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|. La Polyarthrite Rhumatoide (PR)

La PR est une maladie inflammatoire a composante-imunune caractérisée par la
destruction structurelle de larticulation, coupléedes gonflements articulaires appelés
synovites (Figure 1). Les mécanismes de la maldeiieeurent a ce jour inconnus, mais les
informations récentes de la littérature impliquésd cellules de I'immunité innée dans le
développement des Iésions de la PR (Cedergjrah 2007 ; Lefevreet al, 2009).

oS OS
Capsule articulaire —> ( \ —
Membrane synoviale — :
4100 el a

Liquide synovial
.Y
OS

Cartilage

OS
Articulation Articulation
normale rhumatoide

Figure 1. Schéma des coupes d’'une articulation norale et d’une articulation rhumatoide. Une
articulation est formée de deux extrémités ossengdiges entre elles par la capsule articulairs. égiphyses et
la capsule délimitent un espace clos, baigné péquéde synovial. Les surfaces internes de cedtaté sont
recouvertes soit par le cartilage coiffant I'os seghondral soit par la membrane synoviale qui s&pia capsule
articulaire. Ce schéma illustre I'hypertrophie dentembrane synoviale, la destruction du cartilagsi gue la
sévere érosion du tissu osseux. Tous ces symptfraesctérisent I'articulation rhumatoide. D’apres
http://www.inserm.frithematiques/circulation-metébme-nutrition/dossiers-d-information/la-polyarite-
rhumatoide.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires miseanspnt similaires dans I'ensemble des
réactions inflammatoires. Des leucocytes, en qaditr des polynucléaires neutrophiles
(PMN) vont étre mobilisés pour migrer vers le sitbammatoire. Une fois sur place, les
PMN activés vont produire des espéces réactivebodggene (ou ROS pour « Reactive
Oxygen Species ») issues de l'association du cowmplde la NADPH oxydase. Des
métalloprotéases matricielles (ou MMPs pour « Malfietalloproteinases ») vont contribuer
a la migration cellulaire. Dans le cas du PMN,ddagénase MMP-8 et la gélatinase MMP-9
dégradent respectivement les collagenes de typelé ¢ype IV. Les protéases et les ROS

peuvent aussi exercer des effets déléteres en rtaues dommages irréversibles et
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incontrélés de la matrice extracellulaire des sssibles. Des cytokines pro-inflammatoires
comme le « Tumor Necrosis Facter» (TNFo), l'interleukine B (IL-1p) et I'lL-6, vont

intervenir en favorisant la réaction inflammatatesn amplifiant celle-ci.

Il. Les principaux acteurs de la PR : les synoviocytest
les neutrophiles

Bien que la physiologie de la PR soit encore mahce, plusieurs phases s’enchevétrant les
unes aux autres semblent caractériser I'évolut®nadmaladie. Un réle primordial dans le
déclenchement de la PR est reconnu aux synoviofiyagset al, 2000) et notamment leurs

interactions avec les cellules infiltrantes phagaicgs, les PMN (Kuret al, 1999).
II.1. Les synoviocytes : cellules résidentes de la membe
synoviale
[I.1.1.La membrane synoviale rhumatoide
La membrane synoviale recouvre toutes les surfadesulaires a I'exception du cartilage.

Elle enveloppe la cavité contenant le liquide syalo¥lle est divisée en deux couches :

» une couche profonde abondamment vascularisée etvinn recouvrant la capsule
articulaire.

» une couche superficielle, elle-méme divisée en a@euches: I'intima et la sub-intima.
La couche bordante de la membrane synoviale eséf®ide synoviocytes :

» Les synoviocytes de type A ou macrophagiques (MloBrp« Macrophage Like
Synoviocyte »), d'origine hématopoiétique.
> Les synoviocytes fibroblastiques, ou de type B (Fp8ur « Fibroblast Like

Synoviocyte ») synthétisent les substances quititoest le liquide synovial.
[I.1.2.Le FLS dans la PR

a. Phénotype du FLS rhumatoide

Au cours de la PR, les FLS proliferent de faconugdsetumorale. Ce phénomene est
caractéristique de la pathologie (Leféwteal, 2009). De plus, a linstar des métastases, la

dissémination systémique des FLS propage la matadiautres articulations.
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Les cytokines pro-inflammatoires sont impliquéeslaa fois dans [lactivation et la
transformation phénotypique des synoviocytes rhardas. L'IL-18 (Chevrelet al, 2002) et
le TNFa (Imaizumiet al, 2009) augmentent la synthése de cytokines gac$e

b. Interaction entre les FLS rhumatoides et les PMN

Le role principal des FLS est de synthétiser etétéc de nombreuses protéines et cytokines
qui assurent le renouvellement de la matrice eeliidaire, la nutrition des autres cellules
articulaires et la synthese de I'acide hyaluronjoz@mposant majeur du liquide synovial.
Dans la PR, les FLS peuvent interagir avec deslilesllimpliquées dans la destruction du
cartilage et l'inflammation, en particulier les PMHiler et al, 2006). En premier lieu, les
synoviocytes synthétisent des chimiokines quiettites leucocytes (Privat al, 2001). Les
FLS produisent I'lL-8, attirant ainsi les PMN citaats (Gaoet al, 1995). Suite a la
stimulation par les cytokines pro-inflammatoires l'eicquisition du phénotype pseudo-

tumoral, les FLS activés entretiennent la réadiflammatoire dans la membrane synoviale.

II.2. Les PMN : principales cellules infiltrantes de
I'articulation

[I.2.1.La granulopoiése

Les granulocytes neutrophiles matures sont deslegltontenant de nombreuses granulations
dans le cytoplasme ainsi qu’un noyau segmenteé @siepirs lobes : on les appelle pour cela
les polynucléaires neutrophiles. Ces PMN sont latgmal de la différenciation au sein de la

moelle osseuse de progéniteurs (pluripotents mdisialisés) puis de précurseurs de la lignée
neutrophile. Durant la granulopoiese de cette &gr@lusieurs types cellulaires vont se

différencier . les myéloblastes, les promyélocyts myélocytes, encore capables de
proliférer. Ensuite elles vont se differencier efiides terminales, incapables de mitose : les

métamyélocytes et les PMN (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma de la granulopoiéséln myéloblaste se divise et se différencie en 2Znyddocytes qui
donnent & leur tour 4 myélocytes et se divisentfaisede plus pour donner 8 cellules filles. Celtese divisent
et se différencient en 16 métamyélocytes qui sErdificient par la suite en polynucléaires matui@svant
entrer dans le sang circulaBtapres hematocell.univ-angers.fr.

— S jours

D

Sang circulant

Le myéloblaste est une cellule rare de la moelkewse (0 a 2 % des cellules d'un frottis
médullaire). Il est de forme ovale et mesure 1503uR1. Son noyau est volumineux et
contient une fine chromatine ainsi que 1 a 3 nudetéoLe cytoplasme, tres restreint, est
basophile et contient quelques granulations azulexpleorrespondant a des lysosomes. Le
promyeélocyte, plus volumineux, constitue 2 a 8 % dellules médullaires. La condensation
chromatinienne est faible et il y persiste souwannucléole. Les granulations azurophiles se
font plus nombreuses dans le cytoplasme ce guiagattéristique de la maturation nucléo-
plasmique. Ces granules sont parfois dispersés ldanygoplasme mais sont principalement
positionnés autour de I'appareil de Golgi. Au staaglocyte, la synthese de ces granules
cesse au profit des granules spécifiques contafmld lactoferrine et des granules riches en
gélatinase. Le noyau est arrondi, souvent aplaticdé du cytoplasme, la chromatine est trés
dense et il n'y a plus de nucléoles. Le cytoplasteeenu acidophile, contient de nombreuses
granulations primaires et secondaires « spécifiqu€es cellules représentent 12 a 20 % des
cellules médullaires. La derniere mitose de lad@mranuleuse du neutrophile se déroule
entre le stade myélocyte et métamyélocyte donnaissance a une cellule qui ne différe du

4



Introduction

myélocyte que par l'aspect réniforme du noyau, dmdensation chromatinienne et la

raréfaction des ribosomes et des mitochondries.

11.2.2.Migration du PMN circulant sur le site infla mmatoire

L’étude de plusieurs modeles murins de PR suggezdes PMN sont les principales cellules
infiltrantes de I'articulation (Chemet al, 2006). lls parviennent au site inflammatoire en

plusieurs étapes.

> Etape de roulementle PMN va étre retenu a la paroi vasculaire.db&ence des
deux types cellulaires se fait par I'expression metéines d’'adhésion de faible
affinité, les sélectines. La seconde étape fagtru@nir des protéines d’adhésion de la
famille des intégrines finalisant 'adhérence duNPBur I'endothélium (Figure 3).

» Etape d’adhérencel:a cellule ralentit puis adhére a I'endothélium.

» La diapédése Etape au cours de laquelle le PMN s’'insere emde cellules
endothéliales pour traverser la membrane basalgsieR®rs protéases vont étre
sécrétées. L'élastase participe au désassemblagmdwlexes cadhérines/cathénines
ce qui dégage les jonctions intercellulaires pehdsue la MMP-9 dégrade la
membrane basale. La migration vers le site inflatoire est modulée par des

chimiokines.

Roulement Adhérence

Diapédése

Figure 3: Migration du PMN vers le site inflammatoire. Dans un premier temps, le PMN (figuré en
mauve) va rouler sur la paroi vasculaire (figuréer@se). Dans un second temps, le PMN ralentitdagiee
compléetement a I'endothélium. Enfin, le PMN s'irséentre les jonctions des cellules endothélialesr po
atteindre le site inflammatoire : c’est la diapédes
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11.3. Le PMN, phagocyte au réle majeur dans la PR

Le PMN intervient a difféerents stades de la PRawos : la destruction cartilagineuse, les
érosions osseuses et la synovite chronique. Les REb¥etent I'élastase dans le liquide
articulaire.In vitro, ce phénomene est responsable d’'une dégradationlidgene Ill, X, X

et XI mais pas le collagene Il (Gadhetral, 1988). Les PMN semblent également diminuer
les constituants de la matrice produits par les.FLS

Le PMN patrticipe également a I'entretien de l'imflaation en produisant des cytokines pro-
inflammatoires telles que L'IL{1(Lindemanret al, 1988) et le TNE (Djeuet al, 1990).
D’autre part, le PMN est une cellule qui produit ssisement des dérivés réactifs de

'oxygéne en réponse a une stimulation.

lll. ROle des ROS dans la PR

La faible demi-vie des ROS (de l'ordre de la mdtisnde) et leur haute réactivité rendent
difficile la démonstration directe de leur implicat dans la physiopathologie de la PR.
Cependant de nombreux arguments suggerent un edkeat des ROS dans l'initiation et

I'évolution de cette pathologie (Philigs al, 2010).

lll.1. Les ROS : formes réactives de I'oxygéne

.1.1. La formation des ROS

Les formes réactives de I'oxygene (« Reactive Ory§pecies », ROS) sont des espéeces

chimiques dérivées de I'oxygene que I'on peut dggier en deux groupes :

> Les radicaux oxygénés présentant un ou plusie@sréhs non appariés sur leur
couche externe : I'anion superoxyde Ole radical hydroxyle OH’, le monoxyde
d’azote NO' et le radical peroxyde (ROO ou R et chaine carbonée).

> Les dérivés non radicalaires : le peroxyde d’hydreghbO,, le peroxynitrite ONOQ
I'acide hypochlorique (HOCI), 'ozone £t I'oxygéne singuletO,.

Les ions superoxyde [ issus de la réduction monoélectronique de I'orggésont des
molécules instables. lls semblent capables de rsavda membrane plasmique (Mao et

Poznansky, 1992), mais leur toxicité directe esitée du fait de leur dismutation en®j:
20, + 2H - O + HO;

6
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H,0O; est relativement stable. La toxicité de cette ke provient de sa capacité a genérer le
radical hydroxyle, hautement réactif, en préseneeations métalliques par la réaction de
Fenton ou par réaction avec I'anion superoxyde tlansaction d’'Haber-Weiss.
» Reéaction de Fenton :
H,0, + Fé& — OH + F& + OH-

» Reéaction d’Haber-Weiss:

H-O, + Q@ —> OH + Q + OH

La myéloperoxydase, contenue dans les granulo@zesophiles, catalyse également la
transformation du peroxyde d’hydrogene en ion hipprite (ClO), oxydant tres puissant au
pouvoir bactéricide, en présence d’'ion chlorure :

HO, + CI - CIO + G + HO

L’'acide hypochloreux (HOCI) qui en découle peutgiéaavec des amines et former des
chloramines dont la toxicité particulierement ekevésulte de leur durée de vie prolongée :
HOCI + RNH, — RNHCI + HO
(ouR est un groupe carbongé)

Enfin, I'association de 0, et OCI produit un oxygéne singul&D, :
HO + CIO — ClO + HO + 'O,

Plusieurs sources génératrices d’aniops @t été rapportées. La principale reste I'actomati
de la NADPH oxydase qui est le systtme majeur déymtion d’anions @. Elle catalyse la
réduction monoélectronique de I'oxygene ou le NAD&3t le donneur d’électrons selon la
réaction suivante :

NADPH + 2Q — NADP" + H + 2Q°

D'autres sources potentielles d’anions @nt été identifiées : le cytochrome P450, la
lipooxygénase, la xanthine oxydoréductase, la gamioiamyl transférase ainsi que la NO

synthase découplée.

[.1.1. La détoxification des ROS

Au-dela d’'un certain seuil, I'exposition aux ROScasionne des lésions tissulaires.
L’organisme possede des systémes de détoxificgtiwrvont permettre I'élimination d’'une
part du peroxyde d’hydrogéne par la catalase ayluthation peroxydase et d’autre part de

l'ion O, par la superoxyde dismutase (SOD) :
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Catalase
2 HO5 — HO + O,

Gluthation peroxydase

H,0, 2 H,0
Gluthation réduit 2 GSHY” Nl Gluthation oxydé (GS-SG)

Les SOD catalysent la réaction de dismutationida [0, "en peroxyde d’hydrogéne :

20,7 + 2H - O + HO,

I11.2. Les ROS sont présents dans la PR

Il existe dans la PR une modification de I'équéitentre les moyens de détoxification des
ROS et les systemes producteurs de ROS, en fawewesl derniers. Le TNE dont la
concentration est considérablement augmentée awlediarticulation, est un puissant agent
pré-activant la NADPH oxydase Nox2 des phagocybem@et al, 2006). Le TNk et I'lL-

1B (Chenevier-Gobeauxt al, 2006) stimulent l'activitt NADPH oxydase des FLUS
présence de ROS dans l'articulation engendrenépmlgimérisation de I'acide hyaluronique
(Grootveldet al, 1991) et de la chondroitine sulfate (Reesl, 2004). De plus, les ROS
participent & I'accélération de I'athéroscléroseé cpnstitue la premiere cause de mortalité
dans la PR (Avifia-Zubiett al, 2008).

.2.1. La NADPH oxydase phagocytaire dans la PR

La production de ROS par les PMN infiltrant (Cederget al, 2007) l'articulation est
nettement augmentée. La production massive deking®TNFe et IL-8 est a I'origine d’une
phosphorylation de p47-phox, participant & un ééapré-stimulation de la NADPH oxydase
(ElI-Bennaet al, 2002), couramment dénommérming », qui conduit a une production de
ROS plus rapide et plus intense en réponse a urietee stimulus. Plusieurs résultats
expérimentaux indiquent que I'augmentation de tpction de ROS au sein de I'articulation

est un élément majeur a l'origine de la destructidgitulaire dans la PR (Meret al, 1991).

.2.2. La famille des NADPH oxydases

Les NADPH oxydases (Nox) forment une famille d’emeg membranaires qui catalysent un
transfert d’électrons depuis le NADPH vers I'oxygenoléculaire @ Nox2 est le prototype
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des NADPH oxydases (Nox pour NADPH oxydase). Efiemincipalement exprimée dans
les phagocytes. La famille des NADPH oxydases cemprplusieurs membres, tous
homologues de la sous-unité catalytique Nox2: Nax® et Duoxl et 2 (pour « Dual

oxidase »). Nox1, Nox2, Nox3 et Nox4 forment un élimavec une sous-unité stabilisatrice
p22-phox (phox pour « phagocyte oxydase »).

Figure 4. La famille des NADPH oxydasesMalgré leur structure et leur fonction similairéss membres de

la famille des NADPH oxydases different dans lewdmd’activation. Nox1 nécessite la présence deph@X,
Noxal, Noxol et Rac. Nox2 requiert la présence2izphox, p47-phox, p67-phox, p40-phox et Rac. Nox3
quant a lui nécessite I'association de Noxol et pae de Noxal et Rac. Nox4 est uniquement assopi2-
phox mais ne nécessite pas la présence de faadgiasoliques. Enfin, Nox5 et les Duox ne sont aigsoa
aucun partenaire et sont activés par le calciuragetlulaire. (D’aprés Bedast al, 2007).

Nox2 est activée par des facteurs cytosoliqueslaggus, p47-phox, p67-phox, p40-phox et
Rac. Nox1 a été la premiére isoenzyme de Nox2 tarsee (Sulet al, 1999). L’activité de
Nox1 (présente dans I'épithélium du cblon, lesutel musculaires lisses vasculaires, les
cellules endothéliales, I'utérus, la prostate stdstéoclastes) est modulable par des facteurs
cytosoliques Noxol et Noxal homologues respecéfp4l7-phox et de p67-phox. L'activité
de Nox3 est également stimulable par Noxol (Batfal, 2004). L’expression de cette
isoenzyme est restreinte a l'oreille interne. Npxdsente une activité constitutive (Grarge

9
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al., 2006). Toutefois, des travaux récents montreetlguprotéine poldip2 (Polymerase Delta
Interacting Protein-2 ) interagit avec p22-phox l@yet al, 2009) dans les cellules

musculaires lisses, augmentant ainsi I'activittNde4. Nox5, Duox1 et Duox2 sont activées
par le calcium (Banfet al, 2001 ; Kawaharat al, 2005).

V. La NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase phagocytaire est un complexe eafigme multimérique constitué de
protéines transmembranaires, Nox2 (gp91-phox) 2{ghx, qui forment le cytochronigsg,

et de protéines cytosoliques p40-phox, p47-phoX;gitox et Rac2. Son activation dépend de
'assemblage des facteurs cytosoliques sur le byboee bssg membranaire ce qui induit le

transfert d’électrons et la production d'ions sapgde Q .

IV.1. La granulomatose sceptique chronique, modele d’'étued
de la NADPH oxydase des phagocytes

Un défaut de fonctionnement de la NADPH oxydasdraguit par une maladie grave, la
granulomatose septique chronique (CGD, « Chronian@omatous Disease »). C’est une
immunodéficience primaire d'origine génétique, effat 1/200000 personnes (Alvarez-
Cardonaet al, 2009). Elle est caractérisée par un déficit detédseridie des phagocytes
entrainant des infections itératives fongiques attdriennes graves. La forme la plus
fréequente concerne la CGD a transmission lié {+85 % des cas de CGD). Dans ce cas, le
cytochromebsss est le plus souvent indétectable (Segal, 1987paste de CGD X Mais le
cytochromebssg peut étre présent en quantité réduite lors d'uB® X (Stasiaet al, 2003)

ou en proportion normale mais sous une forme nantionnelle dans le cas de la CGD X
(Crosset al, 1995).

Les formes autosomales récessives touchant le guetant pour p47-phox représentent pres
de 25% des CGD alors que celles affectant I'expyasge p22-phox et p67-phox comptent
chacune moins de 5 % de la population atteinteg€aal, 2000). Un seul cas de CGD liée

a une mutation du gene codant pour p40-phox aptite (Matutest al, 2009).
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I\VV.2. Le cytochrome bssg, centre catalytigue membranaire de
la NADPH oxydase

Le cytochromebssg, cceur catalytique de la NADPH oxydase des phagecwbit son nom a
son spectre d’absorption rédox comprenant une bard858 nm. C’est un hétérocomplexe
formé de Nox2 (gp91-phox) et p22-phox, assembliEmame stoechiométrie 1 : 1 (Wallach
et Segal, 1996), qui porte deux hémes.

IV.2.1. Nox2, cceur catalytique du cytochroméssg

Nox2 est une protéine de 570 acides aminés codde gane CYBB (chromosome Xp21.1)
qui contient 13 exons (Royer-Pokoea al, 1986). Le transcrit de 5 kb est traduit en une
protéine de 65 kDa (gp65) au niveau du réticulunhoprasmique (Portest al, 1996). Cette
protéine sera massivement glycosylée sur 3 aspamgfAsn®, Asn®® Asr) dans
'appareil de Golgi (Yuet al, 1999). La masse apparente de 91 kDa, détermipés a
migration électrophorétique, a donné son nom ar¢éééme mature. Une analyse du profil
d’hydrophobicité de la séquence peptidiqgue couplé® caractérisation d’épitopes reconnus
par des anticorps monoclonaux spécifiques de NogR aeéalisée (Lambeth, 2002). Elle a
permis de prédire 6 passages transmembranaireseetjweue cytosolique supportant les
différents sites nécessaires au transfert d’électtepuis son substrat le NADPH jusqu’a
'oxygene (Figure 5). L’homologie de séquence ades ferrédoxines NADP réductases
indique 2 sites putatifs de liaison au FAD sur e cytosolique de NoxZ*¥HPFTLSA?

et ®IRIVGD>*® (Taylor et al, 1993). Des expériences de mutagénése dirigésteatteque
I'His ** joue un role capital dans la liaison du FAD awckiromebsss (Yoshidaet al, 1998).

Il existe 4 sites potentiels de fixation du NADPUt a partie C-terminale de Nox2 localisés
dans la partie cytosolique C-terminale (405-5F8)sengreret al, 2010).

L’incubation de cellules PLB-985 différenciées earglocytes en présence d’'inhibiteur de la
synthése de I'heme, la succinyl acétone, montrd’'meerporation de deux hémes, au sein du
noyau protoporphyrine, est indispensable a la lidabion de Nox2 et a la formation de
I’hétérodimere Nox2/p22-phox (Yet al, 1997). Quatre résidus histidines, situés sur le
troisieme (Hi$** et His'® et le cinquiéme passage transmembranaire’fHis His?%) de

Nox2, coordonnent les hemes.
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C-ter

Figure 5: Les différents sites de Nox2 impliqués de le transfert d’électrons. Nox2 est une protéine
transmembranaire comprenant une partie C-termigtal-terminale cytosoliques séparées par 6 héticeées
domaines de liaison au NADPH et au FAD sont figuaisi que les 4 histidines de§™3 et 5™ passages
transmembranaires permettant la coordination des démes, de potientiel redox différent, contenanatome
de fer. Trois asparagines glycosylées sont figurgas les 2™ (N=! et N“Yet 3™ (N®% boucles
extracellulaires (Paclet al, 2004 ; ElI-Benna et al., 2010).

Plusieurs étapes sont nécessaires au transfededesélectrons du NADPH vers I'oxygene
pour former les anionsQ La premiére phase consiste en un transfert de éectrons du
NADPH vers le FAD. Un premier électron est délipar le FADH vers 'héme de plus bas
potentiel redox qui le transfére ensuite au deusiédmeme. L’héme externe permet la
production d'une premiére molécule d'anion, Opar réduction mono-électronique de
dioxygene (Figure 6). Puis un autre électron du F&SD transféré a une autre molécule
d’oxygénevia le premier puis le deuxieme heme (Cross et S@8K). D’'apres le potentiel
redox des deux hemes, le transfert d’électrons’ldeme interne vers I'hneme externe est

défavorable (Figure 6).

FAD Cytochrome b;5;  Cytochrome by 0,"
-256 mV
le ]-225mV le f-265mV lep-160mV
NADPH
Cytochrome bssg Cytochrome bs;g 0,

320mV] 2e FAD’
Cytochrome bs5;  Cytochrome bsg 0,"

NADP*
Le | 225mv 1e §-265mV 1ef-160 mv

-304 mV)

FAD Cytochrome bs;g Cytochrome bss; 0,

Héme interne Héme externe

Figure 6 : Le processus de transport électroniqueuwcytochromebssg. Les potentiels redox sont indiqués
en rouge. (Cross et Segal, 2004).
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IV.2.2. p22-phox, partenaire de Nox2

L’analyse du génotype de patients atteints de CGIbsamale récessive a permis de
caractériser le gene CYBA, formé de 6 exons, codant p22-phox. Il est situé sur le bras
long du chromosome 16 (16qg24). La protéine p22-ptuntient 195 acides aminés (Figure
7). p22-phox est essentielle a la maturation et stdbilité de Nox2 ainsi qu’'a I'activation de

I'oxydase. D’aprées l'analyse du profil d’hydrophoibé de la séquence primaire de p22-phox
et I'étude des épitopes reconnus par des antiaoigpsoclonaux spécifiques de p22-phox,
cette protéine contiendrait deux passages transnamaibes et une région cytosolique riche
en proline du cété C-terminal au niveau de laqusfidixe la région SH3 (« Src Homology

domain 3 ») de p47-phox.

C-ter

91
N-ter

PRR

!

SH3 p47-phox

Figure 7: Les domaines fonctionnels de p22-pho@RR = “Prolin rich region”; SH3 = “Src Homology
domain 3". (EI-Bennat al, 2010).

I\VV.3. Les facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase
IV.3.1. p47-phox, adaptateur du complexe NADPH oxydase

p47-phox est une protéine codée par le gene NQ&4 sur le bras long du chromosome 7 au

locus 7q11.23 (Lomaet al, 1989). Elle contient 390 acides aminés. Soneéted’orchestrer

la translocation des facteurs cytosoliques surytechiromebssg membranaire au cours de

I'activation de I'enzyme (Heyworthet al, 1991). p47-phox possede quatre domaines

fonctionnels importants (Groemping et RittingerQ2P(Figure 8) :

- Deux domaines SH3 (résidus 156-215 et 226-285)igu@s dans les interactions avec
p67-phox et p22-phox (Sumimogb al, 1994).

- Une région riche en proline PRR (acides aminés38)-
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Un domaine auto-inhibiteur (AIR, « Auto-Inhibitofgegion » : acides aminés 292-340)
qui, en I'absence de stimulation, maintient la @irm¢ p47-phox en conformation repliée
grace a des interactions intramoléculaires avéardem de domaines SH3 (acides aminés
156-285) (Yuzawet al, 2004).

Un domaine PX (« Phox Homology ») qui permet I'ager de p47-phox a la membrane

plasmique par I'interaction avec les phosphoindsgimembranaires (Karetial, 2001).

215 226 285 292 340 360-369

SS SSSS PRR
I \ | y I
Phospholipides PRR p22-phox p67-phox
anioniques

Figure 8: p47-phox, adaptateur de I'assemblage daINADPH oxydase.Domaines structuraux de p47-
phox: PX= « Phox Homology », AIR= « Auto-InhibitoRegion », PRR= « Prolin Rich Region », SH3= « Src
Homology domain 3 ». Les sérines phosphorylabledadeégion C-terminale sont figurées. (Groemping et
Rittinger, 2005).

IV.3.2. p67-phox, activateur du cytochromeossg

La séquence primaire de p67-phox est composée@lad@es aminés. Le gene NCF2 de 16

exons, codant pour cette protéine, est localisélesdoras court du chromosome 1 (1g25)

(Franckeet al, 1990). p67-phox possede plusieurs domaines (Eigur

Quatre motifs TPR (« Tetratricopeptide Repeat »xdi¢ N-terminal qui conférent a la
protéine une structure compacte (Kagaal, 1999) et permettent l'interaction avec Rac
selon une stoechiométrie 1 : 1 (Lapoeageal, 2000)

Un domaine activateur indispensable a linitiatidn transfert d’électron (Haet al,
1998) est inclus entre les résidus 199 et 210.

Un motif riche en proline PRR qui porte le résicur*® phosphorylable et qui permet la
liaison du domaine SH3 de p47-phox.

Deux motifs SH3, au niveau des résidus 242-29955t546 (Durandet al, 2010)
impliqués dans la translocation de p67-phix 'interaction avec le domaine PRR de
p47-phox.

Un domaine PB1 (« Phox and Bem1 ») qui engagdiasens électrostatiques avec p40-
phox (ltoet al, 2001 ; Nakamurat al, 1998).
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Enfin, des études suggérent I'existence de sitdxaion du NADPH sur p67-phox (Dared
al., 2000).

199- 219-
3 36 70 104 120 153 210 236 240 298 351 429 457 515
6T-ohox-l MMM l.

P P 1 ‘ , 526
’}233
Do.malne PRR
activateur
T
Rac Nox2 PB1 (PxxP)

(NADPH) p40-phox p47-phox

Figure 9: p67-phox, activateur de la NADPH oxydaseDomaines structuraux de p67-phox. PB1= « Phox
and Beml », PRR= « Prolin Rich Region », TPR= «digtopeptide Repeat », SH3= « Src Homology domain
3 », la Thf* est figurée au niveau du site PRR. (Groempingténger, 2005).

IvV.3.3. p40-phox, partenaire d'activation de la NADPH
oxydase phagocytaire
La protéine p40-phox est composée de 339 acideséamiie géne de 10 exons codant pour
cette protéine est localisé sur le bras long dorabsome 22 au locus 22q13.1. Elle possede
trois domaines intervenant dans l'interaction alex autres protéines de l'oxydase des
phagocytes (Figure 10) :
- Un domaine PB1 (acides aminés 237-329) susceptéler les régions SH3 de p67-phox
(Nakamureet al, 1998).
- Un domaine PX C-terminal (acides aminés 24-143)ntlisspécifiquement le
phosphatidyinositol-3-phosphate membranaire (&taal, 1996).
- Un domaine SH3 (acides aminés 228-237) susceplibleer le domaine PRR de p22-
phox (Tamureet al, 2007).
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24 143 170 228 237 329
40-phox HEET-
P P 1 154 ] 339

S315
Phospholipides p22-phox PB1
anioniques p67-phox

Figure 10: p40-phox, partenaire d’activation de la NADPH oxydase phagocytaire. Domaines
structuraux de p40-phox : PX= « Phox Homology »12BPhox and Beml », PRR= « Prolin Rich Region » ;
SH3= « Src Homology domain 3 ». Les sites de phmggétion ThF>* et Sef'™® sont figurés. (Groemping and
Rittinger, 2005).

1V.3.4. La protéine G monomeérique Rac

Les protéines Rac sont des petites protéines G mémngues a activité GTPase. Les trois
isoenzymes Racl, Rac2 et Rac3 appartiennent ausfamille Rho des protéines Ras.
L’expression de Racl est ubiquitaire alors queecelk Rac2 est restreinte a la lignée
myéloide. Dans le neutrophile humain, c’est Rac2t d® locus est situé sur le chromosome
22 (22q13.1) qui est la forme prédominante permetiactiver la NADPH oxydase (Knaus
et al, 1991). Du c6té N-terminal, il existe deux domaimEamorcage dont la conformation
dépend de la liaison au GDP ou au GTP. L'assodial® Rac avec la protéine cytosolique
RhoGDI (« Rho GDP dissociation inhibitor ») pernetmaintien de Rac2 sous une forme
inactive liee au GDP. Apreés la dissociation de Rhb(&eisztet al, 2001), Rac2 peut lier et
hydrolyser le GTP. Le changement de conformationstgnsuit permet a Rac de lier p67-
phox (Nisimotoet al, 1997). Le domaine impliqué dans l'interaction @Mox2 est compris
entre les résidus 124 et 135. Le domaine C-termpwybasique possede une queue

géranylgéranyl permettant d'ancrer Rac a la mensopéasmique (Figure 11).

26 45 58 77 124 135 183 192
¢ Poly
Oreag 1se basique _
7
<,
<,
%,

p67-phox RhoGDI Nox2 Phospholipides '}o
anioniques

Figure 11: La protéine G monomérique RacDomaine structuraux de Rac. Deux domaines d’amer¢ag
Il qui se lie respectivement a p67-phox et RhoGie région d'insert qui se lie a Nox2. Une partidypasique
en C-terminal permettant de fixer les phospholipideioniques de la membrane plasmique.
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V. Activation de la NADPH oxydase des phagocytes

De nombreux mécanismes contrdlent l'initiationntietien et la terminaison de I'explosion
oxydative. En effet, la production de ROS par |&N\Pest un processus qui nécessite une
régulation tres stricte. Tous les partenaires dmptexe de la NADPH oxydase doivent
s’assembler pour que le cytochrohbags adopte la conformation active obligatoire pour tpue
production de ROS soit optimale. L'activité de Pgme peut différer en fonction de la
compartimentation subcellulaire et de la réparnigm microdomaines lipidiques (Sheioal,
203 ; Vilhardt et van Deurs, 2004).

En patrticulier, le flux calcique et l'acide aracbmdgque contribuent a l'assemblage et

I'activation du complexe.

V.1. Rdle du flux calcique dans I'activation de Nox2

La stimulation des PMN par le fMLP induit un inflde calcium (Heyworth et Badwey,
1990). Ce phénomeéne est appelé « entrée capaeitativ SOCE (« Store-Operated Calcium
Entry »). Si le calcium extracellulaire est chéld& production d’anion © par le PMN
stimulé par le fMLP est diminuée. Dans les cellltis60, les membres des « Transient
Receptor Potential Canonical » (TRPC) et Orail somiiqués dans la formation de deux
types de canaux a calcium (Bréchatdal, 2008). TRPC1, TRPC6 et Orail contribuent a la
formation des SOCE, tandis que TRPC3 constitueniéine un canal a calcium. L'entrée du
calcium extracellulaire, médiée par ces canaux, peshordiale pour l'activation de la
NADPH oxydase phagocytaire.

Suite a linflux calcique, plusieurs médiateurs coment a l'activation de la NADPH
oxydase phagocytaire. Dans la lignée myéloide HLu@@ stimulation par le fMLP permet le
recrutement de la PKZ qui phosphoryle p47-phox et favorise la trangiocades facteurs

cytosoliques.

V.2. ROle de I'acide arachidonique

hY

L’augmentation de calcium intracellulaire conduigatement a [I'activation de la
phospholipase Acytosolique (PLA) qui transloque alors a la membrane ou elle hyseol
des phospholipides libérant ainsi de l'acide adahique (AA). Il a été montré que la
déplétion en PLAcytosolique des cellules PLB985 différenciées saupo-neutrophiles se
traduisait par une diminution de I'activitt NADPEyalasein vivo (Danaet al, 1998).In
vitro, I'AA augmente également l'activité NADPH oxydades phagocytes (Doussiezeal,
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1999). Plusieurs mécanismes sont avancés pougerplia stimulation de I'activit¢ NADPH
oxydase par I'AA. En se liant au cytochronbgss, I'AA peut induire un changement
conformationnel de I'hémoprotéine qui déclenchectitation de la NADPH oxydase
(Foubertet al, 2002). Sur le plan moléculaire, 'AA induit un afgement de spin du
cytochromebssg ce qui augmente son affinité pour 'oxygéne maligice (Doussiéreet al,
1996) De plus, cet agent amphiphile peut entrainer laurepdes liaisons intramoléculaires
auto-inhibitrices de p47-phox facilitant l'interamt avec p22-phox (Shiose et Sumimoto,
2000). En outre, la production de I'AA par la PLAytosolique et son transport par les
protéines S100A8/A9 conduit a I'activation de la DIRH oxydase des phagocytes par un

mécanisme régulé par le calcium (Bouzidi et Dougsiz004).

V.3. Les kinases impliguées dans I'activation

L’assemblage et I'activation du complexe de la NAD&xydase phagocytaire sont liés a des
evenements de phosphorylations qui affectent alement les facteurs cytosoliques, en

particulier p47-phox mais aussi Nox2 et p22-phox.

V.3.1.Les protéines kinases C (PKC)

La famille des PKC regroupe au total 10 sérinedtthines kinases. Elles sont divisées en

trois sous-groupes :

- les PKC classiques (isoenzymes pI, Bll et y) nécessitent du calcium, du
diacylgylglycérol produit par la phospholipase Qietphospholipide membranaire tel que
la phosphatidylsérine pour leur activation.

- les nouvelles PKC (isoenzymes &, n et 0) n'ont pas besoin du calcium pour étre
activées.

- les PKC atypiques (isoenzymes{Mt et A) n'ont besoin ni de calcium ni de

diacylgylglycérol.

Dans les PMN, les trois classes de PKC sont repiése avec une majorité pour la AKC
(Dekkeret al, 2000). Le PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetates} an puissant activateur
des PKC classiques (Castagptal, 1982). Il mime le diacylglycérol. La PKHCest impliquée
dans la phosphorylation de p47-phox (Reeates., 1999).

V.3.2 La protéine kinase A (PKA)

La PKA est un hétérotétramere constitué de deus-saiiés régulatrices qui maintiennent
deux sous-unités catalytiques. C’est une sérirégttine kinase qui est activée par 'AMP
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cycliqgue (AMPc) qui va, en se fixant sur chacune deus-unités régulatrices, dissocier
'enzyme. Ce phénomeéne va lever I'effet auto-inteibi des sous-unités régulatrices pour
libérer les deux sous-unités catalytiques (Figuzg lLa PKA ainsi activée va phosphoryler
des protéines cibles au niveau de résidus sériteéetnine (Dell’Acqua et Scott, 1997).

AMPc

%
o

PKA inactive PKA active

Figure 12: Représentation schématique de I'activatin de la PKA par '’AMPc. Les sites de fixation de
I'’AMPc sont situés sur les sous-unités régulatrig®sde la PKA. Une fois que 'AMPc est fixé, lesuk sous-
unités catalytiques (C) sont libérées : c’est Raatton de la PKA.

Cette protéine-kinase participe a la régulation wchétabolisme du glucoseia la
phosphorylation de la 6-phosphofructo-kinase-2 (FKjui est un excellent substrat de la
PKA in vitro dans les cardiomyocytes de bceuf (Deptes, 1997 ; Rider, Vandammet al,
1992 ; Kitamuraet al, 1988). Dans ces cellules, les phosphorylationsadeFK-2 par la
PKA sont situées sur les résidus sérint& & $°2 Celles-ci sont primordiales pour 'activité
kinase de la PFK-2 (Rider, van Damne¢al, 1992). Chez la levure, I'activité de la PFK-2,
phosphorylée par la PKA, est multipliée par cingh@2i et al, 2003). La PKA peut
phosphoryler p47-phox (Kramet al, 1988) sur les résidus $&ret un ou plusieurs autres
résidus sérines (328, 359 et 370) (El Benna, Fatiat, 1996).

V.3.3.Les MAP kinases (« Mitogen Activated Protein kinase)

Les MAP-kinases sont des sérine/thréonine kinasesant activées par une MAP-kinase
kinase (MEK), elle-méme phosphorylée par une MARa&e kinase kinase (MEKK). Cette
famille regroupe les ERK1/2 et les p38-MAPK impiéges dans l'activation de la NADPH
oxydase (El Benna, Haat al, 1996) et les JNK (Jun N-terminal Kinase) MAP lgaea
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V.3.4.Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI13K)

Les PI3-kinases sont des hétérodiméres compremansaus-unité régulatrice et une sous-
unité catalytique. Leur réle consiste a transfémergroupement phosphate de I'ATP sur le
carbone 3 de l'inositol des phosphatidylinositateembranaires. Ces protéines kinases
catalysent ainsi la formation du phosphatidylitas3-phosphate, du phosphatidylinositol-
3,5-diphosphate et du phosphatidylinositol-3,4iphinsphate. Ces trois composés sont des
messagers secondaires essentiels a I'activatitem MADPH oxydase (Browet al, 2003).

V.3.5.Les protéines-kinases B / Akt (PKB)

PKB/Akt est une famille de sérine/thréonine kinas&®n nom lui a été donné par
ressemblance avec I'oncogéne viral « Akt-8 ». Adsl impliquée dans la signalisation anti-
apoptotique et dans la croissance tissulaire. Ad2une molécule majeure de la voie de
signalisation de l'insulineln vitro, Akt peut phosphoryler les résidus et Set®® de la
PFK-2 (Deprezt al, 1997). L’inhibition de l'activité d’Akt a un impa sur la production de
ROS par la NADPH oxydase des neutrophiles humainséponse au fMLP (Cheet al,
2006).

V.4. Phosphorylations des sous-unités de la NADPH oxydas

V.4.1.Phosphorylation du cytochromebssg

L’ensemble des modifications post-traductionnetledNox2 et p22-phox sont a I'interface de
l'interaction avec les facteurs cytosoliques ettilaation de la NADPH oxydase. p22-phox
est phosphorylée sur le résidu Tir(Garcia et Segal, 1988) et est vraisemblablement
impliquée dans l'ancrage de p47-phox a la membrdmasvis et al, 2009). Nox2 est
phosphorylée sur sa partie C-terminale par la PEQui favorise les interactions avec p47-
phox, p67-phox et Rac2 (Raatlal, 2008).

V.4.2 Phosphorylation de p47-phox

Quand les PMN sont activés, p47-phox est phospderslir une dizaine de sérines localisées
sur la partie C-terminale de la protéine (Faeistal, 1995). p47-phox est le substrat de
plusieurs protéines-kinases : la PKC (Fontaghal, 2002), la p38 MAPK, ERK1/2 MAPK
(Dang et al, 2006) et Akt (Didichenkeet al, 1996). Ces phosphorylations ont lieu a des
instants tres précis lors de la pré-activatioriagtivation de la NADPH oxydase phagocytaire
(Figure 13).
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Figure 13: Phosphorylation de p47-phox lors de la ng-activation et I'activation de la NADPH
oxydase phagocytaireLorsque les PMN sont incubés avec des faibles cdrat®ns de cytokines comme le
TNFo (Elbim et al, 1994), la NADPH oxydase Nox2 est pré-activée p@eessus potentialise la formation de
ROS en réponse a une seconde stimulation. La pbogption partielle de p47-phox est un événement
important dans ce mécanisme. Au cours de la piéagicn, la proline isomérase Pin 1 interagit alee8ef* de
p47-phox, phosphorylée par les p38 ou ERK1/2 MAfakes. Cela induit un changement de conformation qu
favorise la phosphorylation ultérieure par la Pi&&Ide I'activation (Boussett al, 2010).

V.4.3.Phosphorylation de p67-phox

Méme si p67-phox est phosphorylée au cours devaain des PMN (El Bennet al, 1997),

le rdle de ces phosphorylations n’est pas encateatfait défini. Tout comme p47-phox, p67-
phox adopte vraisemblablement une conformation-ealibée au repos qui se relache lors de
I'activation (Durandet al, 2010). La Th?*® est le site principal de phosphorylation par les
MAPK. Plusieurs kinases sont potentiellement impdies :in vitro par la PAK (« P21
Activated Kinase », (Ahmedt al, 1998)) etin vivo par certaines MAPK : p38 MAPK et
ERK1/2 MAPK.
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V.4.4 Phosphorylation de p40-phox

p40-phox est le substrat de certaines kinases fiamidgle des PKC (Lopest al, 2004). Les
phosphorylations de la Th et de la Séf° sur I'activation de la NADPH oxydase sont
encore contradictoires (Chessaal, 2010).

V.4.5 Activation de Rac par phosphorylation de RhoGDI

La protéine RhoGDI est phosphorylable sur les tésiBet™ et Set”

par différents types de
kinases. Il s’ensuit une dissociation de RhoGDdleetRac. Cette derniere peut alors fixer et
hydrolyser le GTP avant d’étre transférer a la meamé plasmique (DerMardirossiah al,

2004).

V.5. Mode de régulation de I'activité NADPH oxydase
V.5.1.Régulation par phosphorylation

Dans les PMN humains, Nox2 est phosphorylgecitro, la phosphorylation de la partie C-
terminale de Nox2, médiée par la PKC augmenteiVigetdiaphorase, c’est a dire le transfert
d’électron entre le NADPH et le FAD (Raat al, 2008). La phosphorylation de p22-phox
est également assurée par la PKC (Regfiel, 2000). Elle se traduit par une augmentation
de Tl'activite  NADPH oxydasevia des mécanismes dépendant et indépendant de la

phospholipase D qui hydrolyse les phospholipidesibranaires en acide phosphatidique.

V.5.2 Régulation par allostérie

La cinétique enzymatique de la NADPH oxydase npest michaélienne. La liaison de p67-
phox sur le cytochromiessg engendre une modification conformationnelle détoprotéine
(Pacletet al, 2000) nécessaire au transfert d’électron. Lacgira oligomérique, requise pour
considérer I'existence d'une régulation allostégiqest suggérée par homologie avec la
structure oligomérique déterminée récemment pawdhzyme Nox5 de la NADPH oxydase
(Kawahareet al, 2011).

V.5.3.S100A8/S100A9, partenaires d’activation de Nox2

Les protéines S100 sont des protéines solubles wiansolution de sulfate d’ammonium a
100 % de saturation. Cette famille de protéinesorgze 21 membres (Ravagial, 2004) qui

ont en commun deux sites EF-hand leur permettaffikdedeux molécules de calcium. Les
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protéines S100A8 (Calgranuline A ou MRP8, pour «Mid Related Protein ») et S1I00A9
(Calgranuline B ou MRP14) peuvent également liee nmolécule de zinc avec une forte
affinité (Donato, 1999) sur un site en C-terminad-M-X-X-His différent du site de fixation
du calcium. Les protéines S100A8 (93 acides amih@880 Da) et S100A9 (114 acides
aminés, 13800 Da) représentent ~40 % des protéytesoliques du PMN (Morett al,
1994). La protéine S100A12 (92 acides aminés, 1@&@0est également exprimée dans le
PMN et représente environ 5 % du contenu protéiyt@solique de cette cellule. S100A8 et
S100A9 sont plus fréquemment retrouvées sous lamdod’'un hétérodimeére (Hunter et
Chazin, 1998). Les protéines S100A8/A9 sont im@epi dans la régulation de Il'activité
NADPH oxydase des phagocytes (Doussigtral, 1999 ; Berthieret al, 2003). Quand la
concentration calcium augmente, les protéines S&800RAtransportent I'AA (Sopallat al,
2002). Lors de la translocation de I'hétérodimaréa membrane, I'AA peut changer la
conformation du cytochrombssg (Doussiereet al, 1999) et le rendre pleinement actif. De
plus, S100A8/A9 augmente l'affinité du cytochroimegs pour p67-phox de fagon synergique
avec p47-phox (Berthiest al, 2003). Des liens entre S100A8 et p67-phox ontdétéontrés
(Kerkhoff et al, 2005).

V.5.4 La disponibilité du substrat

Le K, de I'oxydase pour le NADPH est d’environ 30 uM (Bl et al, 2003). Etant donné
gue la concentration cytoplasmique en NADPH restlativement constante dans le
neutrophile, environ 50 uM (DeChatelet al, 1974), la concentration en substrat influe
significativement I'activité NADPH oxydase (PethetoDemaurex, 2005). L'étude du courant
électrique induit par I'activité oxydase de memlerae polynucléaires éosinophiles humains
indiqgue que la concentration de NADPH modifie lansfert d’électron en partie par
modulation du potentiel de membrane (Petheo et Deara2005).

L'étude du complexe de la NADPH oxydase active ésplontre la présence de la 6-
phosphogluconate déshydrogénase (6-PGDH) co-pairifiéec les autres partenaires du
complexe NADPH oxydase (Packet al, 2007). La 6-PGDH est une enzyme de la voie des
pentoses phosphate qui produit le NADPH intracaital(Figure 14). Aussi appelée « shunt »
des hexoses monophosphates, la voie des pentasgshples permet la synthése de ribose-5-
phosphate, précurseur des acides nucléiques nitesssda synthése d’ADN en ARN, ainsi
que la réduction du NADPen NADPH, substrat des NADPH oxydases et de Itatyiion

réductase qui permet le maintien du statut redéascjique. Au laboratoire, il a été montré
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qgue la 6-PGDH est impliquée dans la régulationatgivité NADPH oxydase en augmentant
I'affinité de Nox2 pour le NADPH dans les PMN aésv(Bailletet al, 2011).

Glucose

=
@ o T

l NADP NADPH NADP NADPH

% 1

ATP
PFK-1 | Mg*
ADP

F,diP

+

2 Pyruvates

Figure 14: La 6-PGDH et la PFK-2, enzymes du métallisme du glucose.ADP/ATP = Adénosine
diftriphosphate, F6P = Fructose-6-phosphate, F1-8-Hrructose-1,6-diphosphate, G6PDH = glucose-6-
phosphate déshydrogénase, G6P = glucose-6-phospN&BPH = nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate, PFK = phosphofructokinase, 6PGDH = &pihmgluconate déshydrogénase.

a. La PFK-2 régule la glycolyse

L’analyse du complexe de la NADPH oxydase activaléisa partir de neutrophiles a
également montré la présence de la 6-phosphofkicése-2 (PFK-2), une autre enzyme du
métabolisme du glucose, associée a la NADPH oxy(Raeletet al, 2007). La PFK-2 est
une enzyme bifonctionnelle comportant un site gatple kinase et un site phosphatase.
Quatre genes différents PFKB1, PFKB2, PFKB3 et PFKBdent respectivement pour les
isoenzymes hépatiques, cardiaques, cérébralestietitaires.

L’isoenzyme hépatique est la plus étudiée. Elle spds une activité phosphatase
prépondérante (Figure 15). L’isoenzyme retrouvéesda complexe oxydase, isolé a partir
de fractions cytosolique et membranaire de PMNvéstiest I'isoenzyme cardiaque dont le
locus est situé sur le chromosome 1 (1g23). C’'edtamodimere d’environ 100 kDa qui se
singularise par une partie C-terminale comprenankaites de phosphorylation pour la PKA.
A la faveur d’'une phosphorylation, l'activité kirade I'isoenzyme cardiaque est stimulée. Il

s’ensuit une augmentation de la production de dseR,6-diphosphate, activateur
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allostérique de la PFK-1, I'enzyme limitante de dbcolyse, et une stimulation de la
glycolyse (Figure 15).
SSZ

Isoforme hépatique N, g PFK-2 gFBPase2g g

ter ter

S84 G466
! |

Isoforme cardiaque “ ‘
1 Nlef I Cter

SJSS
Fructose-6-phosphate < /_> Fructose-2,6-diphosphate

Pi
GLYCOLYSE

Figure 15: Comparaison de l'isoforme cardiaque ded PFK-2 avec l'isoforme hépatiqueL’isoforme

cardiaque, exprimée dans les PMN, posséede unersggptis longue que l'isoforme hépatique. Il y alément
deux sites de phosphorylations supplémentaireséfiae 466 et la sérine 483) pris en charge pBKIA. Dans
le cceur, la phosphorylation de I'enzyme va favorisetivité kinase et donc I'activation de la PEXce qui va
se traduire par une augmentation de la glycolyss t&s cellules.

b. La glycolyse, source principale d’énergie dans |6é3MN

Dans les PMN, I'énergie provient essentiellementiadglycolyse. Quelques mitochondries
sont présentes dans les PMN (Maianskial, 2004). Elles sont importantes dans la
programmation de I'apoptose (Maianskial, 2002) mais elles sont incapables de produire de
I'ATP. De ce fait, dans les PMN, la production ggetique sous forme d’ATP est entierement
assurée par la glycolyse.

La glycolyse se déroule dans le cytosol. Elle csirseén I'oxydation progressive du glucose
en deux molécules de pyruvate avec une productomedx molécules d’ATP et de NADH.
Cette voie est régulée a son entrée par I'acthatékinase. La phosphofructokinase-1 (PFK-
1) catalyse la phosphorylation irréversible du tioge-6-phosphate en fructose-1,6-
diphosphate en présence de?{ld activité de cette enzyme est régulée par déscefurs
allostériques, I'ATP et le citrate sont des intehits allostériques de la PFK-1, tandis que le

fructose-2,6-diphosphate est I'activateur allosiéeide cette enzyme (Figure 16).
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ATP  ADP
glucose-6P =———————> fiuctose-6P A‘L) fructose-1,6P = =— — =>» pyruvate
) PFK-1 [jpm—
PFK-2 + -
phosphorylée
L ATP, citrate
+

fructose-2,6P

Figure 16: Schéma de la glycolyseADP/ATP = Adénosine di/triphosphate, PFK = phosphabkinase,

Glucose-6P = glucose-6-phosphate, Fructose-6P =ztoBe-6-phosphate, fructose-1,6P = fructose-1,6-

diphosphate, Fructose-2,6-P = furctose-2,6-diphatgph

La NADPH oxydase phagocytaire est un complexe enzwtique multimérique dont

I'activité est finement régulée sur le plan molécuailire et cellulaire.

La question se pose du role de la PFK-2 dans la ndéigtion de l'activité NADPH oxydase
des PMN, et de facon plus générale du lien entre fgycolyse et la production de ROS
dans les PMN.

Les modes de régulation de I'activitt NADPH oxydasdans les PMN sont multiples e
orchestrés de facon a contréler rigoureusement larpduction de dérivés réactifs de
'oxygene. Dans le cas de certaines pathologiesjteerégulation n’est plus effective eff
contribue a des effets délétéres. En particulier de la PR, la surproduction de ROS jouq
un role central dans la pathologie en participant ala destruction du cartilage dans
I'articulation. Mais a ce jour, rien n’est connu del'impact des ROS sur la membraneg

synoviale et sur le changement de phénotype des FbBservé dans la PR.

Dans ce travail, nous avons cherché a répondre ascguestions.
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Dans un premier temps, nous avons étudié le liene Eactivation de la PFK-2 et I'activation
de la NADPH oxydase des phagocytes. Dans un sdeomas, hous avons évalué I'effet des
ROS produits par la NADPH oxydase des PMN dansRaPplus particulierement sur les

FLS de la membrane synoviale.

Notre étude s’est portée sur I'enzyme de la PFKH2ageté co-purifiée avec le complexe de la
NADPH oxydase, isolé et constitutivement actif, slles PMN (Paclegt al, 2007). La PFK-

2 est une enzyme du métabolisme du glucose : aliécipe indirectement a la glycolyse,
source d’énergie principale dans les PMN.

Nous nous sommes intéressés aux mécanismes datiggule I'activité NADPH oxydase
des phagocytes a travers la PFK-2 en analysant :

» L'impact des kinases déja décrites comme phospdaryla PFK-2, dans d’autres
types cellulaires, sur la phosphorylation de la PFi#tes PMN.

» L’impact des inhibiteurs pharmacologiques de kisem& I'activité NADPH oxydase
des PLB-985 différenciées et des PMN.

> Le lien entre I'activation de la NADPH oxydase pbegtaire et I'activité glycolytique
des PMN.

Dans le contexte physiopathologique de la PR, M8l Pprincipales cellules infiltrantes, et
les FLS, cellules de la membrane synoviale, jouantle majeur dans le développement et le
maintien de l'inflammation. En mimaimt vitro les conditions inflammatoires de la maladie,

nous avons étudié le dialogue entre les deux typlgaires :

> Identification des isoenzymes des NADPH oxydasgsimées dans les FLS mis en
culture, puis mesure de leur activité oxydase.

» Etude du r6le des ROS produits par la NADPH oxydeesePMN sur les cellules de la
membrane synovial : les FLS.

» Evaluation de l'impact des protéines S100A8 et &BOGur I'activité NADPH
oxydase des FLS.
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|. Préparation du matériel biologique

1.1. Matériel cellulaire
[.1.1. Cellules PLB-985

Les cellules PLB-985 sont issues du sang périphéridiun patient atteint de leucémie
myéloide (Tuckeet al, 1987). Une étude morphologique de la lignée dd€5%85 a montré
que ces cellules appartiennent a la famille dedany@noblastes. Elles présentent également
guelques rares granules azurophiles dans leur legiop. Ces cellules sont capables de se
différencier en granulocytes ou monocytes matuneprésence d’agent chimique spécifique
(Tucker et al, 1987). Au contact du diméthylformamide (DMF) lesllules PLB-985 se
différencient en pseudo-neutrophile et acquieraptes 4 jours d’'incubation, la capacité de
produire des ROSia une NADPH oxydase phagocytaire fonctionnelle sirel a celle des
neutrophiles matures. Il faut attendre 6 jours d&rénciation pour observer la formation
d'un noyau fragmenté et polylobé, se traduisant pae diminution du rapport
noyau/cytoplasme. Il est également important deigeé la formation d’un grand nombre de
granules azurophiles dans le cytoplasme (&tei, 1993).

Les cellules PLB-985 sont cultivees en milieu RPM#0 (SVF 10 % (v/v), pénicilline 100
U/mL, streptomycine 100 pg/mL, L-glutamine 2 mM)ndaun incubateur humide a 37 °C
sous une atmosphére de £8% / air 95 %. Pour la différenciation, les cldfisont divisées
puis le lendemain, la concentration cellulaireaastée a 5xT0cellules/mL dans un volume
de 40 mL de milieu de culture. Le DMF est ajoutéd,& % (v/v). Apres 3 jours de
différenciation, il est nécessaire de renouvelernidieu de culture. Les cellules sont
sédimentées dans les boites pendant 30 min. Leudlé culture est éliminé et un méme
volume de milieu frais est ajouté. Le DMF, avec goacentration finale de 0,5% (v/v), est
€galement ajouté pour maintenir le déroulementadaifférenciation. A partir du quatriéme
jour, les cellules peuvent étre utilisées pour kEsune de I'activité NADPH oxydase mais |l

faudra attendre 6 jours d’incubation pour la déféeiation en granulocytes.

[.1.2. Neutrophiles humains

L’isolement des neutrophiles est réalisé a padil mL de sang, prélevés sur des donneurs a
I'Etablissement Francais du Sang. Le sang fraidids¢ 2 fois dans du PBS contenant 1%

(v/v) de tri-citrate de sodium. La dilution est et déposée délicatement sur 12,5 mL d’un
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gradient de densité (Ficoll-Paque PLUS®1,077). Les cellules sanguines sont séparées par

centrifugation a 800 g pendant 20 min a températnreiante.

——
Sang dilué —> Plasma
Centrifugation
. l Cellules
mononuclées
Ficoll — i Ficoll
PMNss et

Globules rouges

Figure 17: Schéma de la séparation des cellules gannes sur un gradient de Ficoll. Aprés
centrifugation (800 g / 20 min / 20 °C) les diffétes cellules sanguines sont séparées en fonc&oeuw
densité. Le Ficoll a une densité supérieure a ckilplasma et a celle des cellules mononucléées;grare sa
densité est plus faible que celle des globulesesag celle des PMN.

Le surnageant (plasma + cellules mononucléées dllFest éliminé par aspiration (Figure
16). Les globules rouges du culot sont lysés dantsumpon de lyse hypotonique (MNE 155
mM, KHCO; 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7) pendant 15 min dans lacgl Le culot de PMN
(blanc) est récupéré apres une centrifugation agggé@ndant 5 min a 4 °C, puis lavé et remis

en suspension dans le tampon PBS.

1.1.3. Synoviocytes primaires humains

Les synoviocytes de type fibroblastique (FLS) sisdus de prélévement de liquides
synoviaux de patients atteints de PR ou d’autreladies inflammatoires (arthrose ou autre
forme d’arthrite). Les liquides synoviaux sont cgagés a 25009 pendant 15 min, & 25°C
afin de sédimenter les cellules. Le surnageant@sservé et stocké a -80 °C tandis que le
culot cellulaire est mis en suspension dans duemitle culture DMEM (SVF 10% (v/v),
pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 pg/mL, lugmine 2 mM) puis transvasé dans une
boite de culture et placé dans un incubateur hugni@é °C sous une atmosphére de 6%

/ air 95 %. Aprés 24h d’adhésion des FLS, les tlgui n'ont pas adhérées (neutrophiles
principalement et quelques lymphocytes) sont éapar lavage. Du milieu frais est ajouté
et les cellules proliferent une semaine avant @’étnsvasées dans une boite de culture plus
grande. Pour se faire, les FLS sont préalablenasnéslen DMEM sans SVF a trois reprises,
puis sont traités avec de la trypsine-EDTA 0,25%8v)(pendant 15 a 30 min. Une fois les
cellules détachées, I'action de la Trypsine espmte avec l'ajout de milieu de culture
DMEM (SVF 10 % (v/v), pénicilline 100 U / mL, strepnycine 50 mg / mL, L-glutamine 2
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mM). Les cellules sont transvasées dans une aoite te culture et adherent en 24 h. Le
milieu est changé au moins deux fois par semaies. dellules sont utilisées entre 6 et 8

passages, soit apres 4 a 6 semaines de cultuntaell

[.2. Numération des cellules

La concentration cellulaire est déterminée a I'aldme cellule de Malassez. Les cellules sont
comptées sur 10 rectangles indépendants et noiggsnirbitrairement, il est convenu de
tenir compte uniquement des cellules sur les afn@its et inférieurs. La moyenne du nombre
de cellules est multipliee par 10 000 et les éwdntdiacteurs de dilution pour obtenir la
concentration cellulaires en cellule/mL. En patelléa viabilité des cellules est mesurée par
exclusion au bleu trypaRour cela, 25 pL de la suspension cellulaire simésldans 100 pL
de PBS + 25 pL de bleu de trypan, la dilution finabt de de 1%8°(les cellules ayant un

cytoplasme et un noyau bleuté sont considérées eamaontes).

II. Matériel biochimique

II.1. Anticorps

[1.1.1.Anticorps monoclonaux dirigés contre le cytchrome bssg

a. Anticorps monoclonaux de souris anti-Nox2

Plusieurs anticorps monoclonaux anti-Nox2 ont éeéetbppés au laboratoire et purifiés a
partir de liquide d’ascite (Campiaet al, 2007). Pour cette étude, deux de ces anticorps on
été utilisés pour I'immunodétection de Nox2 : lered 8G11 et le clone 7A2 (dilution au

1/2000), leur épitope est situé sur la deuxiemelgoextra-cellulaire de Nox2.

b. Anticorps monoclonaux de souris anti-p22-phox

Des anticorps monoclonaux dirigés contre p22-phok &é développés au laboratoire et
purifiés & partir de liquide d’ascite (Campiehal, 2009). Pour cette étude, c’est le clone
16G7 qui a été utilisé au 1/2000, son épitope iagd sur la partie C-terminale de p22-phox

des acides aminés 130 a 139.
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[I.1.2.Anticorps polyclonaux dirigés contre les fateurs
cytosoliques de I'oxydase
Trois anticorps polyclonaux de lapin, respectivetrdirigés contrales peptides spécifiques
de p40-phox, p47-phox ou p67-phox ont été utilig@hlution au 1/1000). Ces
immunoglobulines ont été purifiées a partir d’agrisn de lapin sur 1 mL de protéine A

Sepharose.

Tableau 1: Caractéristiques des anticorps anti-pejues utilisés.

Anticorps Epitope cible Région
Anti-p40-phox résidu 325 a 339 C-ter
Anti-p47-phox résidu 371 a 390 C-ter
Anti-p67-phox résidu 511 & 526 C-ter

a. Anticorps polyclonaux anti-S100A8/S100A9

L'immunodétection des protéines S100A8/S100A9 a réadisée a l'aide d’'un anticorps
polyclonal de lapin spécifique du complexe S100A8FA9 (dilué au 1/1000), produit au
laboratoire (Bailleet al, 2010).

b. Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la PKA

PKAo/B/y cat (H-95): sc-28892 (Santa Cruz Biotechnologg) kst un anticorps polyclonal
de lapin reconnaissant les acides aminés 226 a&2® partie C-terminale de la sous-unité
de la PKA humaine. Cet anticorps a été utilisé DA pour la détection de la PKA en

Western blot. La taille attendue pour la protéisiede 40 kDa.

c. Anticorps polyclonaux dirigés contre la PFK-2

- Anti-PFK-2 native :
PFK-2 car (Y-13) : sc-50956 (Santa Cruz Biotechggldnc) est un anticorps polyclonal de
chévre purifié par chromatographie d’affinité regaissant un peptide présent sur la partie N-
terminale de l'isoforme cardiaque de la PFK-2 humeaiCet anticorps a été utilisé au 1/500

pour la détection de PFK-2 en Western blot. Laegtattendue pour la protéine est de 55 kDa.

- Anti-PFK-2 phosphorylée (Ser 466) :
p-PFK-2 car (Ser 466) : sc-32966 (Santa Cruz Blotelogy, inc) est un anticorps polyclonal

de lapin dirigé contre une petite séquence d’acidesnés contenant la sérine 466
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phosphorylée de la PFK-2 humaine, spécifique dgefirme cardiaque. Cet anticorps a été
utilisé au 1/500 pour la détection de la PFK-2 jphasylée sur la sérine 466 en Western blot.
La taille attendue pour la protéine est de 55 kDa.

11.2. Inhibiteurs pharmacologiques de kinases

- SB202190 (Jena Bioscience, Jena, Allemagne) :
Ce composé fait partie des imidazoles pyridinestaim inhibiteur spécifique de la p38a (p38
MAPK) et la p38b. Il n'a aucun effet sur la p38dga&p38d (Manthewt al, 1998). C’est un
inhibiteur compétitif de la p38 MAPK qui se lie darsite de fixation de 'ATP. Sa valeur de
Clso (concentration nécessaire pour inhiber 50 % daiVid® d’'une molécule cible) est 50
nM pour la p38a et de 100 nM pour la p38b. Il egpartant de noter que SB202190 peut
induire la mort cellulaire avec I'apparition desa@éristiques typiques de I'apoptose comme

la condensation des noyaux ou bien la fragmentai#oiPADN (Nemotoet al, 1998).

- H-89, Dihydrochloride (Cell Signaling technologyamvers, USA):
C’est un inhibiteur de la protéine kinase A (PKAga une GJ, d’approximativement 50 nM
(Chijiwa et al, 1990) (Mejeet al, 2004). L'effet inhibiteur de H-89 est di a saafivn sur la
poche ATP sur la sous-unité catalytique de la kinfisnghet al, 1996). H-89 inhibe
egalement, de facon modérée, la protéine kinaseK&]) et la protéine kinase Cu (PKC)
avec une Gb d’environ 500 nM (Chijiwaet al, 1990) (Johannest al, 1995).

- Akt inhibitor XIII (Calbiochem, Gibbstown, USA) :

Cette molécule a été developpée et décrite commahihiteur de la protéine kinase B
(PKB), connue également sous le nom d’Akt (Zhetoal, 2008). C’est un inhibiteur
allostérique d’Akt 1/2 avec une £lde 560 nM pour Akt 1, 390 nM pour Akt 2 et 7,8 uM
pour Akt 3. Une inhibition est également observée la PKA, la PKC et la « sérum and
glucocorticoid-regulated kinase » (SKG) avec ung) Glupérieure a 50 uM. De plus, dans
différentes cellules tumorales, I'Akt inhibitor Xlahugmente l'induction de I'activité de la
caspase-3 (Zhaet al, 2008).

- PD 98059 (Calbiochem, Gibbstown, USA) :
C’est un inhibiteur de la MEK qui agit sur l'acti@n de la MAP kinase et toutes les
phosphorylations dépendantes de cette enzyme aee€Ckp de 2 uM (Dudleyet al, 1995).

Plusieurs effets secondaires ont été observés ldansellules traitées avec ce composé,
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notamment un blocage de I'induction de I'expresslargene codant pour le TMpar le LPS
(Meanset al, 2000).

- Ro0-31-8220 (Calbiochem, Gibbstown, USA) :
Cette molécule est un inhibiteur de la PKC avec@igde 10 nM. Des effets ont également
été observés pour la CaM kinase ll14Gt 17 uM) et la PKA (Gh = 900 nM) (Daviset al,
1992). De maniere plus modérée, R0-31-8220 inhibrpiession de la MAP kinase
phosphatase-1 et active la c-Jun N terminal kidaGEINK-1). Des effets induisant I'apoptose

ont été observés dans la lignée cellulaire HL-68n(gt al, 2000).

Tableau 2: Concentration des inhibiteurs de kinasestilisés dans les expériences.

Inhibiteur Kinase cible Concentration utilisée
SB202190 p38 MAP kinase 10 uM
H-89 PKA 10 pM
Akt Inhibitor XIII PKB (Akt) 5 uM
PD98059 MAP kinase kinase (MEK 50 uM
Ro0-38-8220 PKC 10 uM

Les cellules sont mises en suspension dans du tafdip& & une concentration de 5%10
cellules/mL. Elles sont ensuite incubées en présdhm inhibiteur de kinase pendant 30 min
a 37 °C. Chaque inhibiteur a été utilisé a une eotration sublétale (Tableau 2) : la viabilité
cellulaire a été controlée par la mesure d’exolusau bleu trypan sur une cellule de
Malassez apres traitement. Une fois le traitememhiné, les cellules sont sédimentées par
centrifugation (350 g / 8 min / 20 °C) et lavéedeax reprises en PBS. Elles seront utilisées
pour la mesure de l'activité NADPH oxydase par éhiminescence en réponse a différents
stimuli et également pour réaliser des Western duotdes lysats cellulaires ou de fractions

cytosoliques.

l1l. Traitement des cellules

l1l.1. Stimulation de I'activitt NADPH oxydase phagocytaie

Trois agents activateurs de la NADPH oxydase phagoe ont été utilisés : le phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA), un ester de phorbolagptive directement les PKC (shunt des

voies de signalisation) et stimule ainsi I'actieatide la NADPH oxydase. La ionomycine, un
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composé ionophore qui augmente la concentratianiqeed intracellulaire, activant les PKC.
Le fMLP, un tri-peptide formylé dérivé de la pabzictérienne qui se fixe au récepteur FP des
PMN. Il a pour effet d’augmenter la concentrati@icmue intracellulaire ce qui active en

particulier les PKC. Les agents stimulant ont ¢ilésés a la concentration suivante :

- PMA 130 nM
- lonomycine 2 uM
- fMLP 100 nM

Les cellules sont préalablement mises en suspensios du PBS contenant du Ca(l,8
mM) et du MgC} (0,5 mM). La concentration cellulaire est ajusié2x1@ cellules/mL. Le
PMA, la ionomycine ou le fMLP est ajouté au milidtincubation en présence des agents
activateurs se fait a 37 °C pendant 5 min. La datan est stoppée par I'ajout d’'un volume
de PBS glacé. Les cellules sont centrifugées (3600gmin / 20 °C) et lavées a trois reprises

avec le tampon PBS puis sont mises en suspensisnOgamL de PBS glacé.

[11.2. Inhibition de I'activité NADPH oxydase

Le diphénylene iodonium (DPI) et ses analogues destinhibiteurs des flavoenzymes dont
les NADPH oxydases font partie. Les cellules soctibées en présence de DPI 10 uM a
37°C pendant 10 min. Elles sont ensuite centrifag@&0 g/ 10 min / 20 °C) et lavées en

PBS, puis sont utilisées pour des mesures d’agsidhzymatiques.

111.3. Co-culture des FLS primaires et des cellules PLB-%8

Des cellules PLB-985 différenciées sont stimuléescaun ester de phorbol, le PMA (130
nM). La concentration cellulaire est ajustée & 3xdéllules / mL dans le tampon PBS
contenant du MgGl (0,5 mM) et du CaGl 0,9 mM. Les cellules stimulées sont
immédiatement mises au contact des synoviocytés)gislement lavés, dans une petite boite
de culture confluente (25 ém 5x10 cellules) pendant 2 h & 37°C. Par la suite, lésles
PLB-985 sont retirées et les synoviocytes sontdaaséec le tampon PBS pour enlever les
cellules PLB985 reésiduelles. Ces derniers sontésaa la trypsine-EDTA 0,25 %. Une fois
décrochés, les synoviocytes sont mis en susperdams du milieu de culture DMEM
contenant du SVF 10 % (v/v), de la pénicilline 100 mL, de la streptomycine 50 mg/mL et
de la L-glutamine 2 mM pour stopper l'action detdgpsine. Enfin, les synoviocytes sont
lavés en PBS puis centrifugés (400 g / 8 min / €%. 1’activitt NADPH oxydase des

synoviocytes est mesurée par la technique de almmmiescence.
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I1l.4. Evaluation de la contamination des synoviocytes pa
les PLB-985

Pour évaluer la contamination des synoviocytedredd co-culture par les cellules PLB-985,
les fractions de lavage sont collectées et lesilesllsont comptées. Connaissant le nhombre
total de PLB-985 ajoutées en debut d’expérienceest possible de déterminer par
soustraction le nombre de PLB-985 résiduelles d#assispension de synoviocytes. Une fois
le nombre de cellules contaminantes déterminé, ambmne identique de cellules PLB-985
différenciées sont stimulées avec le PMA (130 niijsdles mémes conditions que pour la
co-culture mais en absence de synoviocytes. Elesiscubées pendant 2 h a 37 °C puis leur
activitt NADPH oxydase est mesurée par chimilundaese. Ainsi, il est possible d’évaluer
les ROS produits par les cellules PLB-985 différées résiduelles dans la suspension de

synoviocytes.

[11.5. Traitement des synoviocytes avec le TNF

Les synoviocytes sont cultives dans une grandee babét culture (175 cm?). Lorsque les
cellules arrivent & confluence, ce qui correspomtiren & 3 ou 4x10 cellules, les
synoviocytes sont incubées en présence dedT&E ng/mL a 37 °C pendant 24 h dans le
milieu DMEM contenant du SVF 10 % (v/v), de la pmine 100 U / mL, de la
streptomycine 50 mg / mL et de la L-glutamine 2 niMds synoviocytes sont ensuite lavés en
DMEM (sans SVF) et détachés avec de la trypsineADR5 %. D’autres synoviocytes,
provenant du méme liquide synovial sont traitéssdaa mémes conditions mais sans &NF
et constitueront une condition contrdle. Les ceBusont utilisées soit pour mesurer l'activité
NADPH oxydase par chimiluminescence ou par fluotimag soit pour extraire les ARN
totaux en vue d’'analyser les transcrits des NADRYtlases exprimées dans les synoviocytes.
Ces cellules seront également utilisées pour fiehomogénats cellulaires afin d’analyser

I'expression protéique des NADPH oxydases.
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V. Fractionnement subcellulaire

IV.1. Préparation de fractions cytosoliques et membrana@s

Avant tout fractionnement subcellulaire, les celulajustées a 1x3@ellules/mL dans le
tampon PBS sont incubées en présence de 3,5 mepiylfluorophosphate (DFP), un
puissant inhibiteur de protéases a sérine, peridantin dans la glace. Les tubes sont ensuite
centrifugés a 350 g pendant 8 min a 4 °C.

Le surnageant contenant le DFP est éliminé danssohdgion de NaOH 2 M. Le culot
cellulaire est remis en suspension dans 1 mL dedar®BS glacé contenant des inhibiteurs
de protéases (leupeptine 1,8 uM, pepstatine 1,5TL@K 10 uM). Les cellules sont cassées
par sonication avec trois cycles de 10 seconde® puissance de 40 W, avec une pause de 1
min dans la glace entre chaque cycle. Les homaogéitsdenus sont centrifugés a 1 000 g
pendant 15 min a 4 °C pour éliminer les cellulen-nassées, les débris et les noyaux. Les
surnageants sont ensuite ultracentrifugés a 20@0@€ndant 60 min a 4 °C. Le surnageant
correspond au cytosol et le culot correspond aurionanes brutes. Le culot est mis en
suspension dans le tampon PBS contenant des munibitle protéases (leupeptine 1,8 uM,
pepstatine 1,5 uM, TLCK 10 uM). Les échantillonsrdembranes sont homogénéisés par
sonication dans les mémes conditions que précédemmm seul cycle suffit. La
concentration protéique des membranes et du cytsldéterminée par la méthode de

Bradford. Les échantillons sont conservés a -8fusGu’a leur utilisation.

Remarque: Le DFP est un produit extrémement toxique qaiessite des mesures de sécurité
particulieres. Il est manipulé sous hotte chimiquec des gants en latex. Tout le matériel qui
s’est retrouvé en contact du DFP doit étre neus@lidans une solution de NaOH 2 M

préalablement préparée.

IV.2. Préparation de lysats cellulaires

IvV.2.1. Lyse des cellules en présence de triton X-100

Les cellules sont centrifugées a 1000 g pendannhzm °C. Les culots obtenus sont remis en
suspension dans 200 pL de tampon de lyse (Tris88CImM pH 7,5, leupeptine 1,8 uM,
pepstatine 1,5 pM, TLCK 10 uM, triton X-100 1 % W)/ Les échantillons sont incubés

pendant 20 min dans la glace avec une agitatiariegg au vortex. Le milieu est centrifugé a
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14000 g pendant 15 min a 4 °C. Les surnageantesmondants aux lysats cellulaires sont
recueillis. La concentration protéique est détegmirpar la méthode de Bradford apres
dilution de I'échantillon. Les aliquots sont cons&s a -80 °C jusqu’a utilisation.

IvV.2.2. Lyse des cellules en présence de nonidet P40

Le protocole est identique a celui décrit précédemtniormis le tampon de lyse (Tris-HCI
500 mM pH 7,5, leupeptine 1,8 uM, pepstatine 1,5 IMCK 10 uM, nonidet P40 0,5 %
(v/v)). Le nonidet P40 n’interfere pas avec la megie I'activité enzymatique en particulier

le dosage de l'activité de la PFK-1, ce qui n'est [ cas du triton X-100.

IV.3. Production de la protéine chimere S100A8-A9
recombinante

La protéine chimére S100A8-A9 a été préparée awrddhire par Sylvie Berthier (Berthiet

al., 2012). Le protocole était le suivant: des baeséE. Coli BL21 compétentes sont
transformées avec le plasmide pGEX-5x2, possé@agehe codant pour la Gluthation-S-
Transferase (GST) en amont de la séquence du géaei: celui codant pour la protéine
chimere S100A8-S100A9. Les bactéries sont cultivides un milieu Luria-Bertani (25 g/L)
enrichi en ampicilline (100 pg/mL) a 37 °C, jusq@teindre une absorbance de 1,5 a 600
nm. La production de protéines recombinantes ekfit@ par I'lPTG (0,2 mM), toute la nuit,

a 16 °C. Les bactéries sont ensuite cassées paaton (3 cycles de 3 min dans la glace) et
les protéines de fusion solubles, GST-S100A8-S10@AfAt séparées par ultracentrifugation
a 100 000 g pendant 1 h a 4 °C. Elles sont pauile purifiees a partir d'une matrice de
gluthation-Sepharose en présence de DTT (10 mMjesApne étape de lavage en tampon
PBS, les protéines recombinantes sont directemerifiges sur la matrice de gluthation-
Sepharose par I'action du facteur XA, qui clivedgion charniére entre la GST et la protéine
d’'intérét, dans du tampon PBS, toute la nuit, aC4 Ees protéines recombinantes sont
purifiées par filtration, puis les éluats sont cangs a -20°C. La concentration protéique est
déterminée par la méthode de Bradford.
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V.Méthode de hiochimie

V.1. Dosage et analyse des protéines

V.1.1Dosage des protéines par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976)

Le bleu de Coomassie (G250) en milieu acide formeamplexe avec les protéines en se
fixant sur les groupements amines libres. Il chasges de couleur en passant du rouge (460
nm) au bleu (595 nm). La concentration en protéidasmilieu est proportionnelle a
I'absorbance a 595 nm. Elle est déterminée par acsgon avec une courbe d’étalonnage de
concentration connue et croissante en sérum alluimavine (BSA). Cette technique est
simple et rapide. Il suffit d'incuber I'étalon polar gamme et les échantillons a doser avec 2
mL de réactif de Bradford pendant, au minimum, B @itempérature ambiante. La lecture
s'effectue dans I'heure qui suit, période de siigbitle la coloration. Par ailleurs, cette
méthode permet de doser des quantités faiblesadéimes, de 'ordre du pg, dans des milieux

de concentration saline élevée.

V.1.2 Electrophorése en gel d’acrylamide dénaturant (SDS-
PAGE) (Laemmli et Favre, 1973)
L’électrophorése en gel SDS-PAGE repose sur laragpa des protéines en fonction de leur
masse molaire, dans un gel d’acrylamide dont letdu maillage est déterminée d’'apres le
pourcentage d’'acrylamide utilisé. Le gel SDS-PAGE eomposé d'un gel de séparation
(Tableau 3) et d’'un gel de concentration qui vaceotrer I'échantillon protéique déposé
(Tableau 4). Pour cette technique électrophorétitpseprotéines sont dénaturées par I'ajout
d'un détergent, le SDS et les ponts disulfuresainét/ou inter-chaines polypeptidiques sont
rompus par I'addition d'un agent réducteurpienercaptoéthanol. Le SDS étant un détergent
anionique, sa présence en exceés va charger négativdes protéines. Les protéines seront
alors séparées suivant leur masse molaire parlicagipn d’'un champ électrique. Pour
connaitre la masse molaire apparente des protéimd®chantillon déposé sur le gel, un
mélange de protéines de masse molaire connue esiséélans les mémes conditions
dénaturantes. En général, les gels (6x8 cm) wdilcsmtiennent 10 % (v/v) ou 15 % (v/v)

d’acrylamide, leur épaisseur varie de 0,75 a Ipb m
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Tableau 3: Préparation d’'un gel de séparationLes quantités sont données pour 2 minigels (6x8 etnae
0,75 mm d’épaisseur.

Gel d’acrylamide 10% 15%
Volume (mL) | Volume (mL)
Tampon Tric-HCI 1,5 M, pH 8,9 3 3
H.O 5,8 4,3
Acrylamide/bis Acrylamide 40 % (p/v) 3 4,5
SDS 10% (p/v) 0,12 0,12
Persulfate d’'ammonium 10% (p/v) 0,075 0,075
TEMED 0,0125 0,0125
Tableau 4: Préparation d'un gel de concentration.
Gel de concentration Volume (mL)
Tampon Tric-HCI 0,5M, pH 6,8 2,5
H.O 6,36
Acrylamide/ Bis Acrylamide 40% (p/v) 0,94
SDS 10% (p/v) 0,1
Persulfate d’'ammonium 10% (p/v) 0,07
TEMED 0,01

V.1.3 Préparation des échantillons

Pour la séparation en SDS-PAGE, les échantillons m@alablement dénaturés et réduits. Le
traitement consiste a faire chauffer un échantifjostéique a 60 °C pendant 1 h en présence
d’'un tampon de solubilisation : sucrose 5 % (pBDS 2 % (p/v), bleu de bromophénol 0,02
% (v/v), B-mercaptoéthanol 0,25 % (v/v) en Tris HCI 63 mM @¥. Le tampon de
solubilisation dénature les protéines et alourditHantillon pour faciliter le dép6t. LB-
mercaptoéthanol est un agent réducteur qui rédaipbnts disulfures. Le sodium dodécyl

sulfate (SDS) est un détergent anionique qui chaégativement les protéines.

V.1.4 Migration électrophorétique

Une fois les protéines déposées sur le gel, eleant séparées par électrophorése dans un
tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM,$D,1% (p/v), pH 8,8) dans une cuve

d’électrophorese. L’intensité du courant est moelugEn fonction de la migration des
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échantillons : faible dans le gel de concentratiod5 mA / gel) et plus élevée une fois que
les protéines ont pénétré dans le gel (30 mA / gelvoltage ne doit pas dépasser 200 volts.
La migration est stoppée lorsque le front de mignatvisible grace au bleu de bromophénol

contenu dans les échantillons, arrive en bas du gel

V.2. Analyse des protéines par Western-blatrowbin et al., 1979)

V.2.1.Transfert semi-sec des protéines

Pour identifier les protéines présentes dans uarditlon a I'aide d’'un anticorps spécifique,
les protéines sont transférées du gel d’acrylamsisleune membrane de nitrocellulose en
utilisant leur propriété de migration dans un chaigatrique.

A la fin de la migration électrophorétique, le gst incubé dans un tampon de transfert (Tris-
HCI 25 mM, Glycine 129 mM, SDS 0,01% (p/v), méthia@6% (v/v), pH 8,3) pendant
guelques minutes. En paralléele, la cuve de transémi-sec est préparée : elle est constituée
de deux électrodes reliées a un générateur : thedmen acier inoxydable et une anode en
platine titane (Thermo scientific®, Owl HEP-1).elét important de bien les humidifier avant
le transfert. Le gel est ensuite déposé sur la memebde nitrocellulose de facon a constituer
un sandwich en 6 feuilles de papier Whatman n°3dimensions identiques a celles du gel
(Figure 18). Les constituants du sandwich sont ioasbés préalablement dans le tampon de
transfert. Les protéines du gel, chargées négaémern présence de SDS, migreront ainsi de
la cathode (chargée négativement) vers I'anodadéleapositivement) et seront adsorbées sur
la membrane qui sera ainsi 'empreinte exacte dluLgecourant appliqué lors du transfert est
de 1 mA / cm?2 de gel a transférer. Le temps desteaindépend de I'épaisseur du gel : il faut
environ 1h15 pour un gel de 0,75 mm d’épaisse@h80 pour un gel deux fois plus épais.

Anode (+)

( -

Papier Whatman n °3 >
Nitrocellulose > Sens de
. .
migration
Gel

( —

Cathode (-)

Figure 18: Représentation schématique du « sandwiclk utilisé pour le transfert semi-sec des
protéines.
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V.2.2 Révélation des protéines par chimiluminescence

A la fin du transfert, les sites libres de la meamar de nitrocellulose sont saturés avec une
solution de lait écrémé a 1% (p/v) dans un tamporstitué de TBS (Tris-HCI 50 mM, NacCl
200 mM, pH 7,5) additionné de Tween 20 0,05% (pehdant 45 minutes a température
ambiante sous agitation lente. Apres plusieurs gavaen TBS/Tween 0,05% (p/v), la
membrane de nitrocellulose est incubée en préseecd’anticorps primaire (dilution
appropriée dans le méme tampon) pendant 1h15 a&tampe ambiante sous agitation lente.
Elle est ensuite rincée abondamment. Un anticogperglaire (spécifiguement dirigé contre
les Ig de I'espece animale utilisée pour produsaticorps primaire) est ajouté pendant 45
min. Cet anticorps secondaire est couplé a unenegizia peroxydase (HRPO). La révélation
finale est effectuée par chimiluminescence (ECLjt BCL western blotting, Amersham
Biosciencep apres des lavages abondant en TBS/Tween 0,05% (& luminescence est
définie par une émission de lumiere résultant ddidaipation de I'énergie d’'une substance
dans un état excité. En chimiluminescence, l'ekoitaest le résultat d’une excitation
chimique. Le systeme HRPO LG catalyse I'oxydation du luminol en conditions aioak.

Le luminol, une fois oxydé, est dans un état ex@n retour a un état basal s’accompagne
d’'une émission de lumiere. Cette lumiere peut a@meglifiée en présence de phénol qui
optimise I'oxydation de luminol par la peroxyda&& lumiére émise est détectée a l'aide

d’'une caméra.

Tableau 5: Anticorps secondaires (couplés a une petydase) utilisés pour la révélation des immunoblst

Anticorps Dilution
lgG-HRP d’ane anti-chévre (Santa Cruz Biotechnalogy 1/5000
lgG-HRP d’ane anti-lapin (GE healthcare) 1/500(
lgG-HRP de mouton anti-souris (GE healthcare) 18500

V.2.3.Analyse densitométrique du signal émis

Le signal de luminescence émis au niveau d’une égndtéique peut étre quantifié par
densitométrie. Cette méthode est semi-quantitatiette procédure est réalisée sur un
ordinateur a l'aide du logiciel Image Lab (Bio-Radboratories). Le signal d’une bande
d’'intérét est délimité par une zone de quantifaratdirectement tracée sur lI'image de
révélation ECL. Pour cela, 'image doit étre propreec un bruit de fond tres clair et les

bandes de signal ne doivent pas étre saturées.obiidl va donner une valeur
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densitométrique (proportionnelle au nombre de phomis) pour la bande d’intérét. Cette
valeur est normalisée en faisant un ratio ave@law densitométriqgue d’'une bande contrble
présente de la méme facon dans tous les échasti(lome protéine présente en quantité
identigue dans tous les échantillons). Cette aralgermet de comparer les niveaux
d’expression des protéines détectées en fonction amnditions de préparation des

échantillons.

V.3. Mesure de l'activité NADPH oxydase dans les cellude

V.3.1.Par chimiluminescence

La mesure de l'activité NADPH oxydase par lumineseeest particulierement sensible et
permet de déterminer I'activitt NADPH oxydase delutes entiéres apres stimulation. Elle
est effectuée a I'aide d’'un luminométre (Luminoskaisystem). Les cellules sont mises en
suspension dans le tampon PBS & la concentratidxH# cellules/mL pour les PMN ou
2x10" cellules/mL pour les synoviocytes. Les celluleBp®/puits) sont déposées dans une
plaque de 96 puits. Les éléments nécessairesearéatition sont apportés par I'addition, dans
chaque puits, de 200 uL de PBS contenant 0,5 mMIM&® mM CaCl, 20 mM glucose,
20 UM de luminol, 10 U / mL de peroxydase. La paest incubée a 37°C pendant 1 min
puis les cellules sont stimulées par un ester deboh le PMA (130 nM) ; un composé
ionophore, la ionomycine (2 uM) ; ou bien un tripge formylé, le fMLP (100 nM). Le
principe de la mesure est le suivant: les ionemagydes produits par les cellules sont
capables d’exciter le luminol. En revenant a sat stable, le luminol émet de la lumiere
directement proportionnelle a l'activité NADPH oxagk des cellules testées. L'activité est
mesurée toutes les 15 secondes pendant 30 ou 6(EHarest exprimée par la somme des
RLU (Relative Luminescence Unit) obtenues.

V.3.2 Par fluorimétrie (Amplex red)

L’Amplex Red (Invitrogen) est une molécule fluorogéqui, en présence de peroxydase, est
oxydée stoechiométriquement par le peroxyde d’rygine (HO,) pour donner la résorufine,
un compose fluorescent qui absorbe a 571 nm et @686 nm. Le peroxyde d’hydrogene,
diffuse librement a travers les membranes cellegaircette méthode permet de mesurer une
production totale du $D,. Les cellules (5x10cellules / 20 pL de PBS) sont mises en
présence de 100 pL de milieu commun contenant Oyil.lde HRP et 50uM d’Amplex® red

en PBS (selon les spécifications du fabriquant).cireétique de fluorescence est suivie a

42



Matériel & Méthodes

raison d’'une lecture par minute pendant 1 a 2 taidel d’'un fluorimetre Fluostar Omega
(BMG Labtec). Grace a une gamme étalon d@zjallant de 0 a 10 uM, la quantité de(

totale produite par les cellules peut étre ainkiutée

V.4. Mesure de l'activité glycolytique des cellules

V.4.1 Mesure de I'activité PFK-1 (ajout de substrat)

La mesure de l'activité PFK-1 en présence d’'un sxt®substrat a été mesurée pour vérifier
que la PFK-1 fonctionnait de la méme fagon quel soi¢ le traitement des cellules. Des
lysats cellulaires (800 ug) réalisés a I'aide dampon spécifique (Tris-HCI 500 mM pH 7,5,
leupeptine 1,8 uM, pepstatine 1,5 uM, TLCK 10 pMynidet P40 0,5 % (v/v)) sont dilués
dans un tampon réactionnel (Tris-HCI 50 mM pH 8,PAT mM, MgSQ 2 mM, NADH 0,2
mM , DTT 5 mM, fructose-6-phosphate 2 mM) auquelagoute de I'aldolase (0,2 U), de la
triose-phosphate isomérase (TIM) (10 U) et de kgcdyol-3-phosphate déshydrogénase
(GDH) (10 U). La mesure est effectuée a 37 °C 86 g de lysats cellulaires de PLB-985
différenciées ou de neutrophiles humains. L'aciw-K-1 est mesurée indirectement par la

mesure d’absorbance a 340 nm, longueur d’onde @ellegqle NADH absorbe la lumiere

(Figure 19).

| Fructose-6-phosphate |—> Fructose-1,6-diphosphate
Aldolase
Fructose-1,6-diphosphate 00—, G3P + DHAP

[ Triosephosphate isomérase
G3P -_— DHAP

[Gchérol—S-P Désh ydrogénase]

DHAP Tt G3P

NADH + H* NAD*

Figure 19: Principe du dosage de l'activité de la PK-1. La PFK-1 transforme le fructose-6-phosphate
(FeP) en fructose-1,6-diphosphate {F). Le kP est transformé par I'aldolase en glycéraldéhygicsphate
(G3P) et en dihydroxyacétone-phosphate (DHAP). BE @st directement pris en charge par la trioseyitate
isomérase qui le transforme en DHAP. DHAP est faang par la glycérol-3-phosphate déshydrogénase
(GDH) en G3P avec consommation d'une molécule deDNA L’activité PFK-1 est proportionnelle a
I'oxydation du NADH, qui est suivie par la diminati d’absorbance du NADH a une longueur d’'onde d& 34
nm (Beckman, DU 640 spectrophotometer).
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A A/min x 1000 x VT

2 xel x Pe

AT Activité totale en UI/L (ou pM / min)

A Almin  Variation de I'absorbance par min

€ Coefficient d’extinction moléculaire du NADH & 34én (6,3x10° uM™ x cmi?)
I Longueur du trajet optique (1 cm)

Pe Volume de I'échantillon introduit dans la cumd.

Remarque: Signification du chiffre multiplicatif 2 ; pout mole de furctose-6-phosphate
transformée il y a 2 moles de NADH oxydées.

V.4.2 Mesure de la vitesse de réaction catalysée par |&R-1

La vitesse de la réaction catalysée par la PFKag agout de substrat reflete la production de
fructose-1,6-diphosphate dans la cellule. Elle distctement proportionnelle a I'activité
glycolytiqgue des cellules. L’expérience est semlelad la précédente hormis le tampon
réactionnel qui ne contient pas de fructose-6-phatgp(Tris-HCI 50 mM pH 8, ATP 1 mM,
MgSO4 2 mM, NADH 0,2 mM , DTT 5 mM).

V.5. Mesure de la concentration d’ATP dans les cellules.

La concentration cytosolique en ATP a été mesurkEaide du kit ENLITEN® ATP Assay
system en suivant le protocole établi par le famic Une gamme étalon d’ATP est réalisée
avec des concentrations d’ATP allant de I%#01x10" M. Les fractions cytosoliques (10
puL a 0,5 mg/mL) sont diluées dans 50 pL de miliea ctaction Luciférase
recombinante/Luciférine (luciférase et D-lucifériparifiée, EDTA, BSA, Mg(GH30,),,
DTT et tris-acetate pH 7,75) pour détecter rapidene¢ quantitativement 'ATP. Ce milieu
réactionnel est reconstitué avec un tampon salia. rhesure est effectuée par
chimiluminescence dans une plaque 96 puits etasuiaction de bioluminescence suivante :
ATP + D-luciférine + Q — Oxyluciférine + AMP + PPi + CO+ lumiere (560 nm)

La réaction de bioluminescence a lieu grace a wtigasion préalable de la luciférine par
I'hydrolyse d’ATP qui donne de I'AMP, et permet Xyglation de la luciférine en

Oxyluxiférine par la luciférase avec émission djpimoton. Quand I'ATP est le composant
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limitant dans la réaction impliquant la luciféradéntensité de la lumiere émise est
proportionnelle a la quantité d’ATP dans I'échdatil L'émission de lumiére est mesurée
avec un luminomeétre (luminoskan, labsystem) a teatpge ambiante apres 2 secondes de

délai avec 2 secondes de temps d’intégration.

VI. Meéthode de biologie moléculaire

VI.1. Extraction des ARN totaux

La manipulation consiste a extraire les ARN totaes cellules (ARN messagers, ARN de
transfert et ARN ribosomal). La manipulation seaddée sous hotte chimique avec port de
gant en latex obligatoire. Le protocole se divisgkisieurs étapes :

- Homogénéisation :
Les PMN sont sédimentés par centrifugation. Du BRIGIBCO) (1 mL pour 1x1%a 2x16
cellules) contenant du thiocyanate de guanidiumajesité et va entrainer la lyse des cellules
en dissociant tous les composants cellulairesnkeibant par la méme occasion I'action des
RNAses et DNAses intracellulaires.

- Séparation de phase :
Du chloroforme est ajouté a la préparation a rag®0,2 mL pour 1 mL de TRIzol ajouté. Le
chloroforme va dégrader les lipides et augmentgruieté des ARN. Les préparations sont
agitées 15 secondes au vortex puis centrifugédsA g pendant 15min a 4°C. Les ARN
totaux sont récupérés dans la phase aqueuse supét&phase inférieure organique phénol-
chloroforme contient 'ADN et les protéines).

- Précipitation des ARN :
Les ARN extraits précipitent dans l'isopropanol5(@L pour 1 mL de TRIzol), 10 min a
température ambiante et sont récupérés par cagdtitun 10 000 g pendant 10 min a 4 °C.
Le culot d’ARN (blanc) est lavé avec de I'éthandP4 sous forte agitation, puis centrifugé a
10 000 g pendant 10 min a 4 °C. Il est ensuite&adrair et remis en suspension dans 34 pL
d’eau distillée autoclavée dont 4 pL serviront'@vadluation de la pureté de I’ARN ainsi que
la mesure de sa concentration dans I'échantilloneiie.

- Evaluation de la pureté de 'ARN :
Des mesures d’absorbance a 260 nm sont effectugdssséchantillons d’extraction pour
guantifier les acides nucléigues. La mesure destdiance a 280 nm permet d'évaluer la
contamination protéique. La pureté de 'ARN estuabie en faisant le rapport :
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A260 nm/! A2s0 nm (rapport compris entre 1,5 et 2 = pur)
Pour cette mesure, 4 pL d’échantillon d’ARN somtés dans 1 mL d’eau distillée autoclavée
(dilution 1/250).
- Mesure de la concentration en ARN :
A partir de la mesure précédente, il est possilde déterminer la concentration de
I'échantillon d’ARN :
A0 =1 pour [ARN] = 40 pug/mL
(Cette formule est valable uniquement pour uneiditiau 1/2560™de I'’ARN)

VI1.2. Transcription inverse (RT)

Les ARN sont transcrits en ADN complémentaires gr@da transcriptase inverse extraite du
rétrovirus de la myéloblastose aviaire (AMV-RT)nuoercialisée par la société Roche. Le

milieu réactionnel est préparé de la fagon suivante

- Tampon de réaction 10 X 2 uL
(Tris-HCL 50mM pH 8,3, MgGl6mM, KCI 40mM)

- MgCl; 25 mM 2 uL

- Mix dNTP 2 uL

- Inhibiteur des RNase 1puL
- AMV-RT 0,8 uL

- ARN 2ug

- Eau distillée stérile (gsp) 20 pL

Le milieu réactionnel est incubé 10 min a 25°C pdhybridation des dNTPs avec
'enchainement poly A des ARNm, puis 1 h a 42°Crdauranscription des ARN en ADN
complémentaire simple brin. La réaction est arrétédénaturant 'enzyme (5 min a 99 °C).

VI1.3. Amplification de ’ADN par réaction de polymérisation
en chaine (PCR)

La meéthode de PCR permet I'amplification du nomlite copies d'une séquence
nucléotidique donnée a partir d’'une tres faiblengioé@ d’ADN. Cette technique, basée sur les
propriétés de réplication de 'ADN par I’ADN polymase, se fait par une répétition de cycles
de température a l'aide d’'un thermocycleur. La deutelice de 'ADN est tout d’abord
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dénaturée 10 min a 95 °C. Apres la dénaturatiéi)M alors devenu simple brin est hybridé
aux amorces (séguences oligonucléotidiques compl@ines situées aux extrémités 5') et
I’ADN polymérase termine le cycle par une étapdaigation de la séquence qui se fait a 72
°C. L'étape d’hybridation s’effectue a une températspécifique pour chaque séquence a
amplifier et peut se calculer selon la formule anie :

Température d’hybridation (°C) = 2(A+T) + 4(G+C)
Une PCR s’effectue par 30 a 35 cycles d’amplifmatiChaque cycle est constitué d’'une
étape de dénaturation (95 °C pendant 1 min), puisedétape d’hybridation (& température
spécifiqgue des amorces pendant 1 min) et finalemienie étape d’élongation (72°C pendant
1 min 30). A la fin des cycles, une élongation dépyentaire de 10 min est effectuée.
L’amplification des séquences d’'intérét va étreuedss par lalraq polymérase, isolée de la
bactérie thermophilérhermusaquaticusCette polymérase a la particularité d’étre rapide
mais elle peut commettre des erreurs dans I'eneh@a@nt des nucléotides. Il existe d’autres
polymérases, comme Rfu polymérase, isolée de la bactérie thermopPyleococcusfuriosus.
Celle-ci est beaucoup plus lente que la précédmaie a I'avantage d’étre plus fidele. Elle
sera utilisée si une étape de séquencage a lieiteensi la PCR est utilisée pour mettre en
evidence les transcrits des Nox et de leur pamer@dans les synoviocytes : c’est Taq
polymérase qui a été utilisée pour I'amplification.
Le mélange réactionnel contient: 4 uL de désoximsides triphosphates (mélange de
dATP, dTTP, dCTP, dGTP a 10 mM), soit 0,8 mM, eéispnce des amorces spécifiques de la
séquence d’ADNc a amplifier (Tableau 6), de '’ADblymeérase thermorésistante (0,5 puL de
Taq) et de 1 pL d’ADNc complété a un volume final®D pL avec un tampon de réaction 1
X (Tris 10 mM, KCI 50 mM, MgGi 1,5 mM, dNTP 0,2 mM pH 8,3).

Programme du thermocycleur (Bio-Rad, Icycler) :
Etape 1 4 min a 95 °C (dénaturation de I'’ADN)
Etape 2 (35 cycles) 1 mina 95 -°C

1 min a X °C (hybridation des amorces)

1 min 30 a 72 °C (polymérisatiormaq polymérase)
Etape 3 10 mina72°C

Etape 4 Conservation a 4 °C
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Tableau 6: Couples d’amorces utilisés pour les amifications avec leur séquence, leur température
d’hybridation et la taille du fragment d’ADN amplif ié.

Couple ) T° Taille
Sens Ségquence
amorces hybridation | (pb)
5 ATAAGCAGGAGTTTCAAGAT
Nox2 55 °C 600
3 GAAGTTTTCCTTGTTGAAAATGAAATG
5 CAGCAAGATACCGAGATG
Nox4 55°C 400
3 CTGGCTTATTGCTCCGGA
h 5 CGCTGGCGTCCGGCCTGATCCTCA
p22P"o 60 °C 300
3 ACGCACAGCCGCCAGTAGGTAGAT
o 5 ATGGCTGTGGCCCAGCAGCT
p4ad"%* 62 °C 600
3 GCGGTCAAGGCTGTTGCCCT
h 5 GAGCACTGGAGGCCACCCAGT
p4 7" 60 °C 300
3 GTTTTATGGAACTCGTAGATCTCG
h 5 TGTCTTGAAGAAGGGC
pe 7" 58 °C 800
3 GACTTCTCTCCGAGTGCTTTC
_ 5 | ATCTGGACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG
Actine 55 °C 800
3 CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCT

V1.4. Electrophorése sur gel d’agarose

Du fait de leurs charges négatives portées pagiespements phosphates, les fragments

nucléotidigues d’ADNc peuvent étre séparés en foncte leur taille dans un courant

électriqgue sur gel d’agarose. L'agarose 1 % (pat)dessout au four micro-ondes dans du

tampon TAE 0,5 X (Tris acétate 20mM, EDTA 0,5mM BH puis 0,01 % (p/v) de bromure
d’éthidium (BET) sont ajoutés. Les échantillons tsators dilués avec 19%° de tampon

d’échantillonnage 6 X (formamide 80% (v/v), bleu bemophénol 20% (v/v)). lls sont

ensuite déposés dans les puits du gel d’agarosalaplément placé dans l'appareil

d’électrophorese rempli de tampon TAE 0,5 X. La maiign s’effectue pendant 20 min

environ sous une tension de 100 V. La détectionfrdggnents d’ADN se fait par exposition

aux U.V qui vont exciter le BET, intercalé entrs leases azotées de I'échantillon d’ADN.

Ainsi, la taille des fragments amplifiés par PCRitp&re controlée. Cette méthode permet de

savoir si le transcrit du géne d’intérét est présans les cellules analysées.
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VII. Analyse statistique

Les données représentées sur les histogrammesétéaxprimées par la moyenne d’au moins
3 expériences +/- SD. L'analyse statistique a &&c®ée en utilisant le test t non-apparié.
Les résultats sont reportés a l'aide d'un astées() quand ils sont significativement
différents (P < 0,05) des contrdles.
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|. Etude de la régulation de l'activitt NADPH oxydase
réle de la PFK-2

La PFK-2 est une enzyme bifonctionnelle qui possédelomaine d’activité kinase et un
domaine d’activité phosphatase. Sous sa forme &jredke catalyse la formation de fructose-
2,6-diphosphate a partir du fructose-6-phosphatgu(€ 20). Sous sa forme phosphatase elle

catalyse la réaction inverse.

fructose-6-phosphate Z :) fructose-2,6-diphosphate

fructose-2,6-diphosphate GLYCOLYSE
Glucose > > > > > > » ‘E —) = ) pyruvate
2 ATP
2 NADH, H*

Figure 20: L’activation de la PFK-1 favorise la glyolyse.La PFK-2 est indirectement impliquée dans
I'activation de la glycolyse dans les cellules. S@a forme kinase, elle catalyse la formation detfrse-2,6-
diphosphate, activateur allostérique de la PFH-dn Irésulte I'activation de la glycolyse.

Dans une étude précédente réalisée au labordeP&K-2 sous sa forme phosphorylée a été
retrouvée associée au complexe de la NADPH oxydass les neutrophiles humains, il a été

€galement été montré que :

- La PFK-2 est présente dans le complexe de la NADRase isolé sous une forme
constitutivement active a partir des PMN. D’autegtpelle co-immunoprécipite avec
les facteurs cytosoliques activateurs de la NADRitlase dans les PMN activés.

- Sur le plan cellulaire, la PFK-2, qui est une engyaytosolique, co-localise avec
Nox2 membranaire dans les cellules PLB-985 difféiksas en pseudo-neutrophiles.

- Sur le plan fonctionnel, la déplétion en PFK-2 delules PLB-985 différenciées par
un traitement avec des siRNA spécifiques se trgositune diminution de l'activité

NADPH oxydase des cellules en réponse a un stimulus

Dans cette partie, des inhibiteurs pharmacologigleginases ont été utilisés pour mieux
déterminer le réle de la PFK-2 phosphorylée daastilation de la NADPH oxydase

phagocytaire.
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|.1. Expression et activation de la PFK-2 dans les PMN

Dans les neutrophiles, c’est l'isoforme cardiaqeela PFK-2 qui est exprimée. Celle-ci
differe de I'isoforme hépatique. En effet, la PFKi&ns le coeur a une partie C-terminale plus
importante et est donc plus grande que dans le Da@eplus, I'isoforme cardiaque dispose de
sites de phosphorylations supplémentaires situésesusérines 466 et 483 de sa séquence
peptidiqgue. L’activité des deux isoformes va d#féren fonction des évenements de
phosphorylations. Ainsi, sous leur forme phosplérylles isoenzymes hépatiques et
cardiaques auront des activités différentes maaptégs au contexte physiologique du tissu
dans lequel elles se trouvent. Dans le foie, la RFghosphorylée aura une activité
phosphatase en faveur de la gluconéogénése alerdams le cceur, la PFK-2 phosphorylée

aura une activité kinase en faveur de la glycolyse.

A ce jour, rien n’est encore connu sur la PFK-2sdas PMN. Nous nous sommes intéressés

au lien de cette enzyme avec l'activation de la WADoxydase phagocytaire et sur le

métabolisme énergétique des cellules.

- Dans un premier temps, I'expression de la PFK-%/@a été analysée dans les cellules
PLB-985 différenciées en pseudo-neutrophiles.

- Dans un second temps, la phosphorylation de la PBKeté évaluée aprés activation des
cellules en réponse au PMA, a la ionomycine owediILP.

[.1.1. Expression de la PFK-2

L’expression de la PFK-2 dans les cellules PLB-@Bfgrenciées a été analysée par Western
blot. Pour cela, des fractions cytosoliques ont@tparées a partir des cellules PLB-985
aprées 6 jours de différenciation en granulocytess lechantillons sont analysés par
immunoblot. L'immuno-détection de la PFK-2 nativa e2alisée avec I'anticorps polyclonal
de chevre commercialisé par la société Santa Ciatedhnology.

L’analyse de quantités croissantes de cytosol pemunoblot montre une bande diffuse
inférieure a 70 kDa, dont I'intensité augmente aeeguantité de cytosol déposé (Figure 21).
Des bandes de taille inférieure sont égalemerdueéres suggérant une dégradation protéique

ou le marquage non-spécifique par I'anticorps a&siprotéines du cytosol.
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Figure 21: Mise en évidence de la PFK-2 dans lesleges PLB-985 différenciéesWestern blot de la
PFK-2 native sur des cytosols de cellules PLB-98&renciées (5x10cellules/mL). Limmunodétection est
réalisée a I'aide de I'anticorps anti-PFK-2 nat{@anta Cruz Biotechnology, inc) dilué au 1/500.uGel est
révélé avec un anticorps d’ane anti-lgG de ché@ie, Healthcare®) dilué au 1/5000 et couplé a umexyelase
(HRPO).

1.1.2. Phosphorylation de la PFK-2 en réponse a une
stimulation cellulaire

L’activation de l'isoenzyme cardiaque de la PFKe& teaduit par la phosphorylation des
résidus sérines, en particulier $&8(Deprezet al, 1997). Tout d’abord, nous avons évalué
I'effet de la stimulation des cellules PLB-985 di#nciées sur la phosphorylation de la PFK-
2. L'expérience a été réalisée par Western bldide d’'un anticorps anti-phospho-PFK-2
spécifique de la sérine 466. L'analyse a été réalsr des lysats de pseudo-neutrophiles. Les
cellules ont préalablement été stimulées avec dA,RM la ionomycine ou bien du fMLP. La
phosphorylation de la PFK-2 dans ces cellules acétéparée a des lysats de pseudo-
neutrophiles non-stimulés (ns) (Figure 22).
La PFK-2 sous sa forme phosphorylée est détectée &5 et 70 kDa par l'anticorps
reconnaissant la phosphorylation en“®erLa figure 22 montre une augmentation de la
phosphorylation de la PFK-2 dans les cellules d8em) quel que soit le stimulus utilisé
(PMA, ionomycine ou fMLP).
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Figure 22: Effet de la stimulation des cellules PLED85 différenciées sur la phosphorylation de la
PFK-2. Les pseudo-neutrophiles sont ajustés a 5g&lules/mL. lls sont incubés en présence de DN0S®6
pendant 30 min a 37 °C. Les cellules sont sédinesnpar centrifugation (350 g / 10 min / 20 °C) paiges
avec du tampon PBS. Elles sont divisées en 4 gsoupen stimulées (ns), PMA (130 nM), ionomycinax(®1)

et fMLP (100 nM). Dans chaque groupe la conceiomatst ajustée & 2x16ellules/mL dans du tampon PBS+.
La stimulation est effectuée pendant 5 min a 374@es cela, des lysats totaux sont réalié&s analyse des
lysats cellulaires par Western blot (50 pug par #pdec I'anticorps anti-p-PFK-2 (Ser 466) (SantauZC
Biotechnology, Inc) dilué au 1/500. Ce dernierregt en évidence a l'aide d’'un anticorps d’'ane reaissant
les IgG de lapin (GE, Healthcare®) dilué au 1/50(B) Histogrammes correspondant a [I'analyse
densitométrique de la phosphorylation de la PFKi2/Mkestern blot présenté en A. L'expression de IK-PF
phosphorylée a été normalisée par rapport a I'egiwa de p22-phox, détectée a l'aide de I'anticorps
monoclonal 16G7. Celui-ci est mis en évidence aweanticorps d’ane (1/5000) reconnaissant les lgGadlris.
Les valeurs sont exprimées en pourcentage du d¢enB®MSO 0,1% non-stimulé. Les données des
histogrammes sont représentatives de trois exp@saréalisées sur des préparations indépendantes.

[.2. ROle de la PKA dans l'activation de la PFK-2
[.2.1. Généralités
a. PKA et phosphorylation de la PFK-2

Dans le foie, le glucagon stimule la PKA, qui veogbhoryler la Sé&f de lisoenzyme
hépatique de la PFK-2. Il en résulte l'inactivatide la PFK-2 au profit de I'activation de la
phosphatase FBPase-2 (Ridgral, 2004) en favorisant la gluconéogénése. Il entaasit
autrement dans le cceur: I'insuline va stimulerle@yse par une augmentation du transport
du glucose puis l'activation de la PFK-2 cardiaqua. phosphorylation de la PFK-2 est

assurée par plusieurs kinases et majoritairemantapeKA (El-Maghrabiet al, 1982). En
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effet, celle-ci va prendre en charge les résidu$* 3= Set® de la PFK-2 et participe donc a

I'activation de I'isoenzyme dans le cceur (Rideal, 2004).

b. PKA et activation de la NADPH oxydase

Lors de l'activation des PMN, le cytochronbgsg ainsi que les facteurs cytosoliques sont
phosphorylés par des protéines kinases. Ces pho$ptians sont primordiales pour
I'activation du complexe de la NADPH oxydase sam®ida production de ROS serait
impossible. Dans les PMN, lors de la stimulatios dellules, p47-phox va étre phosphorylée
par la PKC (5 résidus sérine) et par la PKA (3evdirrésidus sérine). Cependant, I'action de
la PKA seule ne permet pas l'activation de la NAD&tydase phagocytaire. En effet, dans
certaines conditions I'augmentation de 'AMPc dé&s PMN peut inhiber la production de
ROS. La PKA semble étre un régulateur négatif deNBMDPH oxydase en inhibant

'assemblage du complexe (Kranedral, 1988).

1.2.2. Expression de la PKA dans les PMN

L’expression de la PKA dans les PMN a été analps@a@Vestern blot sur des échantillons de
cytosols et de membranes de PMN humains. Les aésulbtenus montrent que la PKA (40
kDa) est présente dans le cytoplasme (Figure 288)RMN et est absente de la membrane
(Figure 23B).

A B
Cytosols (ng) Membranes (nLg)
1Da 50 100 200 KDa 50 100 200
43 — 3
<—PKA
34 — 34 —

Figure 23: Analyse de I'expression de la PKA danses PMN. Western blot de la PKA réalisé sur un
échantillon de cytosol (A) et un échantillon de rbeame (B) de PMN. L'immunodétection de la PKA est
effectuée avec I'anticorps anti-PKA (Santa Cruzt&bnology, inc) dilué au 1/500. Celui-ci est révall'aide
d’'un anticorps d'ane anti-IgG de lapin (GE, Headite®) dilué 1/5000 couplé a une péroxydase (HRPO).

1.2.3. Impact de la PKA sur l'activation de la PFK-2 dansles
pseudo-neutrophiles
Dans un premier temps, I'implication de la PKA dd&mghosphorylation de la PFK-2 a été
étudiée dans les cellules PLB-985 différenciéepssudo-neutrophiles. Pour cela, les cellules
ont été incubées en présence de I'inhibiteur phemiogique de la PKA, H-89 (10 uM) avant
d’étre stimulées avec le PMA (130 nM), la ionomgci2 puM) ou le fMLP (100 mM). Les
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cellules sont fractionnées en cytosol et membrdres échantillons de cytosol sont préparés
et séparés par électrophorese sur gel SDS-PAGE .18p¥es transfert sur membrane de
nitrocellulose, le degré de la phosphorylation @l®FK-2 est analysé par Western blot avec
I'anticorps anti-phosphoPFK-2 spécifique de lars®£d66 (Santa Cruz Biotechnology). Une
augmentation trés nette de la phosphorylation dBHK-2 est observée dans les cellules

stimulées quel que soit le stimulus employé (PMApmycine, fMLP) (Figure 24B).
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Figure 24: Analyse de la phosphorylation de la PFK* dans les cellules PLB-985 différenciéetes
cellules (5x10 cellules/mL) sont incubées en présence de DMSDYY),ou de H-89 (10 pM) pendant 30 min &
37 °C. Apres centrifugation (350 g / 10 min / 20 ¥ lavage avec du PBS, les cellules sont diviséeguatre
groupes : non stimulées (ns), PMA (130 nM), ionoimgg¢2 pM) et fMLP (100 nM). La concentration cédline
est préalablement ajustée a 2xt6llules/mL et la stimulation est effectuée pemndamin a 37 °C. Une fois la
stimulation terminée, les cellules sont fractiormées cytosols sont utilisés pour effectuer des Afasblot de

la PFK-2 phosphorylée a raison de 100 pg par dgpéta PFK-2 phosphorylée a été détectée aveditarps
anti-pPFK-2 (Ser 466) (Santa Cruz Biotechnology) Idilué au 1/500. (B) Histogrammes correspondant a
I'analyse densitométrique de la phosphorylationadeFK-2 des Western blots présentés en A. L'egimasde

la PFK-2 phosphorylée a été normalisée par ragpbexpression de p40-phox, détectée a 'aide dinticorps
polyclonal anti-p40, développé au laboratoire. kakurs sont exprimées en pourcentage du contrBIE@
0,1% non-stimulé. Les données des histogrammesrspnésentatives de trois expériences réaliséeslesur
préparations indépendantes.

Ces résultats sont confirmés par I'analyse dengtogue des Western blots (Figure 24B).
Le traitement des cellules avec I'inhibiteur phacolagique de PKA (H-89) réduit fortement
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la phosphorylation de la PFK-2 induite par la sfemion par la ionomycine ou le fMLP. La
diminution de la phosphorylation est également nkése avec les cellules stimulées par le
PMA mais I'effet est moins important. L’analyse deamétrique du Western blot confirme la
diminution de la phosphorylation de la PFK-2 obéerdans les pseudo-neutrophiles traités
avec l'inhibiteur de la PKA.

1.2.4. Impact de I'inhibition de la PKA sur I'activit¢ NA DPH
oxydase
La PKA est impliquée dans la phosphorylation dePkEK-2 dans les PMN stimulés. Des
résultats préliminaires obtenus au laboratoire neomtque la PFK-2 activée participerait a la
régulation de [l'activitt NADPH oxydase. Des celtul®LB-985 différenciées ou des
neutrophiles humains ont été traités avec l'inkilnitpharmacologique de la PKA, H-89, puis
stimulés avec le fMLP, un activateur physiologigde la NADPH oxydase. L’activité

NADPH oxydase de ces cellules a été mesurée palaminescence.
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Figure 25: Activitt NADPH oxydase mesurée par chinliminescence dans les cellules PLB-985
différenciées et les PMNLes cellules PLB985 différenciées (A) ou les PMNmains (B) sont incubés en
présence de DMSO 0,1 % ou de H-89 10 uM pendamhiB037 °C. La concentration cellulaire est ajusiée
5x10 cellules/mL. Les cellules sont centrifugées (3501 min / 20 °C) puis lavées avec du PBS. L'at&iv
NADPH oxydase des cellules est ensuite mesuréelparluminescence pendant 30 min. (A) Histogramme
représentant I'activité NADPH oxydase totale deBMB85-différenciées en pourcentage du controlejest
PMN humains en RLU. (B) Graphes correspondant@nétique de I'activitt NADPH oxydase des PLB-985-
différenciées et des PMN, exprimée en RLU. *P<@f&itement DMSO comparé au traitement H-89). (n=3)
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Dans les cellules PLB-985 différenciées, une dimamusignificative de la production de
ROS en réponse a une stimulation par le fMLP esttée dans les cellules traitées par
l'inhibiteur pharmacologique de la PKA (Figure 25&ette diminution est également visible
dans les cellules non-stimulées.
L’inhibition de la PKA dans les PMN humains condéadgalement a une diminution faible
mais significative de la production de ROS en ré&goau PMA (Figure 25B), mais pas dans
les cellules traitées par le fMLP. Si nous regasdiancinétique de production des ROS dans
les PMN stimulés par le PMA aprés traitement pahibiteur de la PKA, nous observons
deux effets (Figure 25B) :

- Une production plus rapide et plus importante desSRlans les premiéres minutes par

rapport aux cellules non traitées.

- Une production qui s’arréte préematurément par reiguex cellules non traitées.

|.3. ROle d’autres kinases dans la phosphorylation de &2

[.3.1. Généralités : autres kinases décrites

D’autres kinases ont été décrites comme pouvanspgstuyler et donc activer l'isoenzyme
cardiaque de la PFK-2. Nous avons étudié leurdafes la phosphorylation de la PFK-2 dans
les PMN en réponse a des stimuli induisant I'atitvede la NADPH oxydase.

a. PKC

Il a été démontré que I'isoenzyme cardiaque d€HK-2 dans les cardiomyocytes de bovin
est un substrat des PKC (Ridetr al, 2004) qui phosphorylent les sérines 84, 466 et la
thréonine 475. La signification physiologique deplzosphorylation de la PFK-2 cardiaque
par la PKC reste non-clarifiée. Néanmoins, toutes isoformes de la PKC peuvent
phosphoryler la sérine 466 activant ainsi la PFK:a. PKC a aussi été décrite dans
I'activation de la NADPH oxydase phagocytaire, éfetecette kinase est responsable de la
phosphorylation du facteur cytosolique p47-phoxntagneet al, 2002). Cette donnée fait de
la PKC une kinase tres intéressante participaatfai$ a la phosphorylation de la PFK-2 et a
I'activité NADPH oxydase. C’est pourquoi, dans lade de notre étude, un inhibiteur
pharmacologique des PKCs a été utilisé (Ro-31-82%h)d'étudier le réle de ces kinases

dans la phosphorylation et I'activation de la PFKaas les PMN.
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b. p70°* MAPKAP kinase-1 et PKB

Les kinases p7® MAPKAP kinase-1 et la PKB ont également été méggrcomme pouvant
phosphoryler et activer I'isoforme cardiaque dePRK-2 (Deprezet al, 1997). Comme la
PKA, la PKB et la MAPKAP kinase-1 vont phosphoryles résidus S&¥ et Set** de la
PFK-2, tandis que la p? est plus spécifique de $¥ uniquement. Dans le cadre de
I'activation des cardiomyocytes par l'insulineailété démontré que I'activation de la PFK-2
par la p76° et la MAPKAP kinase-1 était peu probable. Par mgria PKB, étant activée
elle-méme par I'insuline, est une kinase de chainsd’activation de la PFK-2 cardiaque. Un
inhibiteur pharmacologique de la PKB (Akt inhibitéHl) et un autre de la MEK (PD98059)
ont été utilisés pour déterminer les roles resfsede ces kinases dans la phosphorylation et
I'activation de la PFK-2 dans les PMN.

Cc. p38 MAPK

Bien que cette kinase n’ait jamais été décrite darhosphorylation de la PFK-2, elle est
impliqguée dans l'activation de la NADPH oxydase. Effet, elle a été décrite dans la
phosphorylation des facteurs cytosoliques p47-pliek Benna, Han,et al, 1996) et
egalement p67-phox (Dareg al, 2003) dans les PMN humains. Nous avons étudiég@en
éventuel dans [l'activation de la PFK-2 dans lestnophiles en utilisant I'inhibiteur
SB202190.

1.3.2. Impact de ces kinases sur la phosphorylation de RFK-2
a. Inhibition de la PKC

Les cellules PLB-985 différenciées ont été traitaeec I'inhibiteur pharmacologique de la
PKC, R0-31-8221 (Calbiochem, Gibbstown, USA) puisiglées avec le PMA (130 nM), le

fMLP (100 nM) ou la ionomycine (2 mM). La phosphiatjon de la PFK-2 est comparée a
celle obtenue dans les cellules contrdles tragges DMSO 0,1 % (v/v) puis stimulées dans
les mémes conditions. Les résultats montrent qtaikement des cellules par I'inhibiteur de
la PKC entraine une abolition complete de la phospation de la PFK-2 quel que soit le

stimulus utilisé (PMA, fMLP ou ionomycine) (Figugs).
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Figure 26: Effet de Ro-31-8221 sur la phosphorylatin de la PFK-2.Les cellules PLB985 différenciées
sont ajustées a 5x416ellules/mL puis incubées en présence de Ro-31-822uM ou de DMSO 0,1 % pendant
30 min a 37 °C. Les cellules sont centrifugées (85010 min / 20 °C), lavées en PBS, ajustées a une
concentration de 2xf@ellules/mL puis stimulées avec le PMA (130 nM)jdnomycine (2 mM) ou le fMLP
(100 nM) pendant 30 min a 37 °C. Un témoin de teflinon-stimulées est également réalisé (ns). Diseld
stimulation terminée, les cellules sont utiliséemurpréaliser des lysats cellulaire@®) Analyse des lysats
cellulaires par Western blot (50 pug par dépbt) aveaticorps anti-p-PFK-2 (Ser 466) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc) dilué au 1/500. (B) Histogransmeorrespondant a l'analyse densitométrique de la
phosphorylation de la PFK-2 du Western blot préseant A. L'expression de la PFK-2 phosphorylée a été
normalisée par rapport a I'expression de p22-phiBtectée a I'aide de l'anticorps monoclonal 16G&s L
valeurs sont exprimées en pourcentage du contréke cellules traitées au DMSO 0,1 % et non stimidés
office de contrble. Les données des histogrammat reéprésentatives de trois expériences réaliséeses
préparations indépendantes.

b. Inhibition de la PKB

Les cellules PLB-985 différenciées en pseudo-nehites ont été traitées avec l'inhibiteur
pharmacologique de la PKB, Akt inhibitor Xl (Cadlgchem, Gibbstown, USA) puis
stimulées avec le PMA (130 nM), le fMLP (100 nM) d¢a ionomycine (2 mM). La
phosphorylation de la PFK-2 est comparée a celienole dans les cellules contrles traitées
avec le DMSO 0,1 % (v/v) puis stimulées dans lesne® conditions. Dans les cellules
traitées avec linhibiteur de la PKB, la phosphatigdn de la PFK-2 analysée par Western-

blot reste a un état basal dans les cellules PLBd8érenciées en pseudo-neutrophiles
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stimulés avec la ionomycine, ou le fMLP (Figure.Zar contre, lors de la stimulation avec le
PMA, la phosphorylation de la PFK-2 n’est pas e par I'inhibition de la PKB.
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Figure 27: Effet de I'inhibition de la PKB sur la phosphorylation de la PFK-2. Les cellules PLB985
différenciées sont ajustées & 5%&6llules/mL puis incubés en présence d’Akt InkibXIll 5 uM ou de DMSO
0,1 % pendant 30 min a 37 °C. Les cellules sonnstées par centrifugation (350 g / 10 min / 20, 1@&vées
en PBS, ajustées a une concentration de 2x#llules/mL, puis stimulées avec le PMA (130 nNg,
ionomycine (2 mM) ou le fMLP (100 nM) pendant 30nné@ 37 °C. Un témoin de cellules non-stimulées est
également réalisé (ns). Une fois la stimulatiomtaée, les cellules sont utilisées pour réaliserlgsats totaux
(A) Analyse des lysats cellulaires par Western i@t g par dépdt) avec I'anticorps anti-p-PFK-2r(866)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc) dilué au 1/500. KB§togrammes correspondant a I'analyse densitagoétde
la phosphorylation de la PFK-2 du Western blot @nés en A. L'expression de la PFK-2 phosphorylégéa
normalisée par rapport a I'expression de p22-phi®tectée a I'aide de I'anticorps monoclonal 16G&s L
valeurs sont exprimées en pourcentage du conttéke cellules traitées au DMSO 0,1 % et non stimidés
office de contrble. Les données des histogrammast représentatives de trois expériences réaliséesies
préparations indépendantes.

c. Inhibition de la voie MEK1/2

Les cellules PLB985 difféerenciées ont été traitéesc I'inhibiteur pharmacologique de la
voie MEK1/2, PD98059 (Calbiochem, Gibbstown, USAps résultats montrent que ce
traitement entraine une inhibition compléte deHagphorylation de la PFK-2 en réponse au

PMA, la ionomycine, ou au fMLP (Figure 28).
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Figure 28: Effet de PD98059 sur la phosphorylatiome la PFK-2. Les cellules PLB985 différenciées sont
ajustées a 5xI@ellules/mL puis incubées en présence de PD98058Vsou de DMSO 0,1 % pendant 30 min
a 37 °C. Les cellules sont sédimentées par cegdtiion (350 g / 10 min / 20 °C), lavées avec du RiBiSstées a
la concentration de 2xi@ellules/mL, puis stimulées avec le PMA (130 nM)ionomycine (2 mM) ou le fMLP
(100 nM) pendant 30 min a 37 °C. Un témoin de teflinon-stimulées est également réalisé (ns). Diseld
stimulation terminée, les cellules sont utiliséesrmréaliser des lysats total(d) Analyse des lysats cellulaires
par Western blot (50 pug par dépdt) avec I'anticaxps-p-PFK-2 (Ser 466) (Santa Cruz Biotechnologg)
dilué au 1/500. (B) Histogrammes correspondana@dallyse densitométrique de la phosphorylation d&Flg-2
du Western blot présenté en A. L'expression de BK-P phosphorylée a été normalisée par rapport a
I'expression de p22-phox, détectée a l'aide detitanps monoclonal 16G7. Les valeurs sont exprimges
pourcentage du contrdle. Les cellules traitées MS0O 0,1 % et non stimulés font office de contrdles
données des histogrammes sont représentativesisiexpériences réalisées sur des préparationsendéntes.

d. Inhibition de la p38 MAPK

Les cellules PLB-985 différenciées ont été traitaeec I'inhibiteur pharmacologique de la
p38 MAPK, SB202190 (Jena Biosciences, Jena, Allemppguis stimulées avec le PMA (130
nM), le fMLP (100 nM) ou la ionomycine (2 mM). Lehgsphorylation de la PFK-2 est
comparée a celle obtenue dans les cellules costttdéées avec DMSO 0,1 % (v/v) puis
stimulées dans les mémes conditions. Le traitermest I'inhibiteur pharmacologique de la
p38 MAPK n’entraine aucune modification de la phusplation de la PFK-2 en réponse au
PMA. En revanche, ce traitement induit une dimionitile la phosphorylation de PFK-2 dans

les cellules stimulées par la ionomycine, ou le BM[Eigure 29).
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Figure 29: Effet de SB202190 sur la phosphorylationle la PFK-2. Les cellules PLB985 différenciées
sont ajustées & 5x71@ellules/mL puis incubées en présence de SB202099M ou de DMSO 0,1 % pendant
30 min a 37 °C. Les cellules sont sédimentées gatriugation (350 g / 10 min / 20 °C), lavées adecPBS,
ajustées a la concentration de 2%g6llules/mL, puis stimulées avec le PMA (130 nM)jonomycine (2 mM)
ou le fMLP (100 nM) pendant 30 min a 37 °C. Poufasee la concentration cellulaire est préalablenzgustée

a 2x16 cellules/mL. Un témoin de cellules non-stimuléss également réalisé (ns). Une fois la stimulation
terminée, les cellules sont utilisées pour réalier lysats totauXA) Analyse des lysats cellulaires par Western
blot (50 ug par dépdt) avec I'anticorps anti-p-PEKSer 466) (Santa Cruz Biotechnology, inc) diluél#00.
(B) Histogrammes correspondant a I'analyse dengtoque de la phosphorylation de la PFK-2 du Wesldot
présenté en A. L'expression de la PFK-2 phospherglété normalisée par rapport a I'expression @eppidx,
détectée a l'aide de I'anticorps monoclonal 16G&s kaleurs sont exprimées en pourcentage du centrés
cellules traitées au DMSO 0,1 % et non stimulég fiffice de contrble. Les données des histogranspes
représentatives de trois expériences réaliséedesupréparations indépendantes.

Ainsi, sur les 4 inhibiteurs utilisés, deux s’avdrefficace pour inhiber la phosphorylation de
la PFK-2 dans les cellules PLB985 différenciéesislites par le PMA, la ionomycine ou le
fMLP : Ro-31-8221 et PD98059 qui impliquent respestnent les kinases PKC et MEK1/2
dans la phosphorylation de la PFK-2. En ce qui eome l'inhibiteur de p38 MAPK et
I'inhibiteur de PKB, la phosphorylation de PFK-2 e&duite en réponse a une stimulation par

la ionomycine ou le fMLP, mais pas en réponse a&APM
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1.3.3. Impact de linhibition des kinases impliquées danda
phosphorylation de la PFK-2 sur I'activité NADPH okydase

Tout comme la PKA, la PKC, la PKB et la MEK1/2 sampliquées dans la phosphorylation
de la PFK-2 dans les cellules PLB985 différencigt@nulées le PMA, la ionomycine ou le
fMLP. Pour poursuivre notre étude, nous avons évékffet de I'inhibition de ces kinases
sur l'activité NADPH oxydase dans les pseudo-ngitiles stimulés par les mémes
molécules.
Dans les expériences qui suivent, les cellules BBBnt été traitées avec les inhibiteurs de
kinases de la PKC (R0-31-8221), de la PKB (Akt litibr XIIl), de MEK (PD98059) et de la
p38 MAPK (SB202190). Ensuite, I'activité NADPH oxask des cellules a été évaluée par

chimiluminescence, en réponse a différents stimalPMA, la ionomycine, ou le fMLP.

a. Stimulation avec le PMA

Les cellules sont stimulées par le PMA (130 nMdtivitt NADPH oxydase des cellules
incubées en présence de Akt Inhibitor XIII (5 uM) 8B 202190 (10 uM) reste identique a
celle observée dans le controle (DMSO 0,1 %) von@me supérieure pour les cellules
incubées en présence de PD 98059 (10 uM) (Figurell38st cependant intéressant de voir
que l'activité est largement inhibée pour les de#iuincubées en présence de Ro-31-8221,
inhibiteur de la PKC. Le PMA, en pénétrant les meanbs des PMN, active la PKC qui est
impliquée dans la phosphorylation de p47-phoxatgdur cytosolique dirige I'assemblage de
la NADPH oxydase phagocytaire. En I'absence de gihmylation p47-phox la cellule est
incapable de produire des ROS.
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Figure 30: Production de ROS des cellules PLB-985iftérenciées traitées aux inhibiteurs de kinases
puis stimulées par le PMA .Les PLB-985 différenciées sont incubées en présdimdgibiteurs de kinase dans

4 conditions distinctes. La concentration cell@aite chaque échantillon est ajustée & 5xglules/mL. Les
cellules sont incubées en présence d'Akt Inhibtdr 5 uM, de SB202190 10 uM, de PD 98059 50 uM,dau
R0-31-8221 10 uM pendant 30 min 37 °C. Un contederéalisé en traitant les cellules avec du DMSO%.

Les cellules de chaque préparation sont sédimeptgresentrifugation (350 g / 10 min / 20 °C) puasdes en
PBS. L'activitt NADPH oxydase des cellules est @#asmesurée par chimiluminescence en réponse au PMA
(130 nM). (n=3).
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b. Stimulation avec la ionomycine

L’expérience a été réalisée en stimulant les PLB-@#érenciées avec la ionomycine. C’est
un composé ionophore qui va permettre d’augmeateohcentration calcique intracellulaire.
Ainsi, les kinases dépendantes du calcium dangtplasme vont étre activée. Les cellules
sont stimulées avec la ionomycine (2 uM). L'inhidoit de I'activite NADPH oxydase par
rapport au témoin en DMSO est significative dandds les conditions (Figure 31). Elle est
plus nette pour les cellules traitées avec leditéhir de la PKB (Akt inhibitor XIII) ou de la
PKC (R0-31-8221). L'inhibition de I'activité NADPldxydase est moins importante dans les
cellules traitées avec les inhibiteurs de la p38AWASB202190) et de la voie des MEK1/2
(PD98059). Ainsi, la stimulation des pseudo-neutiigs par la ionomycine implique la PKB,
la p38 MAPK et MEK1/2.
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Figure 31: Production de ROS des PLB-985 différenées traitées aux inhibiteurs de kinases en
réponse a la ionomycineLes PLB-985 différenciées sont incubées en présdimabiteurs de kinase dans 4
conditions distinctes. La concentration cellulaie chaque échantillon est ajustée a Bxddliules/mL. Les
cellules sont incubées en présence d'Akt Inhibtbr 5 uM, de SB202190 10 uM, de PD 98059 50 uM,dau
R0-31-8221 10 uM pendant 30 min 37 °C. Un contederéalisé en traitant les cellules avec du DMSO.
Les cellules de chaque préparation sont sédimeptgresentrifugation (350 g / 10 min / 20 °C) puasdes en
PBS. L'activité NADPH oxydase des cellules est méswpar chimiluminescence en réponse a la ionoray@n
KM). (n=3).

c. Stimulation avec le fMLP

Pour cette expérience, les cellules PLB-985 difféikes ont été activées avec le fMLP (100
nM). Une fois le fMLP lié a son récepteur, il déatbe une cascade de réactions aboutissant a
'augmentation du calcium intracellulaire et l'attion des PKC. Les cellules sont stimulées
avec le fMLP (100 uM). Une inhibition proche de Bde l'activité NADPH oxydase est
observée pour les cellules incubées en présende tiAibitor XIII (5 uM) et SB202190 (10
LM). L'activité est également inhibée dans lesutedl incubées en présence de PD 98059 (50

K1M), inhibiteur de MEK1/2, mais de facon non sigrafive. En ce qui concerne les cellules
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traitées avec linhibiteur Ro-31-8221 (inhibiteue d& PKC), l'activité NADPH oxydase

induite par le fMLP est complétement abolie. Cesultdts montrent que I'activation de la
NADPH oxydase en réponse a la stimulation des msaedtrophiles par le fMLP implique la
p38 MAPK, la PKB et la PKC.
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Figure 32: Production de ROS des PLB-985 différenéies traitées aux inhibiteurs de kinases en
réponse au fMLP. Les cellules PLB-985 différenciées sont incubéeprésence d’inhibiteurs de kinase dans 4
conditions distinctes. La concentration cellulaie chaque échantillon est ajustée a Bxddliules/mL. Les
cellules sont incubées en présence d’Akt Inhibibr 5 uM, de SB202190 10 uM, de PD 98059 50 uM,deu
R0-31-8221 10 uM pendant 30 min 37 °C. Un conteSeréalisé en traitant les cellules avec du DMSOA.
Les cellules de chaque préparation sont sédimepgesentrifugation (350 g / 10 min / 20 °C) pasées en
PBS. L'activitt NADPH oxydase des cellules est @asmesurée par chimiluminescence en réponse alPfML
(100 nM). (n=3).

En résumé, si nous comparons l'effet des inhibétesur I'activation de la NADPH oxydase et
sur la phosphorylation de PFK-2, nous observons:

- L’inhibition de la PKC se traduit par une diminutide la phosphorylation de PFK-2
et une diminution de I'activité NADPH oxydase qgek soit le stimulus cellulaire.

- L’inhibition de la PKB induit une diminution de [ghosphorylation de PFK-2 couplée
a une diminution de lactivitt NADPH oxydase en aépe au fMLP et a la
lonomycine.

- De méme, linhibition de p38 MAPK se traduit par eurdiminution de la
phosphorylation de PFK-2 ainsi qu'une diminution Iteectivité NADPH oxydase
apres stimulation des cellules par le fMLP ou lzoimycine.

- En ce qui concerne I'inhibition de MEK1/2, il n'ygas de corrélation visible entre la

phosphorylation de la PFK-2 et I'activation de lADPPH oxydase.
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|.4. Etude du lien entre [lactivité NADPH oxydase
phagocytaire et I'activité glycolytique des celluls

La PFK-2 est une enzyme qui joue un rdle dans dmladion de la glycolyse. Dans les
neutrophiles, l'activation de la PFK-2 aboutit gpl@duction d’énergie dans les cellules. Des
précédents travaux réalisés au laboratoire ont idambe association de PFK-2 avec le
complexe de la NADPH oxydase phagocytaire. Cets®daation est retrouvée uniquement
dans les neutrophiles activés, suggérant un rélea dR-K-2 dans la régulation de I'activité
NADPH oxydase des PMN. L’inhibition de la PFK-2 exiuplée a une diminution de
l'activité NADPH oxydase. L'activité glycolytiqueed cellules PLB-985 différenciées a été

évaluée en vue d’établir un lien entre I'activatdnla NADPH oxydase et la glycolyse.

[.4.1. Généralités : la production d’énergie dans les PMN

Le métabolisme énergétique d’'une cellule est assnrgrande partie par les mitochondries,
via le cycle de Krebs (dans la matrice), et la chaleetransfert des électrons (dans la
membrane interne). Ces organites sont égalementlémpp« centrale énergétique » des
cellules. Dans les neutrophiles, les mitochondsas® beaucoup moins nombreuses que dans
les autres types cellulaires. D’autre part, elegent un réle essentiellement dans I'apoptose
c’est pourquoi, dans le neutrophile, la productATP est totalement dépendante de la

glycolyse (Maiansket al, 2004).

[.4.2. Mesure de la concentration d’ATP dans les cellules
stimulées

Pour déterminer 'activité glycolytigue des PMN,uscavons mesuré la concentration d’ATP
dans le cytosol des cellules PLB985 différenciéaide du kit de dosage ENLITEN® ATP
Assay system. Les cellules ont été traitées commé@gdemment en présence des inhibiteurs
de kinases (PKA ou PKB) ou de DMSO 0,1 % (v/v)spdivisées dans 4 groupes : non-
stimulées, PMA (130 nM), ionomycine (2 mM) et fMI(POO nM). Les résultats ne montrent
pas d’augmentation significative de la concentratiATP dans les cellules stimulées quel
gue soit le stimulus utilisé (PMA, ionomycine, fMLRFigure 33). D’autre part, les
expeériences n’'ont pas donné de résultats reprdufiestill est dont impossible d'interpréter

ces données.
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Figure 33: Mesure de la concentration en ATP dansek celules PLB-985 différenciéed.es cellules
sont ajustées a 5x1@ellules/mL puis incubées en présence de DMSQ4),H-89 10 pM ou de Akt Inhibitor
Xl pendant 30 min 37 °C. Les cellules sont cdogées (350 g/ 10 min / 20 °C), lavées en PBJusté&es a la
concentration de 2xf@ellules/mL pour ensuite étre divisées en quaitesgroupes: non stimulées (ns), PMA
(130 nM), ionomycine (2 mM) et fMLP (100 nM). Larsulation dure 5 min a 37 °C. Une fois la stimudati
terminée, les cytosols sont préparés et utilisés pwesurer la concentration en ATP par chimilunieese a
I'aide du kit de dosage ENLITEN® ATP Assay syst€i) Courbe étalonnage d’ATP permettant de mesurer |
concentration en ATP des échantillons. (B) Histogres représentant les quantités d’ATP (expriméR Leuh)
des échantillons de cytosols.

1.4.3. Mesure de la concentration en fructose-6-phosphatians
les cellules stimulées, traitées ou non avec lirdhieur de la
PKA

a. Test sur les cellules PLB-985 différenciées

La PFK-2 activée va catalyser la formation de fvget2,6-diphosphate {§P), I'activateur
allostérique de la PFK-1. La PFK-1 est I'enzymeitiamte de la glycolyse, une fois activée,
elle transforme le fructose-6-phosphatgP()Fen fructose-1,6-diphosphate; {F). Ici nous
avons mesuré l'activité de la PFK-1 dans les lysattulaires de PLB-985 différenciées
(Figure 34).

» Mesure de l'activité de la PFK-1 dans les celldtagées par H-89 puis stimulées :
Dans un premier temps, l'activité PFK-1 a été méswen ajoutant dans le milieu de mesure
un exces de substrat (Figure 34). L’activité PFKRdst pas significativement différente dans
les cellules traitées par I'inhibiteur de la PKAdains les cellules non-traitées, suggérant que

le traitement des cellules par H-89 n’influence padivité de la PFK-1.
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Figure 34: Mesure de l'activité PFK-1 dans les calles PLB-985 différenciées.Les cellules sont
incubées en présence de linhibiteur de kinase H-@9M ou de DMSO 0,1 % pendant 30 min 37 °C. Les
cellules sont sédimentées par centrifugation (3301 min / 20 °C), lavées avec du PBS, puis afssté la
concentration de 2xf@&ellules/mL et divisées en trois groupes : nomsiges (ns), PMA (130 nM) et fMLP
(100 nM). La stimulation dure 5 min & 37 °C. Ensules cellules sont lysées en présence de NoRilet es
lysats cellulaires sont utilisés pour mesurer Raigt PFK-1 par spectrophotométrie a 340.ms histogrammes
représentant l'activité PFK-1. Les résultats soxprienés en pourcentage du contrdle. Le contr6le %90
correspond a la condition des cellules traitéex alite DMSO 0,1 % et non-stimulées. *P<0,05 (traitetne
DMSO comparé au traitement H-89) (n=3).

Activité PFK-1
(% du controle

» Mesure de la vitesse de réaction catalysée pdfHalPsans ajout de substrat
Dans un second temps, la vitesse de la réactiatysae par la PFK-1 a été mesurée sur les
mémes échantillons mais sans ajouter glé¢ &ans le milieu réactionnel (Figure 35). Le
substrat de la PFK-1 est donc endogene.
Les résultats présentés sur la figure montrentauggmentation de la vitesse de la réaction
catalysée par la PFK-1 dans les cellules stimyéese PMA ou le fMLP. Quand ces mémes
cellules sont traitées avec linhibiteur de la PKKH-89) puis stimulées, la vitesse de
transformation du ¢P est diminuée indiquant un ralentissement dedatien. Ceci indique

un ralentissement de la glycolyse.
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Figure 35: Analyse de la vitesse de réaction catage par la PFK-1 dans les cellules PLB-985
différenciées.Les cellules sont incubées en présence de lirhibitle kinase H-89 10uM ou de DMSO 0,1 %
pendant 30 min 37 °C. Les cellules sont sédimeméesentrifugation (350 g / 10 min / 20 °C), lavéec du
PBS, puis ajustées a la concentration de 2x#llules/mL et divisées en trois groupes : nomsiges (ns),
PMA (130 nM) et fMLP (100 nM). La stimulation duge min a 37 °C. Ensuite, les cellules sont lysées e
présence de Nonidet P4(,es lysats cellulaires sont utilisés pour mesufactivité PFK-1 par
spectrophotométrie a 340 nines histogrammes représentant I'activité PFK-1s tésultats sont exprimés en
pourcentage du contrdle. Le contréle 100 % cormed@ola condition des cellules traitées avec du DMSL %

et non-stimulées. *P<0,05 (traitement DMSO comparéraitement H-89) (n=3).

b. Mesure de la vitesse de réaction catalysée par |&R-1 dans les
cellules PLB-985 différenciées en présence de DPI

Pour confirmer le lien entre l'activité glycolytiguet I'activité NADPH oxydase dans les
cellules PLB-985 différenciées, une nouvelle exg@e a été realisée en traitant cette fois-ci

les cellules avec un inhibiteur des NADPH oxydakeBPI.
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Figure 36: Vitesse de réaction de la PFK-1 mesurédans les cellules PLB-985 différenciées traitées
avec le DPI.Histogrammes représentant la vitesse de la réactitalysée PFK-1 dans les cellules. Ajustées a
5x10 cellules/mL, elles sont traitées avec du DMSO %, pendant 30 min & 37°C. Aprés lavage des cellules
avec du PBS, leur concentration est ajustée & *zelltiles/mL. Les cellules sont traitées ou norcdeeDP| 10

UM pendant 10 min & 37°C puis divisées en 6 soospgs : non stimulées (ns), non-stimulées + DPIAPM
(130 nM), PMA + DPI, fMLP (100 nM) et fMLP +DPI. Isecellules sont lysées en présence de Nonidetl240
lysats sont utilisés pour mesurer la vitesse detidracatalysée par PFK-1 par spectrophotomét8étanm Les
histogrammes représentent la vitesse de réactiatysée par PFK-1 dans les cellules stimulées &/&MA

(A) ou le fMLP (B). Les résultats sont expriméspeurcentage du contrble, les cellules traitées B$O, non-
stimulées et non traitées au DPI. *P<0,05 (traitenBMSO comparé au traitement DPI) (n=3).
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La vitesse de la réaction catalysée par la PFKétéamesurée en présence du substrat
endogene uniguement. Celle-ci est augmentée danpskudo-neutrophiles en réponse au
PMA (Figure 36A) ou au fMLP (Figure 36B). Dans tadlules traitées par le DPI, inhibiteur
de la NADPH oxydase, 'augmentation de la vitessdadréaction catalysée par la PFK-1 en
réponse au PMA ou au fMLP est completement abéligufe 36). Un tel effet souligne
I'existence d’'un lien entre les deux systemes ésjda savoir : la production de ROS et
I'activité glycolytique des PMN.

c. Mesure de la vitesse de réaction catalysée par l&R-1 dans les
neutrophiles humains

Afin de valider les résultats obtenus sur le modedecellules PLB-985 différenciées, les
expériences ont été reproduites sur des lysatguateaphiles humains. Les résultats montrent
une augmentation significative de la vitesse detiéa catalysée par la PFK-1 dans les PMN
stimulés par le fMLP (Figure 37). En revanche, gubas PMN sont traités avec l'inhibiteur

de la PKA, la stimulation par le fMLP n’induit autichangement de la vitesse de réaction

catalysée par la PFK-1, validant ainsi I'expériesgele modele humain (Figure 37).
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Figure 37: Mesure de la vitesse de réaction de laFR-1 dans les neutrophiles humainsLes PMN
humains sont ajustés a 5¥i@llules/mL. lls sont soit incubés en présenc®WESO 0,1 % ou de H-89 10 uM
pendant 30 min 37 °C. Les cellules de chaque paiparsont sédimentées par centrifugation (35A.@ rhin /

20 °C) puis lavées en PBS pour ensuite étre diwségeux sous-groupes : non stimulées (A) et fMLED (nM)

(B). La concentration cellulaire est ajustée a 2xclules/mL. Les PMN sont stimulés 5 min & 37 A€sont
ensuite utilisés pour réaliser des lysats celletagn présence de Nonidet PU€s échantillons sont utilisés pour
mesurer I'activité PFK-1 par spectrophotométriet Bm Les histogrammes représentant la vitesse de oéacti
catalysée par la PFK-1 en présence du substratgéndouniquement. Les résultats sont exprimés en
pourcentage du contrbéle (cellules traitées en DMB@M1% et non-stimulées). *P<0,05 (traitement DMSO
comparé au traitement H-89) (n=3).
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lI. Implication de la NADPH oxydase phagocytaire dans
la Polyarthrite Rhumatoide

Nous avons mis en évidence une nouvelle approckentecanismes de régulation de
l'activité NADPH oxydase dans les phagocytes. liai de cette enzyme est régulée de
facon trés stricte. Le moindre déreglement peutral@s conséquences graves comme nous
pouvons I'observer dans les maladies inflammatoieesparticulier dans la PR ou les PMN
surproduisent des ROS. Nous nous sommes intéradsggact de ces ROS sur les cellules
de la membrane synoviale: les synoviocytes.

Au cours de la maladie, la membrane synoviale xgsbse a un stress oxydatif (Chenevier-
Gobeauxet al, 2006). Les ROS produits vont engendrer I'hydrelgsi collagéne et activer
des métalloprotéases matricielles ((Henratiral, 2003). Il a également été décrit que les
ROS peuvent provoquer des mutations de p53 darsUsgFiresteiret al, 1997). Ce qui
s’accorde avec le phénotype pseudo-tumoral qu’aceui les FLS au cours de la maladie. La
principale source de ROS dans la maladie est la RADoxydase phagocytaire des
neutrophiles qui s’infiltrent dans I'articulatiomMais d’autres phénomenes sont observés dans
la réaction inflammatoire de la maladie, des cyiekipro-inflammatoires comme le TEt
'IL-1 B jouent également un réle prépondérant. Elles sgimuvées en grande quantité dans
le liquide synovial des patients malades et actitenNFB, qui a son tour va activer
plusieurs étapes du processus inflammatoire ennfjoleardle de facteur de transcription
(Flohéet al, 1997) (Barnes et Karin, 1997). Les protéines 380&t S100A9 sont également
présentes. Ces protéines myéloides sont sécréteesabendance dans les foyers
inflammatoires par les PMN activés. D’'importantesaentrations de ces protéines S100 ont
été retrouvées chez les patients souffrant de RRplDs, elles ont été décrites comme des
biomarqueurs de la maladie (Bailkgtal, 2010). Ces protéines sont également des effacteur
positifs de la régulation de I'activité¢ NADPH oxysaphagocytaires (Berthiet al, 2003).

Les cellules de 'immunité, en particulier les PMdéraient les principaux acteurs dans la PR.
Cependant, de nombreuses recherches suggérentmégaldimplication des cellules
résidentes, les FLS.

Afin de mieux caractériser I'inflammation de la ntaane synoviale dans la PR, le contexte
inflammatoire de la maladie a été reprodnitvitro. L'étude s’est focalisée sur le dialogue
entre cellules infiltrantes et cellules résidentes,PMN et les FLS, en se focalisant sur les
ROS produit par la NADPH oxydase phagocytaire @isleffets sur la membrane synoviale.

71



Résultats

II.1. Expression des NADPH oxydases dans les FLS

Avant d’étudier la production de ROS par les FLSest conditions physiologiques de la
maladie, I'expression des Noxs et des différentsefas cytosoliques dans les FLS ont été
évalués. Dans la littérature, les ARNmM de Nox2, N@22-phox et p47-phox ont été deécrits
(Chenevier-Gobeauet al, 2006). Au laboratoire, Nox2 et Nox4 ont bien ié@ntifiees dans
les FLS mis en culture (Figure 38A). Les ARNm d@+phox et de p67-phox ont également
été retrouvées dans ces cellules (Figure 38A).elanche, les transcrits de p40-phox ou de
p47-phox n'ont pas été mis en évidence (Figure 3&&) ce qui concerne lI'expression
protéique, Nox2 et p22-phox ont été identifiées\astern blot sur les lysats totaux de FLS
(Figure 38B). Aucune variation de I'expression desix protéines n’est constatée quand les
cellules sont traitées avec le TNA.a bande de Nox2 est détectée a un poids moléeula
d’environ 55 kDa contre 91 kDa dans les neutroghileest probable que dans les FLS, Nox2
ne subisse pas les mémes maturations que daneuéephiles, ce qui pourrait expliquer

cette différence de poids moléculaire.
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Figure 38: Analyse de I'expression des transcritstedes protéines des NADPH oxydases dans les
FLS. (A) Analyse des produits de PCR par électrophoeésgel d’agarose. Les ARNm ont été purifiés a parti
de 1x16 FLS puis transformés en ADNc par la RT. Les ADNtemus sont utilisés en PCR pour mettre en
évidence les transcrits des NADPH oxydases 2 & 4pus-unité p22-phox et les facteurs cytosoliqué&®-
phox, p47-phox et p67-phox grace a des amorcesfispes. (B) Western blot de Nox2 et p22-phox réalsur
des lysats totaux de FLS (100 ug). Les cellulesthincubées pendant 24 h en présence de. BN§7 °C. La
protéine Nox2 a été mise en évidence a l'aide dniticorps monoclonal produit au laboratoire, 8Gildédau
1/2000. La protéine p22-phoc a été identifiée d\aedicorps produit au laboratoire, 16G7, diluéJaR000.

II.2. Etude du milieu pro-inflammatoire sur les FLS

En couplant les résultats obtenus préecédemment lagedonnées de la littérature, les FLS
disposent du matériel nécessaire pour produireRd2S. L’activite NADPH oxydase de ces

cellules a été évaluée en reproduisant le contgxgsiologique de la polyarthrite rhumatoide.
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Les FLS ont été exposés aux conditions inflammedatiaractéristiques de la maladie. Ainsi,

la production de ROS par les FLS a été mesuréehpailuminescence et par fluorimétrie.

11.2.1. Effet du TNFa

Le TNFu est la principale cytokine pro-inflammatoire reivée dans la PR. Les synoviocytes
ont été incubés en présence de celle-ci. L'actMiédOPH oxydase de ces cellules a ensuite
été déterminée en mesurant la production de ROSIparluminescence ou la production
d’H,0, par fluorimétrie. Les résultats sont toujours candg a ceux obtenus avec des cellules

n'ayant pas été incubées en présence de la cytokine

a.Mesure de Tlactivité NADPH oxydase des FLS par
chimiluminescence

Les FLS en culture sont incubés pendant 24 h esepog de TNé& Le but de I'expérience
est de reproduire les conditions physiologiquesladé®’R, notamment I'exposition de la
membrane synoviale a certaines cytokines pro-inflamires, largement présentes dans la
maladie. La production de ROS augmente dans lesdeli®nt été incubés en présence de
TNFa. (Figure 39). Méme si la production est trés l@giltaugmentation de la quantité de

ROS produite est significative par rapport a ceéle FLS non-traités.
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Figure 39: Mesure de la production de ROS dans lesynoviocytes par chimiluminescenceles FLS
ont été incubés en présence de ®NFng/mL pendant 24 h & 37 °C. La production de RGSmesurée par
chimiluminescence avec 1X1@ellules par puits pendant 60 minutes en effe¢tuae mesure toutes les 15
secondes. (A) Les histogrammes représentent letitisade ROS totales (exprimée en RLU) produitasles
FLS en fin d’expérience. (B) Cinétique de l'acttvilADPH oxydase, le graphe représente la quantitB@S
cumulée au cours du temfs=3).
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b. Mesure de la production d’'H,O, des FLS par fluorimétrie
(Amplex Red)

Un autre moyen de déterminer la production de R@S$sdes cellules est de mesurer la
formation de HO,. H,O, appartient a la famille des dérivés réactifs amygene. Il est
produit suite a la réaction de dismutation de bansuperoxyde (&), catalysée par la SOD.
La production d’HO, a été mesurée par fluorimétrie a I'aide de lanepre de I'’Amplex
Red. Une augmentation de la production b est observée dans les FLS incubés avec le
TNFa (Figure 40A). Grace a une gamme étalon H(Figure 40C), la concentration finale
d’H.0O, produit par les cellules a été calculée. Cellestiamplement supérieure dans les FLS
qui ont été incubés en présence de @ Fgure 40B).
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Figure 40: Mesure de la production de HO, par fluorimétrie dans les synoviocytesLes FLS ont été
incubés en présence de TNE ng/mL pendant 24 h a 37 °C. La production@kest mesurée par fluorimétrie
(Amplex Red) avec 1xfcellules par puits pendant 2 h & 37 °C avec unsureetoutes les 30 secondes. (A)
Evolution de la quantité de.B, produit par les FLS au cours du temps. La quaxtiBO, est exprimée en
RFU. (B) Histogrammes représentant la concentratitii,O, finale obtenue en fin d’expérience, les
concentrations sont calculées a l'aide d’'une gamalen d’'HO, réalisée au cours de I'expérience (C). (n=3).

11.2.2. Effet du liquide synovial

Le liquide synovial est sécrété par les FLS daasitulation. C’est dans ce fluide que se

trouvent les cellules infiltrantes (PMN principalenmt mais aussi lymphocytes) mais aussi
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toutes les molécules impliquées dans l'inflammatiocytokines pro-inflammatoire, protéines

S100, MMPs). Pour évaluer I'impact de ce liquide s FLS, ceux-ci ont été incubés en

présence de liquide synovial de patients atteiet$B. Ensuite, par chimiluminescence, la
production de ROS a été mesurée dans les cellldsg=LS ont une activité NADPH oxydase

tres faible. L'activité enregistrée reste égalentes faible quand les cellules sont stimulées
avec du PMA (Figure 41). Aussi, le liquide synowil@ PR ne semble avoir aucun effet sur
I'activité NADPH oxydase des FLS, méme en préselecBMA.

1.2 FLS m Non-traitées
1 m Liquide synovial

0.8
0.6
0.4

0,2

Activit¢ NADPH oxydase (RLU)

0
Non-stimulées PMA

Figure 41: Mesure de la production de ROS dans lesynoviocytes apres incubation avec le liquide
synovial. Les FLS sont incubés en présence de liquide syhdwianatoide pendant 24 h a 37 °C. La production
de ROS est mesurée par chimiluminescence avec® tellles par puits pendant 30 minutes en. La titiun
avec le PMA (130 nM) est réalisée au début de ¢gistrement. L’histogramme représente I'activité DN
oxydase des FLS, exprimée en RLU.

[1.2.3. Co-culture des PLB-985 différenciées avee$ FLS

Afin de mieux comprendre le réle des PMN dans la &8 expériences de co-culture ont été
réalisées entre les FLS et des cellules PLB-98%rdificiées en pseudo-neutrophiles.
L’activité NADPH oxydase des FLS a été analyséa afiétudier I'impact des pseudo-
neutrophiles activés sur la membrane synovialesiAmpres 2 h de co-incubation, l'activité
NADPH oxydase des FLS a été mesurée par chimillsoeree (Figure 42A). Au début de la
mesure, ces cellules ont été stimulées ou non levedMA. Les FLS qui n'ont pas été en
contact avec les cellules PLB-985 n'ont pas d'd@&iexydase, qu'ils soient stimulés ou non
par le PMA. La co-culture induit I'apparition d’urectivité oxydase dans les FLS non-
stimulés. Cette activité correspond des PLB-98Bluélles comme il est montré sur la figure
42A. En revanche, Quand les FLS sont stimulés @&NMA aprés la co-culture, I'activité
oxydase est doublée. Cette activité est largemgéreure a celle détectée dans les PLB-985

résiduelles, indiquant la contribution des FLS dan®rmation de ROS en réponse au PMA.
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Le PMA étant un activateur de Nox2, ceci sugger lgyroduction de ROS par les FLS est
due a I'activité de Nox2, seule Nox activable gaPMA exprimée dans les FLS.

D’autre part, la co-culture avec les PLB-985 défites en Nox2 n’induit pas d’activité pour
les FLS qu’ils soient stimulés ou non par le PMAecCsuggere une implication des ROS
produits par les PLB-985 sur la production de R@GI@s FLS stimulés.
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Figure 42: Mesure de l'activité NADPH oxydase desysoviocytes aprés co-culture.Les PLB-985
différenciées WT et KO sont ajustés a 3%t6llules/mL dans 3 mL de PBE&t sont activés avec du PMA (130
nM). lls sont versés sur les FLS, cultivés dans biei$es de culture (25 cm?), formant un tapis taille
d’environ 5x10 cellules par boite. Les FLS normaux (FLS -) sooubés dans 3 mL de PB&n présence de
PMA (130 nM). La co-culture dure 2 h a 37 °C. LésSFsont ensuite lavés en PBS et les cellules PLB3s@Mit
retirées puis sont comptées au fur et & mesurtadages afin de déterminer le nombre de PLB-986uéHes.
Les FLS sont détachés de leur support par un imaite en trypsine-EDTA 0,25 % pendant 30 min. LeS FL
sont lavés en PBS par centrifugation (400g / 8 mRD °C). L'activité NADPH oxydase est mesurée par
chimiluminescence en stimulant ou non les FLS adecPMA (130 nM). (A) Histogrammes représentant
I'activitt NADPH oxydase des FLS, exprimée en RI+3). FLS- correspond a l'activité des FLS normaux
n'‘ayant pas été co-incubés avec des PLB-985. FLB+385 WT correspond a l'activité des FLS ayantctté
incubés avec des PLB-985 différenciées. FLS+PLB8>orrespond a I'activité des FLS ayant été aurés
avec des PLB-985 différenciées déficientes en NBXB-985 WT et PLB-985 KO correspondent aux adiiwit
des PLB-985 différenciées résiduelles normalesédicidntes en Nox2. (B) L’histogramme représerdgetivité
NADPH oxydase de cellules PLB-985 WT différenciée, graphe fait office de témoin positif quant a
I'efficacité du PMA. *P<0,05 (Co-culture FLS + PL®E85 WT comparé a co-culture FLS -).

11.2.4.Effet des protéines S100 sur les synoviocyte

Les protéines S100A8, S100A9 et S100A12 sont tdetesrois des biomarqueurs de la PR
discriminant ainsi la maladie des autres rhumatisnmflammatoires, comme ['arthrose
(Baillet et al, 2010). Elles sont sécrétées par les neutroplitdiyés et vont entretenir
I'inflammation de larticulation. S100A8 et S100A@terférent avec les mécanismes de
controle de la douleur inflammatoire (Dade al, 2006 ; Mitchellet al, 2008). Ces deux
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protéines sont également des effecteurs positifa degulation de I'activité NADPH oxydase
dans les phagocytes (Berthiet al, 2003) aboutissant a la production de ROS et la

destruction du cartilage.

a. Sécrétion des protéines S100 dans le milieu decdia-culture

Il a été déterminé si les cellules PLB-985 diff@iérs en pseudo-neutrophiles sécretent des
protéines S100 dans le milieu de co-culture. Pela, @pres activation des cellules avec le
PMA, le surnageant de cellules a été prélevé er tirmps apres incubation a 37 °C. S100A8
et S100A9 ont ensuite été identifiées par Westdoh B\prés 10 min d’incubation, les
protéines S100 sont sécrétées dans le milieu eXukdre (Figure 43). Par contre, elles ne
sont plus visibles aprés 2 h d’incubation. Les FAg5- différenciées sécretent des protéines

S100 apres activation au PMA. Ces protéines s@septes dans le milieu de co-culture.
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Figure 43: Etude par Western blot de la sécrétion €s protéines S100 dans le surnageant de pseudo-
neutrophiles activés.Les pseudo-neutrophiles sont ajustés a 3xcHllules/mL dans du PB®n boite de
culture (25 cm?). Les cellules sont stimulées atecPMA (130 nM). Un prélevement est réalisé a 1@ mi
(~1x10 cellules) et un autre & 2 heures (~1%déllules) d'incubation & 37 °C. Les concentraipnotéiques
des deux prélévements sont déterminées par la detthe Bradford. Les protéines S100 sont identifigss
Western blot avec un anticorps de lapin polyclafialié au 1/1000. Pour se faire 100 pg de chaquangitibn
est déposé sur un gel SDS-PAGE 15% (v/v). Le ctnpositif est réalisé sur 100 pg de cytosol de o8B
différenciées activées.

b. Effet sur I'activitt NADPH oxydase des FLS

Nous avons ensuite évalué I'impact des protéind® Siir des FLS ayant été préalablement
en contact avec des pseudo-neutrophiles activéstilité NADPH oxydase des FLS a été
mesurée par chimiluminescence apres co-incubatien ks pseudo-neutrophiles. L'activité
NADPH oxydase des FLS a été comparée dans troditamrs de stimulation différentes :

1% condition, les FLS n'ont pas été stimulés lordadmesure d’activité.

2"% condition, les FLS ont été stimulés avec du PMA.
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3°M condition, I'activité NADPH oxydase des FLS a éterminée en présence des
protéines S100A8 et S100A9. Pour cela, des praéfd200A8/A9 recombinantes,
produites au laboratoire (Berthiet al, 2003), ont été utilisées a des concentrations

proches de celles retrouvées chez les patientfraotsf de PR.
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Figure 44: Mesure de l'activité NADPH oxydase desysoviocytes apreés co-incubation avec des
protéines S100 recombinanted.es FLS sont cultivés dans une boite (25 cm?) jasgonfluence des cellules
(5x10 cellules). Pour cette expérience, les FLS ont a&téncubés avec les pseudo-neutrophiles (8x10
cellules/mL dans 3 mL de PBJréalablement activées avec du PMA (130 nM). duiimation dure 2 h dans une
étuve a 37 °C. Apres lavage, l'activité NADPH oxgdaest mesurée sur les FLS par. Une condition témoi
négatif (FLS-) correspond aux FLS non-stimulés. daadition témoin positif (PMA+) correspond aux FLS
stimulés avec le PMA (130 nM). Une troisieme coodit(S100A8/A9rec +) correspond aux FLS incubés en
présence des protéines S100A8/A9 recombinantes f§0BL) au cours de la mesure. (A) Histogrammes de
I'activité NADPH oxydase (exprimée en RLU) enregist dans les FLS. (B) Cinétique de I'activitt NADPH
oxydase cumulée au cours du temps dans les FLS0,0B<(cellules stimulées comparé a cellules non-
stimulées).

L’activité  NADPH oxydase est augmentée dans les HitBnulés avec du PMA,
préalablement co-incubées avec les cellules PLB8&renciées (Figure 44A). De maniere
tres intéressante, les protéines S100 stimuletegmnt l'activité NADPH oxydase des FLS
(Figure 44) D’aprés la figure 43B, l'activitt NADPH oxydasesdELS stimulés avec les
protéines S100 est trés importante au cours designes minutes d’expérience. Par la suite
I'activité continue d’augmenter mais beaucoup gaislement. Dans les PMN, les protéines
S100A8 et S100A9 sont impliquées dans la régulatienl'activitt NADPH oxydase
phagocytaire, Nox2. Ces deux protéines sont conpoesjouer un rble dans I'amplification
de linflammation. En extracellulaire, il sembldraju’elles stimulent I'activit¢ NADPH
oxydase de Nox2 des FLS.
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La production de ROS par les PMN appelé « explosespiratoire » est un mécanisme
essentiel de défense de l'immunité innée vis-des agents pathogénes. L’activité de la
NADPH oxydase des phagocytes résulte de I'assemlilag facteurs cytosoliques p47-phox,
p67-phox, p40-phox et Rac au niveau du cytochrdmg L'existence de partenaires
cellulaires-spécifigues de la NADPH oxydase estgéuge par I'explosion oxydative des
neutrophiles qui est considérablement différentéadproduction de ROS des cellules non-
phagocytaires telles que le lymphocyte B sur la plaalitatif et quantitatif.

Néanmoins, la production de ROS reste potentielmecive pour les tissus. De ce fait,
l'activité de la NADPH oxydase nécessite une régutades plus rigoureuses. En effet, la
production de ROS doit étre optimale pour détrléseéventuels agents pathogenes, sans pour
autant occasionner des lésions tissulaires comme lfavons observé dans la PR.

Dans ce travail, nous nous sommes d’abord focadigela PFK-2 comme partenaire potentiel
d’activation et de régulation de la NADPH oxyda$agocytaire. Dans un deuxieme temps,
notre attention s’est portée sur I'implication deNADPH oxydase des phagocytes dans la PR

et plus précisément son role dans les interacgatre les synoviocytes et les neutrophiles.

Tout d’abord, notre objectif a été de démontrenfiiication de la PFK-2 dans I'activation de
'oxydase. Notre approche consiste a utiliser d#sbiteurs pharmacologiques de kinases
impliquée dans la phosphorylation de la PFK-2,ajété co-purifiée sous cette forme avec le
complexe de la NADPH oxydase des phagocytes (Patlat, 2007). Notre analyse s’est
portée a la fois sur les variations de la phosghton de la PFK-2, I'activit¢ NADPH
oxydase et l'activité glycolytique des cellules PIE5 différenciées en granulocytes et les
PMN.

Dans un deuxieme temps, nous avons tenté de miawactériser le role des ROS dans
l'interaction des synoviocytes et des neutrophites. effet, ces derniers surproduisent des
ROS dans l'articulation au cours de la PR. Notreléts’est focalisée sur l'interaction entre
FLS et pseudo-neutrophiles, plus particulierememntl'snpact des ROS produits par sur la

membrane synoviale et les conséquences qui erigésul

|. La PFK-2 a linterface de l'oxydase et de la glycgke
dans le neutrophile

Les données obtenues avec ce travail suggerentaggEK-2 phosphorylée est impliquée
dans la régulation de la NADPH oxydase phagocytairers de la stimulation des
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neutrophiles, cette enzyme du métabolisme du ghuntgre a la membrane et s’associe aux
facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase phagoeytha PFK-2 phosphorylée stimule la
production d’ATP nécessaire a la phosphorylatios fdeteurs cytosoliques, essentielle pour

'assemblage du complexe de la NADPH oxydase.

Tout d’abord, la détection immuno-chimique de |&FPFphosphorylée a permis de mettre en
évidence une nette augmentation de la phosphargldeé I'enzyme dans les cellules PLB985
différenciées en granulocytes en réponse a differstimuli (PMA, ionomycine ou fMLP).
Ensuite, [l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiegi de kinases nous a apporté des
informations supplémentaires quant a la phosphioylade la PFK-2 dans les neutrophiles.
La PKA est la principale kinase décrite dans lagphorylation de I'isoforme cardiaque de la
PFK-2, nous avons commencé par utiliser I'inhibité:89, spécifique de la PKA. Les
expériences de Western blots, réalisées sur desatgtde cellules PLB985 différenciées, ont
révélé une nette diminution de la phosphorylatiedadPFK-2 dans les cellules traitées avec
l'inhibiteur H-89 et ce, malgré la stimulation e¥ponse au PMA, la ionomycine ou le fMLP.
Ainsi, comme dans le cceur, la PKA est impliguéesdarphosphorylation de la PFK-2 dans
les cellules granulocytaires. Cependant, d’autieages ont €également été décrites dans la
phosphorylation de l'isoenzyme cardiaque de la RFK-utilisation des inhibiteurs de la
PKB, la PKC ou MEK, démontre également la partitgrade ces enzymes dans I'activation
de la PFK-2 dans les cellules PLB-985 difféerencidedleau 7).

Tableau 7: Récapitulatif des résultats obtenus pout'inhibition de la phosphorylation de PFK-2 et
I'inhibition de I'activité NADPH oxydase.

Inhibition phosphorylation Inhibition activité
Inhibition
PFK-2 NADPH oxydase
kinases
PMA lonomycine| fMLP PMA lonomycine| fMLP
PKC 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 po
PKB 0% 100 % 100 % 0% 50 % ~60 01)
MEK1/2 100 % 100 % 100 % 0% ~10% ~35%
p38-MAPK 0% 50 % 50 % 0% ~50 % 30 %

En parallele, I'activité NADPH oxydase a été mesudans les cellules traitées avec les

inhibiteurs pharmacologiques de kinase. Apresanadnt avec 'inhibiteur de la PKC (Ro-31-

8221), l'activité NADPH oxydase est complétementleben réponse a un stimulus, aussi
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bien le PMA que la ionomycine ou le fMLP. En ce gancerne le PMA, son mode d’action
active directement les PKC, c’est le shunt dessvdesignalisation. Pour la ionomycine et le
fMLP, les voies de signalisation employées pourtieation de la NADPH oxydase passent
par la PKC. En realité, cette kinase est impligdées la phosphorylation de p47-phox
(Fontayneet al, 2002). Ce qui nous empéche de discriminer sifefebbservé est di
uniguement a l'inhibition de la phosphorylation @gé7-phox, ou si cet effet combine
I'inhibition de la phosphorylation de PFK-2 avediainution de p47-phox phosphorylé.

De méme avec l'inhibiteur de p38 MAP kinase, I'at6 NADPH oxydase est diminuée.
Cette kinase a été décrite comme participant éntsghorylation de p47-phox et p67-phox
(El Benna, Hanet al, 1996 ; Danget al, 2003). L'effet observé sur I'activité oxydase peu
étre lié uniguement a la diminution de la phosplatign de ces facteurs cytosoliques ou a la

combinaison de cet événement avec la diminutioia gaosphorylation de PFK-2.

La PKB a été décrite dans l'activation de la PFKZitro dans les cardiomyocytes de boeuf
(Deprezet al, 1997). Les expériences de Western blot réalisg¢esours de cette étude
montrent également I'implication de la PKB dan<tii@ation de la PFK-2 dans les cellules
PLB-985 différenciées. En effet, la phosphorylatitnla PFK-2 en réponse a la ionomycine
et au fMLP est nettement diminuée dans les cellndgtées avec l'inhibiteur de la PKB. En
parallele,ce dans ces mémes cellules, I'activitdRA oxydase est diminuée. Cela corrobore
ce qui a été montré dans la littérature : la PKBnampact sur I'activité NADPH oxydase
phagocytaire en réponse au fMLP (Cle¢ml, 2006). En revanche, 'inhibition de la PKB n’a
aucun impact sur la phosphorylation de la PFK-8uetl'activitt NADPH oxydase dans les

cellules stimulées par le PMA.

Notre étude a également mis en évidence I'implbcatie MEK dans la phosphorylation de la
PFK-2. Comme la PKB, MEK peut activiervitro la PFK-2 dans les cardiomyocytes de boeuf
(Deprezet al, 1997). En effet, I'inhibition de cette protéinm&se dans les cellules PLB-985
différenciées se traduit par une diminution de tegphorylation de la PFK-2 malgré la
stimulation avec le PMA, la ionomycine ou le fMLEependant I'activitt NADPH oxydase

des cellules ne semble pas impactée par I'inhibitie MEK.

Suite au traitement avec l'inhibiteur de la PKA,usopouvons observer une diminution

significative de l'activité NADPH oxydase dans lesllules PLB-985 différenciées et les
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PMN et ce méme en réponse a un stimulus (PMA, iyeora ou fMLP). Les données
obtenues en Western blot ont montré une nette diinimde la phosphorylation de la PFK-2
dans ces mémes cellules. Ceci suggere un role BKAadans l'activation de la PFK-2 dans
les PMN.

Il a été montré que la PKA peut phosphoryler p4@pimais cette phosphorylation n’induit
pas l'activation de la NADPH oxydase des PMN (etwal, 2012). La diminution de I'activité
NADPH oxydase observée aprés inhibition de la PK# weraisemblablement due a
l'inhibition de l'activation de PFK-2. Ainsi, undn étroit entre la glycolyse et la production

de ROS dans les PMN est mis en évidence.

Notre attention s’est ensuite tournée vers l'atdivglycolytique des neutrophiles. Sous sa
forme phosphorylée, I'ilsoenzyme cardiaque de laRFretrouvée dans les PMN, catalyse la
transformation du P en K gP. Celui-ci se trouve étre I'activateur allostéaqie la PFK-1,
I'enzyme limitante de la glycolyse.

Des expériences ont donc été réalisées en medaraitésse de la réaction catalysée par la
PFK-1 en présence dyH-endogene. La stimulation cellulaire induit ungraantation de la
vitesse de la réaction catalysée par PFK-1 danselades PLB985 difféerenciées et les PMN,
ce qui démontre une accélération de la glycoly&ehibition de la phosphorylation de PFK-
2 par le traitement des cellules avec H-89 comimdibition de la NADPH oxydase par le
DPI se traduit par le méme effet : une diminutienla vitesse de la glycolyse. Ces données
confirment I'existence d’un lien étroit entre I'aété NADPH oxydase et la glycolyse dans
les PMN.

L’étude de l'association de la PFK-2 avec la NADBXydase des phagocytes avait déja été
explorée au laboratoire. Des expériences de co-moprécipitation et de microscopie
confocale ont permis d'établir, lors de l'activatides PMN, qu’il y'a une association des
facteurs cytosoliques p47-phox, p67-phox et p4Qxphec la PFK-2. Cette association a été
constatée uniqguement lors de [l'activation des wophiles et non au repos. D’autres
expériences, toujours en microscopie confocale otmant la colocalisation de Nox2 avec la
PFK-2 au niveau de la membrane plasmique dans B=udp-neutrophiles activés
uniquement. Sur le plan fonctionnel, une approaheleyant des siRNA spécifiques de la
PFK-2 se traduit par une diminution de l'activitdADIPH oxydase des pseudo-neutrophiles

transfectés en réponse a un stimulus.
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En associant les données présentées ici aux dspiecédents, nous confirmons I'existence
d’'un lien entre deux systemes prédominants daRdN : la NADPH oxydase phagocytaire
et la glycolyse. En réponse a un stimulus, I'atfiviNADPH oxydase est augmentée, tout
comme [lactivité glycolytique des cellules. L'inltion de la PKA, diminuant la
phosphorylation de la PFK-2, a un effet direct Iesrdeux systémes qui sont inhibés. Notre
étude confirme de précédents travaux qui avaiesteniévidence une forte diminution de
l'activitt NADPH oxydase lors de I'inhibition de lglycolyse par inactivation de la PFK-1
(Andersoret al, 1991).

Le couplage de l'activitt NADPH oxydase des phatggyavec les produits des voies
métaboliquesvia la PFK-2 phosphorylée, ou des pentoses phosphéda,6-PGDH (Baillet
et al, 2011) semble tout a fait possible au vu des besénergétiques de I'explosion
oxydative. Dans la glycolyse comme dans la voie pestoses phosphates, enzymes et
substrats sont regroupés ce qui va favoriser umesse de réaction optimale. Cette
compartimentation permettrait de positionner cedside ces enzymes au voisinage direct de
la NADPH oxydase.
C’est dans les radeaux lipidiques, une zone métplmhent active, que le rassemblement de
la NADPH oxydase avec la 6-PGDH (Baillet al, 2011) et la PFK-2 (Bailleet al, en
préparation) a été décelé. Les radeaux lipidiguestituent des plateformes membranaires
rigides permettant des interactions privilégiéesurpdactivité de certaines enzymes
notamment celles du métabolisme du glucose qui Bansférées a la membrane lors de
l'activation (Lloyd and Hardin, 2001). Au cours dlexplosion oxydative du PMN, les
facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase coloeatislans ces radeaux lipidiques (Skao
al., 2003 ; Vilhardt and van Deurs, 2004). Ces microdimes semblent impliqués dans
linitiation de l'activité NADPH oxydase en favosst les interactions entre le cytochrome
bssg et les facteurs cytosoliques (Shetoal, 2003). Ainsi, il a été montré que les PMN de
souris invalidés pour le gene de la cavéoline ot production de ROS nettement diminuée
en réponse au fMLP (Het al, 2008). L'association de la NADPH oxydase ave6-RGDH
et la PFK-2 permettrait (Figure 45) :
- D’une part, d’augmenter localement la concentraienNADPH et I'affinité de Nox2
pour le substrat NADPH.
- D’autre part, de catalyser localement la libératam quantités importantes de ¢P
'activateur de la PFK-1, I'enzyme limitante de d#ycolyse, aboutissant ainsi a une
augmentation locale de la concentration d’ATP.
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Milieu extra-cellulaire
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Figure 45: lllustration de I'implication des enzymes du métabolisme du glucose dans I'activation de
la NADPH oxydase des phagocytes.

Toutes ces données sont en faveur d'un nouveau mode régulation de l'activité de la
NADPH oxydase phagocytaire par micro-compartimentabn de la NADPH oxydase

avec les enzymes du métabolisme énergétique (Figur'g).

. La NADPH oxydase phagocytaire au coeur de la PR

Dans la PR, la membrane synoviale, composée deiggytes, est constamment exposée aux
produits de sécrétion de nombreuses cellulesranfiles parmi lesquelles les PMN sont les
plus abondantes. Ces derniers surproduisent desvikRQO& NADPH oxydase dans le milieu
articulaire. Dans ce travail, nous mettons en éddeune modification phénotypique des
FLS, induite par les ROS issus de la NADPH oxygdssgocytaire.

Nos travaux ont été réalisés sur des FLS extrailggdide synoviaux de patients souffrant de

maladie inflammatoire, en général PR, mais ausbrase. Les FLS ont été mis en culture
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selon le protocole établit dans la littérature B8tes et al, 2005). L’étude des antigenes de
surface exprimés sur les cellules en culture a edidentifier les FLS (Stebuligt al,
2005).

Tout d’abord, nous avons identifié les NADPH oxyelagxprimées dans les FLS en culture.
Dans la littérature, les transcrits de Nox2, p2@xphinsi que Nox4 (Chenevier-Gobeagix
al., 2006) ont été décrits. Nous retrouvons I'expassies ARNm de Nox2, p22-phox ainsi
gue Nox4via des expériences de RT-PCR sur les FLS en culEmece qui concerne les
facteurs cytosoliques, les ARNm de p47-phox, p6dxpbt p40-phox ont également été
identifiés (Chenevier-Gobeauet al, 2006). Dans ce travail, seuls les transcrits @& ghox

et p40-phox ont été détectés dans les FLS en eultur

Par la suite, les protéines de Nox2 et p22-phoxététdétectées par immuno-marquage en
Western blot. A la difféerence de Nox2 dans les plogiges, une protéine de 91 kDa,
I'anticorps monoclonal spécifique de Nox2 a détecté protéine de masse apparente de 55
kDa dans les FLS. Cette taille correspond a cdileervé lorsque Nox2 est déglycosylé
(Pacletet al, 2000) suggérant que Nox2 dans les FLS n’est lyasgylé Des expériences de

déglycosylation sont envisagées pour confirmeedetpothése.

Les synoviocytes en culture expriment les protédeslox2 et p22-phox. Nous nous sommes
intéressés a l'aspect fonctionnel de la NADPH oggddans ces cellules. Ainsi, apres 24 h
d’incubation en présence de T&Hactivité NADPH oxydase des FLS a été détermipae
chimiluminescence pour mesurer la production d’arsaperoxyde, ©, et par fluorimétrie
pour mesurer la production de peroxyde d’hydrogéh€,. Dans les deux cas, nous avons
observé une augmentation significative de I'aciWADPH oxydase induite par le TMF
Ces reésultats sont en accord avec de précéedenmuxrampliquant les cytokines pro-
inflammatoires du TNé et de I'lL-13 dans la régulation de I'expression et de I'actoratle

la NADPH oxydase dans les FLS (Chenevier-Gobeaat, 2006).

Les expériences de co-culture entre les FLS emireutit les cellules PLB-985 différenciées
préalablement stimulées ont mis en évidence ungilbotion directe des ROS produits par la
NADPH oxydase phagocytaire dans l'activation deNRDPH oxydase des FLS. En effet,
aprés co-incubation avec cellules PLB-985 sauvadéf£renciées, les synoviocytes
produisent des ROS en réponse au PMA. Les synde®dycubés seuls ou co-incubés avec
les cellules PLB-985 déficientes en Nox2 n’ont péctivité détectable. Cette donnée est

d’autant plus pertinente que ces cellules n’expninpas Nox2 et sont donc dans l'incapacité
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de produire des ROS. Ce résultat montre un rékectioles ROS produits par les PMN sur
I'activation des synoviocytes.

De plus, Nox2 est la seule Nox activable par le Pbiprimée dans le synoviocyte. Nos
résultats montrent que la production des ROS dassFLS aprés co-culture avec les

granulocytes est due a l'activation de Nox2.

Nous nous sommes également intéressés a I'effehéérodimére S100A8-S100A9 sur la
stimulation de l'activitt NADPH oxydase des synawites. Ces deux protéines avec
S100A12 sont des marqueurs sensibles de l'inflamomagiFoell et Roth, 2004). Ce sont
également des effecteurs positifs de I'activité NxDoxydase des neutrophiles (Bertlaer
al., 2003) et qui sont retrouvées dans la PR (Baifietl, 2010). Aussi, S1I00A8/A9 ont été
identifiees par Western blot dans le surnageantadeulture entre les FLS et les cellules
PLB-985 difféerenciées. Les protéines S100A8/A9ndmiere moins importante que le PMA,
augmente significativement I'activitt NADPH oxydades FLS préalablement co-incubés
avec des pseudo-neutrophiles activés. Ainsi, S108A8présentes dans le milieu
extracellulaire stimulent I'activité NADPH oxydades FLS. Dans la PR, ces protéines sont
majoritairement sécrétées dans l'articulation pameutrophiles actives.

Outre les études situant les protéines S100 compraabqueurs de la PR, des données
fondamentales impliquent les protéines S100 danskcanismes physiopathologiques de la
PR (Bailletet al, 2010). Premierement, les protéines S100A8 et 89 @@mblent avoir un
réle capital dans la phase aigie de linflammater I'induction de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFet I'IL-1B. Elles sont également des chimiokines qui
permettent le recrutement des PMN sur le site nmitatoire (Ryckmanet al, 2003).
Deuxiemement, le rble des protéines S100A8 et S2Qdsks les destructions articulaires a
été mis en évidence dans des modeles murins dtaglohroniques (van Lewrt al, 2007).
L’hétérocomplexe S100A8/A9 est un ligand de RAGERé&ceptor for Glycation End
products ») et active celui-ci (Hex al, 2011). Ce récepteur, largement exprimé dans les
FLS de PR, est impliqué dans le déclenchemenimfathmation. Une hausse de I'activation
de RAGE entraine des complications cellulairesiajue des dommages tissulaires. Des
étudesn vitro montrent que la stimulation de RAGE, récepteuBil@0A12, dans les FLS de
PR, pourrait contribuer au développement de leénptype pseudo-tumoral (Steenvooreéén
al., 2007).
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Bien que la pathologie de la PR soit encore malngen les ROS, produits de facon
démesurée par les PMN infiltrants, ont largemehidécrits dans la maladie et semblent jouer
un réle prédominant dans I'évolution de celle-aép€ndant, les PMN ne sont pas les seules
cellules capables de produire des ROS dans la BRcéllules résidentes, en particulier les
FLS expriment les NADPH oxydases de Nox2 et Noxtroe décrit dans la littérature
(Chenevier-Gobeaugt al, 2006). Sur le plan fonctionnel, nos résultatsteméten évidence
I'activation de Nox2 des synoviocytes en réponsePMA. Une étude précédente avait
démontré 'augmentation de I'expression de p47-pabxle Nox2 dans les FLS de PR en
réponse a un traitement avec des cytokines praanflatoires (TN& et IL-13) mais aussi le
PMA (Chenevier-Gobeaust al, 2006). De plus, l'incubation prolongée des FLSPdR en
présence de ces mémes cytokines pro-inflammatainegmente significativement la
phosphorylation de p47-phox dans ces cellules. dmmées obtenues nous permettent de

proposer un modele d’interaction entre les FL&&HMN, divisée en plusieurs étapes :

- Infiltration des PMN dans [larticulation et actiia de la NADPH oxydase
phagocytaire (Figure 46, (1)).

- Sécrétion de divers molécules dans le milieu ddirel (Figure 46, (2)) : production
de ROS, sécrétion de protéines S100A8/A9 et dekinge pro-inflammatoires (TNF
et IL-1B).

- Dans la foulée, les ROS produits par les neutrephdctivés pourraient induire
I'expression ou la pré-activation de Nox2 dans F&S de la membrane synoviale
(Figure 46, (3)).

- En parallele, les produits de sécrétion du PMN vsiinuler I'activité NADPH
oxydase des FLS qui a leur tour, vont produireRi®S (Figure 46, (4)).
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Neutrophiles

infiltrants @

Membrane
synoviale

Figure 46: lllustration schématique des étapes coisutives dans l'interaction des synoviocytes avec
les neutrophiles.

lll. Conclusion et perspectives

Dans un premier temps, nous avons mis en évidanc®uveau mécanisme de régulation de
la NADPH oxydase phagocytaire a travers la PFK-@irélétude suggére que cette enzyme
permet d'activer localement la glycolysea l'activation de la PFK-1. L’ATP produit
localement serait utilisé pour favoriser les phasplations du cytochromdossg et des
facteurs cytosoliques indispensables a I'activatied’enzyme. De plus, il semble exister une
régulation par compartimentation en microdomainesmbranaires, favorisant ainsi la
production de ROS. Dans un second temps, nous amsntes effets déléteres des ROS
produits par les PMN dans le cas de réaction inflatoires poussées telles que la PR. Dans
cette pathologie, les ROS, surexprimés, provoquied |ésions tissulaires importantes
aboutissant a la destruction des structures aafiresl Ici, notre travail met en évidence

I'expression de Nox2 dans les FLS, induites paREsS produits par les PMN suggérant que
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les synoviocytes résidents, une fois actives sampaloles d’entretenir le processus

inflammatoire.

A l'avenir, il serait intéressant de vérifier I'hgihese de la microcompartimentation cellulaire
dans les neutrophiles. Des expériences de micresaamfocale réalisées au laboratoire
montrent déja une colocalisation de PFK-2 avecna@sjueurs de radeaux lipidiques dans les
cellules PLB-985 différenciées et activées parNAPLa purification des radeaux lipidiques,

impliqués dans ce processus, apporterait des iaftwnms supplémentaires quant a la

localisation des différents constituants de la NAD#Xxydase phagocytaire et de la PFK-2.

En ce qui concerne les FLS de PR, il serait intanetsd’évaluer le niveau d’expression de
Nox2 dans les cellules avant et aprés expositidasaROSyia I'ajout de xanthine oxydase
dans le milieu, ou la co-incubation avec des n@tiites activés. Les technigues actuelles de
cytométrie en flux et de microscopie confocale isatatoutes indiquées pour realiser cette
étude. En parallele, une analyse plus poussée d®nietionnalité de Nox2 dans les
synoviocytes pourrait étre réalisée. Pour celtedanologie des ARN interférents spécifiques
des facteurs cytosoliques pourraient étre util@g analyser I'activité NADPH oxydase des

synoviocytes transfectés.

Nous avons pu voir que les protéines S100A8/A9 sapables de stimuler I'activité NADPH
oxydase apres co-incubation avec des pseudo-nailg®mctivés. Dans la PR, les protéines
S100A8/A9 sont sécrétées sur le site inflammatuireles PMN activés. Elles constituent de
véritables biomarqueurs de la pathologie et ellegent un rble dans I'entretien et
'amplification de I'inflammation (Bailleet al, 2010).

Des études rapportent également I'existence d'det eiti-inflammatoire modulé par les
protéines S100 (Harriscet al, 1999). S100A8, dans le modele murin, peut étselé par
les ROS dans le milieu extracellulaire, ce qui arpedfet de réduire I'inflammation suggérant

un réle protecteur joué par la protéine.
Ainsi, dans le milieu extracellulaire, les prot&n&100A8/A9 pourraient présenter des

propriétés pro-inflammatoires ou des propriétés-iafftammatoires. L’état d’'oxydation des

protéines S100A8/A9 pourrait étre a I'origine decbangement d’activité.
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La suite du travail concernera I'analyse de |'éaiydation des protéines S100 purifiees par
spectrométrie de masse MALDI-TOF aprés expositiades ROS et I'étude de l'effet des

protéines S100 oxydées sur les synoviocytes.

Appliqué a la PR, un nouveau réle anti-inflammagales protéines S100A8/A9 pourrait étre

mis en évidence et constitué une nouvelle appradarapeutique de la pathologie.

Nox4 est également exprimée dans les FLS de PRendapt, sur le plan fonctionnel, rien
n'a encore été décrit au sujet de cette isoenzidars nos expériences, Nox2 semble étre la
principale NADPH oxydase impliquée dans la productile ROS par les FLS. Cependant,
Nox4 a déja été décrite comme jouant un rble daastrés rhumatismes inflammatoires
comme l'arthrose a déja été décrite (Graegal, 2006). Des investigations complémentaires
sont envisagées pour identifier le r6le de Nox4 sd#m production de ROS par les

synoviocytes.
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La NADPH oxydase phagocytaire

Régulation et implication dans la Polyarthrite Rhuatoide

Hograindleur Marc - André
Le 20 Décembre 2013

RESUME

La Polyarthrite Rhumatoide est le rhumatisme inftatoire le plus fréquent. Au cours de la
pathologie, les synoviocytes de la membrane syfoveont au contact de cellules
inflammatoires en particulier des neutrophiles pgpaiduisent en quantité massive des formes
réactives de l'oxygene qui sont a lorigine dimfaorites Iésions tissulaires. L'enzyme
impliquée de cette explosion oxydative est la NAD&#fdase des neutrophiles. La NADPH
oxydase phagocytaire est formée d'un centre cajabyt le cytochromeissg, sur lequel
viennent s’associer des protéines cytosoliqueda&mes. L'enzyme est inactive et dissociée
au repos. En réponse a un stimulus, les facteussaliques s’assemblent au niveau du
cytochrome bssg, induisant un changement de sa conformation etibération d’ions
superoxyde @. Notre étude s’est focalisée sur I'analyse de dgulation de Iactivité
NADPH oxydase par la 6-phosphofructokinase-2, umeyme impliquée dans la régulation
de la glycolyse, la voie principale de productidéngrgie dans les neutrophiles. L’emploi
d’inhibiteurs pharmacologiques de kinases impliguédans I'activation de la 6-
phosphofructokinase-2, a montré une diminution’detilité glycolytique des neutrophiles
couplée a une réduction de l'activité NADPH oxydaSes premiéres données mettent en
avant un nouveau mécanisme de régulation de ligetde la NADPH oxydase par micro-
compartimentation des enzymes du métabolisme émgugéavec la NADPH oxydase, dans
les neutrophiles stimulés, ajoutant ainsi un nivdagontrdle supplémentaire de la production
d’'ions superoxyde. Au vu de la toxicité importadies dérivés réactifs de I'oxygene, une
dérégulation de l'activité de la NADPH oxydase pawubir des conséquences graves comme
le développement de maladies inflammatoires, tejlessla Polyarthrite Rhumatoide dont les
mécanismes physiopathologiques restent mal coribaiss ce travail, nous avons étudié le
dialogue entre les synoviocytes de patients agtelatpolyarthrite rhumatoide et des cellules
mimant les neutrophiles activés. Nous avons pu rapmjue la co-culture de ces deux types
cellulaires entraine une modification du phénotyeg synoviocytes qui acquierent la capacité
a produire eux-mémes des dérivés réactifs de l'emggAussi, dans un contexte pathologique
comme la Polyarthrite Rhumatoide, I'explosion oxixdameédiée par les neutrophiles infiltrés
favoriserait I'expression de la NADPH oxydase déss synoviocytes qui pourraient alors
participer a 'amplification de I'inflammation.

MOTS-CLES: NADPH oxydase, dérivés réactifs de I'oxygéne, raplhiles,
phosphofructokinase-2, phosphorylations, glycolggapviocytes, polyarthrite rhumatoide.



