we show that Pinl,
a unique cis-trans prolyl isomerase, is a previously unrecognized
mediator of TNF-a—induced NADPH oxidase hyperactivation and
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ROS hyperproduction by human neutrophils. Inhibition of neutro-
phil Pinl activity with juglone or with a specific Pinl-peptide
inhibitor abrogated TNF-a—induced priming of human neutrophil
ROS production. TNF-a induced both Pinl activation and en-
hanced its translocation to the membrane fraction with p47phox, a
cytosolic NADPH oxidase subunit in neutrophils. We also found
that Pinl binds to p47phox via phosphorylated Ser345, thereby
inducing conformational changes that facilitate p47phox phosphor-
ylation on other sites by PKC, and results in NADPH oxidase
hyperactivation. Thus, Pinl-catalyzed prolyl isomerization is a
novel mechanism regulating TNF-a—induced neutrophil NADPH
oxidase priming.

It is clear from our data that basal Pinl activity exists in the
resting neutrophil cytosol. TNF-a and fMLF enhanced Pinl
activity through mechanisms that are under investigation in our
laboratory. It has been reported that other agents, such as granulo-
cyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and hyal-
uronic acid, can induce Pinl activation in eosinophils and
T lymphocytes.?$2%40 Subcellular fractionation experiments
showed that fMLF stimulation increased the membrane localiza-
tion of Pinl, whereas TNF-a stimulation did not (Figure 3A).
However, TNF-a, contrary to fMLF, induced Pinl binding to
p47phox (Figure 4A). These results suggest that Pinl transloca-
tion and Pinl binding to p47phox may be controlled by different
pathways. fMLF is a powerful Pinl membrane translocation
inducer but a weak Pinl-p47phox interaction inducer, whereas
TNF-a is a weak Pinl translocation inducer but a powerful
Pinl-interaction inducer.

During human neutrophil stimulation, the NADPH oxidase
organizer subunit p47phox is heavily phosphorylated.® It is well
known that, on phosphorylation, the p47phox isoelectric point (pI)
shifts to the acidic range, giving rise to several phosphorylated
isoforms corresponding to different phosphorylation states.*! When
cells are stimulated with PMA, a PKC activator, 8 or 9 phosphory-
lation states of p47phox are observed in the cytosol and mem-
branes, with the 2 most acidic forms being located in the
membrane.*'#2 These results suggest that p47phox undergoes
sequential p47phox phosphorylation in the cytosol and membrane.
Furthermore, we found that GM-CSF and TNF-«, which do not
activate NADPH oxidase, induced partial phosphorylation of
p47phox on Ser345 via ERK1/2 or p38MAPK in the cytosol of
GM-CSF- and TNF-a—treated neutrophils, respectively, an event
that primes NADPH oxidase assembly.!621:32 Our results suggest
that p47phox is first phosphorylated by a MAPKinase (ERK1/2
or p38MAPK) on Ser345 and that Pinl then binds to this site,
inducing conformational changes that facilitate subsequent
phosphorylation of the remaining sites by PKC isoforms. Complete
phosphorylation of p47phox allows its binding to p22phox
(Figure 7). Phospho-Ser345 is located in a proline-rich region
(—PX-phosphoSP-) that can exist in the cis or trans conformation,
and proline isomerization has a regulatory effect involving subtle
conformational changes. Prolyl cic/trans isomerization is a sponta-
neous process but can also be catalyzed by various enzymes. Pinl
is a unique prolyl isomerase that specifically recognizes phosphor-
ylated serine or threonine residues located immediately N-terminal
to a proline, and then isomerizes the peptide bond. The
p38MAPKinase/p47phox(Ser345)/Pinl axis could be essential for
regulating the level of NADPH oxidase activation at inflammatory
sites. It is noteworthy that this MAPKinase phosphorylation site
(—SP—) is not conserved in murine p47phox, contrary to rat
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Figure 7. Models of the different conformations of p47phox in resting, primed, and activated neutrophils: role of Pin1 and phosphorylation. In resting cells, p47phox
is not phosphorylated and has a constrained conformation because of the tight interaction between SH3 domains and the autoinhibitory region (AIR). (1) During priming,
p47phox is first phosphorylated by a MAPKinase (ERK1/2 or p88MAPK) on Ser345, and (2) activated Pin1 then binds to this site, (3) inducing the first conformational changes
that allow PKC isoforms to phosphorylate p47phox on other sites during activation. (4) Phosphorylation of p47phox on several sites at its C-terminal tail prevents the SH3/AIR
interaction, allowing the cryptic SH3 domains to bind to the proline-rich region (PRR) of p22phox (5) and NADPH oxidase hyperactivation.

p47phox. Another MAPKinase site, Thr356, was recently identi-
fied in murine p47phox.# Pinl might target Th356 in mouse
neutrophils and induce their priming.

In its nonphosphorylated state, p47phox has a constrained
conformation because of the tight interaction between SH3 do-
mains and the autoinhibitory region.* Phosphorylation of p47phox
at its C-terminal tail relaxes this interaction, allowing the cryptic
SH3 domains to bind to the proline-rich region of p22phox. This
implies that phosphorylation induces conformational changes of
p47phox. Several in vitro experiments have shown that p47phox
phosphorylation induces conformational changes of the pro-
tein.*>#¢ We now show that Pinl is the enzyme that initiates and
catalyzes this reaction in intact neutrophils, in a phosphorylation-
dependent manner via phospho-Ser345.

Pinl has a key role in some neurodegenerative diseases and
cancers.?%?” Pinl also regulates transforming growth factor-f3 and
GM-CSF mRNA stability in eosinophils and T lymphocytes.?$2° In
this study, we identify a key role of Pinl in controlling the level of
NADPH oxidase activation in TNF-a—primed neutrophils. ROS
production by the phagocyte NADPH oxidase complex plays a
major role in host defenses, but excessive ROS production can
damage healthy bystander tissues, thereby contributing to inflam-
matory diseases. We have previously reported increased NADPH
oxidase activity and excessive ROS generation through increased
p47phox(Ser345) phosphorylation in neutrophils isolated from
synovial fluid of rheumatoid arthritis patients, compared with those
isolated from blood.?! The results presented here suggest that Pinl
could mediate neutrophil hyperactivation at inflammatory sites.
Pharmacologic Pinl targeting could thus dampen TNF-a—induced
neutrophil hyperactivation and ROS production, a hallmark of
inflammatory diseases.

TNF-a is a key cytokine in several inflammatory diseases. Here
we show that Pinl mediates TNF-a—induced neutrophil NADPH

oxidase priming and ROS hyperproduction via specific binding to
phosphorylated Ser345 of p47phox. Pinl could mediate other
TNF-o—induced processes and thus be an essential player in
TNF-o—induced inflammatory diseases. Pinl inhibitors might
represent an important therapeutic advance for inflammation and
other diseases associated with TNF-a overproduction.
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RESUME

Ce travail montre qu’'une protéine non encore décdans les phagocytes, la PAT1 « Protein
interacting with APP Tail 1 », interagit avec larfpa cytosolique de la p22phox (composant du
cytochrome ks membranaire de la NADPH oxydase). Nous avonssétiliifférentes approches pour
montrer cette interaction : le systeme double ltgyria technique de GST-pull down, la microscopie
confocale et la technique de co-immunoprécipitatioe plus, nous avons montré que la PAT1a
recombinante augmente l'activité de la NADPH oxwlas vitro dans un systéme acellulaire
reconstitué, et dans les cellules intactes (moracgt cellules COS-phox). Cette nouvelle interactio
régule donc l'activation de la NADPH oxydase eptaduction des FRO. Par ailleurs, la liaison de
PAT1 aux microtubules pourrait favoriser I'assergblalu complexe NADPH oxydase pendant son
activation. Ceci pourrait conduire a I'identificai de nouvelles cibles thérapeutiques qui prévieinne

la survenue des lésions tissulaires dans les nealamflammatoires.
Mots Clés NADPH oxydase, Phagocytes, Formes réactivesotgdene, PAT1/APPBP2, p22phox.

Regulation of the phagocyte NADPH oxidase by a nove | interaction between p22phox
and PAT1.

SUMMARY

Reactive oxygen species (ROS) production by thg@hde NADPH oxidase plays a crucial role in
host defenses. NADPH oxidase is composed of the brema flavocytochromeskg components
(p22phox and gp91phox/NOX2), and cytosolic compts@mdOphox, p47phox, p67phox and a small
GTPase Racl or Rac2). In this work we identifiedTRAy double hybrid system as a potential
partner of p22phox. The interaction between p22pdnuck PAT1a was further confirmed by in vitro
GST pull-down assay, confocal microscopy and co4imoprecipitation. Addition of recombinant
PAT1a to the cell free-system enhanced NADPH oxdaivation and it's over-expression in human
monocytes and in COSphox cells increased ROS ptiodumn resting and fMLP-stimulated cells.
These data clearly identify PAT1 as a novel regulaf NADPH oxidase activation in phagocytes.
Inhibition of p22phox/PAT1 interaction could be ds&s new approach to limit ROS production by

phagocytes at inflammatory sites.

Key words: NADPH oxidase, phagocytes, PAT1/APPBP2, p22ph@adive oxygen species.
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