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Résumé

L'activité de la NADPH oxydase : une nouvelle cible pour la

curcumine ?
La NADPH oxydase (Nox2) des neutrophiles (PMNs) est une enzyme multi-protéique
impliquée dans la production d'espéce activées de Il'oxygéne (ROS) nécessaires pour la
destruction des pathogenes. L'activation excessive des PMNs est souvent associée a des
pathologies mortelles chez le cheval, faisant de I'activité de la Nox2 une cible thérapeutique
privilégiée. Le premier but de ce travail, a été de développer une méthode appelée "cell-free
system" (CSF) pour mesurer l'activité in vitro de la Nox2 équine. Un inconvénient de cette
technique est l'interférence possible entre les inhibiteurs et la sonde utilisée pour la mesure
de l'activité. Sur base de notre CFS, nous avons concu et développé I'EquiNox2, un nouvel
outil pharmacologique, pour étudier les interactions entre des inhibiteurs et la Nox2 et leurs
effets sur I'assemblage et I'activité de I'enzyme. Cette méthode consiste en la mesure in vitro
de l'activité de la Nox2 fixée sur un support solide, ce qui permet d'éliminer les inhibiteurs
avant la mesure de I'activité enzymatique et de réduire les interférences observées en CFS.
Le CFS et I'EquiNox2 ont été validés avec le diphénylene iodonium et le Gp91ds-tat, deux
inhibiteurs connus de la Nox2 humaine. Le second but de ce travail était I'étude du NDS27,
un complexe de lysinate de curcumine avec I'hydroxypropyl-B-cyclodextrine (HPBCD) sur la
réponse oxydante des PMNs. Le NDS27, n'est pas toxique et est capable d'entrer dans les
PMNs, d'interagir leurs membranes et d'inhiber |'activité de la myéloperoxydase, de la Nox2
et de la PKCS (un activateur de la Nox2) impliquées dans la production de ROS. Nous avons
montré, par CFS et EqQuiNox2, que le NDS27 se fixe fortement a la Nox2 pour empécher son
assemblage et que I'HPBCD, I'excipient du NDS27, en plus de solubiliser et de transporter la
curcumine, augmente l'action de celle-ci sur les activités de la PKC et la Nox2. L'effet
modulateur du NDS27 sur l'activation de la Nox2 ouvre des perspectives thérapeutiques

pour le traitement des pathologies accompagnées de réactions inflammatoires excessives.






Summary

Activity of NADPH oxidase: a new target for curcumin ?
The NADPH oxidase (Nox2), a multi-component enzyme found in neutrophils (PMNs),
generates reactive oxygen species (ROS) to kill pathogens. In horses, excessive activation of
PMNs is often associated with deadly pathologies making the modulation of Nox2 activity a
prime therapeutic target in the management of inflammation. The first aim of this work was
to develop a method called cell-free system (CFS) to measure the in vitro activity of equine
Nox2 and to test the effects of potential inhibitors on the enzyme activity or assembly. A
major drawback of this technique lies in the potential interferences between inhibitors and
the probe used to measure the activity. Based on our CFS, we designed a new
pharmacological tool, the EquiNox2, to determine the direct interaction of potential
inhibitors with equine Nox2 and their effect on the enzyme activity or assembly. This
method consists in the in vitro measurement of Nox2 activity bound onto a solid support
which allows for the elimination the inhibitors prior the measurement of activity, thus
avoiding the risk of the interferences observed for the CFS. The CFS and EquiNox2 were
validated using diphenyleneiodonium chloride and Gp91lds-tat, two inhibitors largely
described for human Nox2. The second aim of this work was the study of NDS27, a complex
of curcumin lysinate with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), on oxidant response of
PMNs. NDS27, without affecting cell viability, was able to cross and interact with cell
membranes to inhibit the activity of three enzymes involved in ROS production:
myeloperoxidase, Nox2 and PKCS, a Nox2 activator. We demonstrated by both CFS and
EquiNox2 methods that NDS27 could strongly bind to Nox2 and prevents its assembly. We
also showed that the excipient of NDS27, HPBCD, not only solubilised and transported
curcumin, but also indirectly enhanced its action on both PKC and Nox2 activities. The
modulatory effect of NDS27 on the Nox2 activation pathway of neutrophils may open
potential therapeutic solutions for the treatment of pathologies with excessive inflammatory

reactions.
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Introduction

Introduction

Avant propos

Chez le cheval comme chez I’'homme, la réponse inflammatoire implique une réponse
oxydante du neutrophile appelée flambée respiratoire. Elle est déclenchée par la NADPH
oxydase, une enzyme clé qui permet de former l'anion superoxyde, la premiéere espece
activée de I'oxygene ("Reactive Oxygen Species" ou ROS) d’ou dérivent principalement les
autres ROS. Les ROS sont formées via |'action de deux autres enzymes : la myéloperoxydase
(MPO) et la NO synthase. Ces espéces produites sont nécessaires pour la dégradation des
agents pathogenes, mais lors d'une inflammation excessive, qui accompagne de nombreuses
pathologies chez le cheval ou chez I'homme, leur libération importante dans le milieu
extracellulaire peut étre responsable de dommages aux cellules voisines en causant des
oxydations au niveau des lipides, protéines, hydrates de carbone et acides nucléiques. Il
existe donc un réel intérét de comprendre ce processus inflammatoire afin de |'anticiper
mais aussi de le controler de maniere thérapeutique en modulant notamment les enzymes

qui le régissent [1-4].
Le polymorphonucléaire neutrophile (PMN)

Généralités et structure
Les polymorphonucléaires neutrophiles (ou plus simplement neutrophiles) doivent leur nom
a la forme plurilobée de leur noyau. Ce sont les cellules les plus représentées de la lignée

blanche et qui constituent entre 40 et 75 % des cellules du sang circulant.

lIs représentent une ligne de défense indispensable contre les maladies bactériennes et
fongiques et possedent de nombreuses granulations cytoplasmiques contenant différents
puissants agents antimicrobiens. Ces granulations sont de quatre types : les granulations
primaires ou azurophiles, secondaires ou spécifiques, tertiaires ou a gélatinase et les

vésicules sécrétoires [5-9].

Les granulations primaires ou azurophiles contiennent plusieurs enzymes comme la
cathepsine G, la myéloperoxydase, la NO synthase ou I'élastase ainsi que les défensines et

du lysozyme. La cathepsine G et I'élastase sont deux enzymes a sérine active qui catalysent
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respectivement I'hydrolyse des liaisons peptidiques au niveau d'acides aminés volumineux et
d'acides aminés neutres. Les défensines sont des peptides cationiques riches en cystéines
qui s'intercalent dans les membranes des microorganismes et y créent des pores. Le

lysozyme est une hydrolase acide qui clive les glycosaminoglycanes de la paroi bactérienne.

Les granulations secondaires ou spécifiques sont plus nombreuses et plus petites que les
granulations primaires, sont riches en substances antimicrobiennes et contiennent les sous-
unités membranaires de la NADPH oxydase, du lysozyme, de la trans-cobalamine 1 et des
protéines membranaires. La trans-cobalamine 1 est un transporteur de la vitamine B12

ayant un réle important dans la synthése des acides nucléiques.

Les granulations tertiaires ou a gélatinase contiennent principalement des enzymes

permettant de dégrader le collagene et la matrice extracellulaire comme la gélatinase.

Les granulations sécrétoires permettent le stockage des récepteurs membranaires

intervenant dans la migration des PMNs vers le site de l'inflammation.

Migration et mécanismes de défense
Les neutrophiles se trouvent a I'état latent dans la circulation sanguine, ou leur durée de vie
est de 6 a 12h. Lors d'une infection ou d'une inflammation, des médiateurs pro-
inflammatoires ("Tumor necrosis factor alpha" ou TNFa, lipopolysaccharide ou LPS,...)
induisent un état de pré-activation ou "priming" des neutrophiles. Ces facteurs favorisent un
changement de I'endothélium vasculaire et permettent la fusion des granules sécrétoires
avec la membrane du neutrophile, avec pour résultat |I'expression de protéines d'adhérence
a sa surface. Les PMNs seront alors capables de traverser I'endothélium par diapédése pour
arriver dans les tissus infectés ou leur durée de vie augmente (2 a 3 jours) [10, 11]. La
migration des neutrophiles a travers les tissus se fait en suivant un gradient de facteurs
chimiotactiques comme le dérivé C5a du complément, les formyl-peptides produits par les
bactéries dégradées comme le N-formyl-méthionine-leucine-phénylalanine (fMLP),
I'interleukine 8 (IL-8), le facteur d'activation plaquettaire (PAF) ou le leukotriéne B4 (LTB4).
L'exposition des neutrophiles a ce second stimulus induit leur activation (Figure 1). Une fois
arrivés au site infecté, ils reconnaissent le pathogéne via des motifs de surface, spécifiques,
conservés au cours de I'évolution et retrouvés chez une grande variété de microbes. Ces

motifs sont reconnus par des récepteurs comme les récepteurs de type Toll ("Toll-like
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Receptor" ou TLR); les récepteurs Fcy (récepteur a tyrosine kinase), reconnaissant les
particules recouvertes d'immunoglobulines G (IgG); et les récepteurs des protéines du
complément [10, 12]. Ces agents infectieux sont ensuite phagocytés, c'est-a-dire inclus dans
une vacuole formée par la membrane du neutrophile, appelée phagosome. La dégradation
du pathogéne phagocyté se fait via des mécanismes dépendants et indépendants de
I'oxygene. La fusion des granules avec le phagosome pour former le phagolysosome permet
la libération des protéases, des peptides antibactériens et des ROS dans la vacuole menant a
la dégradation des microorganismes. Cette production de ROS par les neutrophiles, appelée
flambée respiratoire, fait intervenir la NADPH oxydase, la myéloperoxydase et la NO
synthase, trois enzymes présentes dans leurs granules. Les PMNs peuvent également libérer
le contenu de leurs granules a I'extérieur de la cellule. Ce phénomeéne a lieu lorsque les
récepteurs présents a leur surface se lient a des substances provenant de tissus

endommagés, de processus inflammatoires ou de bactéries [13].

Endothelium

TNFa Cbha
GM-CSF PAF
IL-8 fMLP
LPS Bacteria

0, o0,
V
“Ros-
Tissue >’f"'.”;'\."\ﬁ
Resting === -=> Priming ===> Activation ===> Inactivation

Figure 1. Représentation schématique des états d'activation du neutrophile. Les neutrophiles
circulants se trouvent dans un état dormant ("resting state"). Lors d'une infection ou
inflammation, des médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL-8, GM-CSF,...), induisent un
changement de I'endothélium vasculaire qui permet aux neutrophiles de le traverser par
diapédése. Au niveau du site inflammatoire, les neutrophiles pré-activés ("priming state") sont
activés par le pathogene ou par d'autres agents (C5a, PAF,...). L'activation des neutrophiles induit
la libération de ses peptides antibactériens, protéases et ROS qui contribuent a la destruction de
I'élément pathogéne. L'inactivation des neutrophiles permet de limiter le site de l'inflammation
[14].
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En plus de leur activité de phagocytose, les neutrophiles ont la capacité de former des pieges
extracellulaires ("Neutrophil Extracellular Traps" ou NET), une sorte de filet en trois
dimensions formé du contenu nucléaire des neutrophiles (Figure 2). lls piegent les
pathogenes, empéchent leur dispersion et les détruisent en les exposant aux agents
antimicrobiens contenus dans leurs granules mais aussi grace a I'action des histones qui sont
de puissant agents antimicrobiens [15]. Les NETs sont formés par la fragmentation de
I'enveloppe nucléaire, la décondensation de la chromatine et la libération des enzymes
granulaires qui vont adhérer a la chromatine décondensée. La rupture de la membrane
plasmique permet la libération des NETs. L'oxygene singulet (voir chap. L'Oxygéne p.27) et
plus généralement les ROS jouent un rble central dans la cascade de signalisation
permettant la formation des NETs. Les neutrophiles de personnes déficientes en NADPH
oxydase et en myéloperoxydase sont d'ailleurs incapables d'en former. L'évolution a
cependant permis a certains microorganismes de se défendre contre ce mécanisme via la
production de désoxyribonucléase (DNase), comme c'est le cas pour certains streptocoques

[10, 15, 16].

Figure 2. Les pieges extracellulaires des neutrophiles (NETs) représentent un mécanisme de
défense par lequel ces cellules capturent et détruisent les pathogenes [17].

26



Introduction

L'Oxygene

Généralités
L'oxygene est une source abondante d'énergie qui intervient dans de nombreuses réactions
biochimiques mais c'est aussi un puissant agent oxydant qui peut causer des dommages
cellulaires (protéines, acide désoxyribonucléique ou ADN, lipides,...). L'oxygéne moléculaire
est inerte car il se trouve a I'état triplet (il posséde deux électrons célibataires sur sa couche
de valence) et, selon la régle de restriction des spins, il ne peut pas réagir avec la plupart des
molécules organiques qui se trouvent a I'état singulet. Sa réactivité augmente lorsqu'il est
transformé en especes activées de I'oxygene [18]. Les ROS peuvent étre radicalaires comme
I'anion superoxyde (0,%) et le radical hydroxyle (OH®) ou non radicalaires comme le
peroxyde d'hydrogéne (H,0,) ou I'oxygéne singulet (*O,). Elles sont formées a partir de
I'oxygene soit par un transfert d'énergie ou par un transfert d'électrons (Figure 3). La
production de ROS dans l'organisme est généralement un produit secondaire ou
intermédiaire de l'activité de certaines enzymes (peroxysome, cytochrome p450, enzymes
mitochondriales,...), mais il existe des enzymes dont la fonction principale est la production
de ces especes : la myéloperoxydase, la NO synthase et la NADPH oxydase. Parmi ces

enzymes, la NADPH oxydase phagocytaire a été la premiere a étre identifiée [19].

Oxygéne Peroxyde
moléculaire d’hydrogéne Eau
E +e +e (+2H* e [ + e (+H*
10, [< 30, > | 0, (+2} )H202 > | OH®*|(+OH") (+H) H,0
Oxygéne Anion Radical hydroxyle
singulet superoxyde

Espéce non radicalaire | | Espéce radicalaire

Figure 3. Génération de différentes ROS a partir d'oxygéne moléculaire suite a un transfert
d'énergie ou un transfert successif d'électrons. E : énergie; e : électron. Adapté de Apel et al.
(2004) [20].

Role physiologique des ROS
Les ROS ont un réle important dans la défense immunitaire innée mais aussi en tant que
messager dans différentes voies de signalisation cellulaire (croissance, survie, apoptose,
sénescence, prolifération et différenciation des cellules). Dans la défense immunitaire, les
ROS peuvent avoir un réle microbicide direct en oxydant les protéines, I'ADN et les lipides

des microorganismes. Cette activité est aujourd'hui assez controversée car des souris
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déficientes en protéases mais capables de produire des ROS présentent le méme type
d'infections récurrentes que les personnes déficientes en NADPH oxydase [21]. Il existe un
concept alternatif : la production de ROS ne serait pas cruciale pour la destruction des
microorganismes, mais c'est le changement de pH et la concentration en ions qui découlent
de I'activité de la NADPH oxydase qui importerait. En effet, I'activation de la NADPH oxydase
produit des 0,* qui consomment les protons du phagosome pour former du H,0, et
entrainent l'alcalinisation du pH qui favorise I'activation des protéases. Le transport des
électrons a travers la membrane nécessite un équilibrage des charges via des canaux a H*
mais aussi des canaux a K* (voir chap. Transfert des électrons p.41) qui peuvent contribuer a
la destruction des pathogénes via un changement de concentration ionique et de pH

permettant la libération des protéases telles que I'élastase et la cathepsine G [11, 19, 21].

Réactivité des ROS
La premiére espéce formée lors de la flambée respiratoire est I'anion superoxyde (0,*). Il est
peu réactif et chargé, ce qui I'empéche de traverser la membrane, méme si certains auteurs
rapportent l|'exocytose de 1'0,* [22]. Il exerce son activité principalement dans le
phagosome. Sa réactivité pourrait étre augmentée dans des milieux non polaires et a pH
faible par la formation d'un dérivé protoné HO,® qui peut jouer un rdle direct dans la
destruction des microorganismes [19]. De plus, I'0,* est rapidement transformé en H,0,,
spontanément, ou catalysé par la superoxyde dismutase (SOD). L'H,0, est relativement
stable, il peut diffuser a travers la membrane et possede un pouvoir bactéricide. Il peut aussi
étre utilisé par des peroxydases comme la myéloperoxydase pour former des espéces
oxydantes puissantes (ex. I'acide hypochloreux, HOCI) capables de détruire des bactéries et
d'inactiver leurs facteurs de virulence. Mais ce n'est pas le seul mécanisme de défense car la
plupart des personnes déficientes en myéloperoxydase ne présentent pas de signe
d'infection récurrente. L'O,* peut rapidement réagir avec le NO®, formé par la NO synthase,
pour produire le peroxynitrite (ONOQ'), puissant oxydant capable de fragmenter I'ADN et
d'oxyder les lipides et les protéines. L'agent oxydant le plus puissant identifié a ce jour est le
radical hydroxyle formé lors de la réaction de Fenton en présence obligatoire de métaux de
transition (Fe?") complexés par un ligand activateur (Equation 1). Le Fe* complexé pourrait
étre ramené ensuite au stade Fe®' par I'anion superoxyde (Equation 2), 'ensemble des deux

réactions constituant le bilan ou le cycle d’Haber-Weiss. Mais la production du OH® in vivo
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par la réaction de Fenton est largement contestée car le fer se trouve généralement
complexé a des protéines qui I'empéchent de participer au réactions d'oxydoréduction [19,
23, 24]. Par contre, in vivo, le radical OH® peut provenir de la décomposition du peroxynitrite
instable (Equation 3). Le OH® a une trés courte durée de vie et réagit prés de son site de
production. L''0, et le OH® sont des produits mineurs de la flambée respiratoire. Ils sont
produits via l'activité de la myéloperoxydase, lorsqu'il y a réaction entre I'H,0, et HOCI, et

sont responsables de la peroxydation lipidique [18, 19, 23, 25].
L-Fe*" + H,0, > L-Fe** + OH® + OH’

Equation 1. Réaction de Fenton. L : ligand activateur [24].

L-Fe** +0,° > L-Fe*" +0,

Equation 2. Régénération du Fe*'. L : ligand activateur [24].

ONOOH = OH® +NO,*

Equation 3. Décomposition du peroxynitrite pour former le radical hydroxyle [26].
Systemes de protection contre les ROS

Malgré le role important des ROS dans la défense immunitaire, elles peuvent avoir un effet
néfaste lorsque leur production devient incontrélée et que ces espéces sont libérées en
concentration excessive dans le milieu extracellulaire. Les ROS sont alors responsables de
dommages cellulaires et tissulaires entrainant une réponse inflammatoire aiglie ou
chronique qui accompagne de nombreuses pathologies chez le cheval et I'homme [1, 27]. |l
existe donc des systémes de protection, enzymatiques ou non, permettant de limiter la

concentration en ROS et leur effets.

Parmi les systémes de protection enzymatiques, citons la SOD , la catalase et la glutathion
peroxydase. Il existe plusieurs types de SOD : la SOD cytosolique et extracellulaire avec du
cuivre ou du zinc au centre actif et la SOD mitochondriale avec un centre actif comprenant
du manganése. Les SOD catalysent la dismutation de 1'0,* en H,0,, la catalase permet la
réduction de I'H,0;, en H,0 et la glutathion peroxydase catalyse la réduction de H,0, couplée

a l'oxydation du glutathion réduit [28].

Il y a également des molécules anti-oxydantes qui protégent |'organisme en réagissant

directement, molécule a molécule, avec les ROS produites. C'est ce qu'on appelle un effet
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stoechiométrique ou "scavenger". Ces molécules stabilisent les especes radicalaires en les
réduisant et en se transformant elles-mémes en radical plus stable, en général grace a leur
structure comprenant des doubles liaisons conjuguées qui permettent une délocalisation
électronique. Les molécules anti-oxydantes peuvent également avoir un effet anti-
catalytique, c'est-a-dire interférer avec les enzymes productrices de ROS ou avec la cascade
de signalisation impliquée dans leur production [29]. Certaines de ces molécules sont
produites par l'organisme, c'est le cas de l'acide urique ou du glutathion réduit, mais la
plupart des antioxydants sont amenés par |'alimentation. Ce sont des molécules comme I'a-
tocophérol (vitamine E), le B-caroténe, l'acide ascorbique (vitamine C), la quercétine, la
curcumine,... [25, 30, 31] Ces molécules agissent généralement en tant que "scavenger",

mais elles sont de plus en plus étudiées pour leurs capacités anti-catalytiques.
La NADPH oxydase phagocytaire

Généralités
La production d'espéces oxydantes par les neutrophiles résulte de I'activation d'une enzyme
multi-protéique, la NADPH oxydase (NADPH pour Nicotinamide Adénine Dinucléotide
Phosphate réduit), qui catalyse la formation de I'anion superoxyde (0,*). La NADPH oxydase
a tout d'abord été étudiée et caractérisée dans les neutrophiles et les autres cellules
phagocytaires, mais des enzymes similaires ont été découvertes dans d'autres types
cellulaires, d'origine leucocytaire ou non, formant la famille des NADPH oxydase ou des Nox
[11]. Le role important de la NADPH oxydase phagocytaire ou Nox2' dans la défense
immunitaire innée est démontré chez les personnes souffrant de granulomatose septique
chronique ("Chronic granulomatous disease" ou CGD). Ces personnes sont prédisposées a
des infections bactériennes et fongiques récurrentes car leurs neutrophiles sont incapables
de détruire les éléments pathogénes phagocytés (voir chap. La granulomatose septique

chronique (CGD) p37).

L'enzyme est constituée de deux protéines membranaires, Gp91phox et p22phox (phox pour
phagocyte oxydase), formant le flavocytochrome bssg et de sous-unités cytosoliques

(p40phox, p47phox, p67phox et Rac). Au repos, les sous-unités sont distribuées entre la

! Correspond a la NADPH oxydase phagocytaire mais aussi a sa sous-unité membranaire
Gp91phox.
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membrane et le cytosol (Figure 4A). La stimulation des neutrophiles, induit la translocation
des sous-unités cytosoliques vers le complexe membranaire pour former |I'enzyme active et
permettre le transfert des électrons du NADPH (provenant du "shunt" des hexoses mono-
phosphate) vers I'accepteur final O, pour former I'0,*". Cette translocation implique un réle
important du cytosquelette et nécessite un changement de conformation de certaines sous-

unités et la formation de liaisons inter-protéiques et protéines-lipides (Figure 4B) [18, 32].
Les sous-unités membranaires

Flavocytochrome bssg
La partie membranaire de I'enzyme est le (flavo)cytochrome b, aussi appelé
(flavo)cytochrome bssg/sse correspondant a son maximum d'absorption situé entre 558-559
nm ou, plus rarement, cytochrome b_,4s d(i @ son potentiel de réduction moyen a -245 mV.
C'est un hétérodimere constitué d'une glycoprotéine de masse moléculaire apparente
comprise entre 70 et 90 kDa (Gp91phox ou Nox2) et d'une protéine non glycosylée de 22
kDa (p22phox). La sous-unité Gp91phox, dont le géne CYBB est présent sur le chromosome
X, est le coeur catalytique de I'enzyme. Elle comprend six hélices transmembranaires, un
domaine de fixation au NADPH et au FAD (Flavine adénine dinucléotide) dans sa partie C-
terminale et quatre histidines conservées impliquées dans la fixation de deux hémes situés
entre les hélices Il et V (Figure 5). Les hemes ne sont pas identiques et présentent des
potentiels d'oxydoréduction de -225 et -265 mV [22]. La Gp91phox est instable en I'absence
de la protéine membranaire p22phox. Les personnes déficientes en p22phox n'ont d'ailleurs
pas de Gp91lphox détectable [19]. La p22phox est une protéine formée de deux domaines
transmembranaires associée a la Gp91phox dans un rapport 1 : 1. Elle n'est stable que sous
forme d'hétérodimére (Gp9lphox-p22phox), les monomeéres étant dégradés par le
protéasome. En plus de son réle important dans la stabilisation de la Gp91phox, elle permet
la fixation des protéines organisatrices cytosoliques grace a un domaine riche en proline
dans sa région C-terminale capable d'interagir avec les domaines SH3 de p47phox (Figure 4)

[11, 19].
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Inactive flavocytochrome by, heterodimer
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Auto-inhibitory state
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Phosphorylated p47phox and full bled NADPH oxid pl

(1-5)- Crystal structures of molecular interactions between subunits determined by NMR and X-ray

Figure 4. Représentation schématique des sous-unités cytosoliques et membranaires de la NADPH
oxydase phagocytaire et des principales interactions moléculaires du complexe lorsqu'il est inactif
(A) et lorsqu'il est activé (B). PRR : domaine riche en proline; SH3 : "src Homolgy 3 domain"; AIR :
région auto-inhibitrice; TPR: répétitions tétratricopeptide; AD: domaine d'activation; PX: domaine
"phox homology"; PtdinsP3 : Phosphatidylinositol triphosphate; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase;
GTP: guanosine triphosphate; GDP: guanosine diphosphate. Adapté de Selemidis et al. (2008). [18]
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Figure 5. Suggestion de structure de la partie catalytique de la NADPH oxydase. Tous les membres
de la famille des Nox présentent six hélices transmembranaires. Les domaines Ill et V comprennent
chacun deux histidines impliquées dans la liaison de deux hémes. La partie C-terminale contient
des domaines de fixation au FAD et au NADPH [19].

Rapla
Rap1A (aussi appelée Krevl) est une protéine G de 22 kDa faisant partie de la famille des
protéines Ras et retrouvée abondamment dans les PMNs. C'est la premiere GTPase associée
avec le flavocytochrome bssg de la NADPH oxydase phagocytaire (stoechiométrie 1 : 1) a
avoir été identifiée [19]. Elle se lierait avec I'extrémité C-terminale du flavocytochrome bssg.
Cette interaction est inhibée par la phosphorylation de Rap1A par la protéine kinase A (PKA)
et Rapla est activée via des médiateurs comme la phospholipase C (PLC). Son réle dans la
régulation de la NADPH oxydase est controversé selon les recherches montrant que sa
déplétion induirait ou non une diminution l'activité de I'enzyme [33]. Elle pourrait également
étre impliquée dans l'activation avec la protéine kinase C (PKC) (voir chap. Activité de la

NADPH oxydase p.38) [22].
Les sous-unités cytosoliques

p47 phox
La protéine basique p47phox (44,7 kDa) comprend de nombreux sites potentiels de
phosphorylation, deux domaines "src Homology 3" (SH3) en tandem qui se lient a la partie C-
terminale de la p22phox, un domaine riche en proline (PRR) permettant la liaison aux

domaines SH3 de p67phox, une région auto-inhibitrice ("auto-inhibitory region" ou AIR) qui
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empéche l'interaction de p47phox avec la membrane avant sa phosphorylation et un
domaine "phox homology" (PX) qui joue un réle dans la liaison aux phosphoinositides
membranaires (Figure 6 et Figure 4). Le domaine PX comprend deux sites basiques qui se
lient spécifiquement au phosphatidylinositol 3,4-diphosphate (PI3,4P2) et au
phosphatidylinositol 4-phosphate (P14P), respectivement. Il est possible que des enzymes
comme la phosphatidylinositol 3-kinase et la phospholipase D régulent I'activation de la
NADPH oxydase en modifiant la membrane pour créer une plateforme adéquate pour la
translocation des sous-unités cytosoliques. On suggére également que le domaine PRR de
p47phox se lierait au domaine SH3 de p40phox (et non p67phox) lorsque les neutrophiles ne
sont pas activés et que la stimulation des PMNs libérerait la p40phox, permettant au

domaine PRR de s'associer avec le domaine SH3 de p67phox (Figure 4) [34, 35].

La protéine p47phox joue un réle important en tant qu'organisateur. Dans les neutrophiles
non stimulés, cette protéine se trouve sous forme libre ou sous forme de trimere avec les
protéines p40phox et p67phox (stcechiométrie 1 : 1 : 1). La p47phox inactive forme deux
liaisons intramoléculaires entre la région PXXP du domaine PX et son domaine SH3 situé en
C-terminal ainsi qu'entre la région auto-inhibitrice et le deuxieme domaine SH3 (Figure 6)
[18]. Cette liaison intramoléculaire masque les domaines PX et SH3 et empéche ainsi
I'interaction de p47phox avec les phosphoinositides membranaires et p22phox. Lors de
I'activation des neutrophiles, la protéine p47phox est phosphorylée au niveau de sérines
dans sa région polybasique, induisant une rupture de la liaison intramoléculaire et un
changement conformationnel de la protéine, permettant I'activation de la NADPH oxydase.
La protéine kinase C joue un role majeur dans la phosphorylation de p47phox mais d'autres
kinases sont impliquées dans ce processus (PAK, Erk 1/2, p38, Akt,...). Suite au changement
de conformation de p47phox, le trimere entier ou p47phox seule migre vers la membrane.
C'est la premiére sous-unité a interagir avec le flavocytochrome bssg pendant I'activation des
neutrophiles et sa fixation au cytochrome est nécessaire pour la translocation de p40phox et
p67phox. Elle aurait également un réle régulateur et faciliterait le transfert des électrons du
FAD vers I'neme mais cela reste controversé [11, 19, 34]. La phosphorylation de certains
résidus spécifiques de p47phox aurait également un role dans la désactivation de la NADPH

oxydase [32].
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Figure 6. Modeéle protéique de p47phox dans ses configurations activée et non activée. Les étoiles
représentent les phosphorylations au niveau de la région AIR. PX : "phox homology " ; SH3 : "src
homology 3 domain"; PRR: "proline rich region"; PXXP : domaine interne de la région PX
interagissant avec les régions SH3 de p47phox [34].

p67phox
La protéine p67phox est une sous-unité de 59,8 kDa. Son association au flavocytochrome
bssg est essentielle a l'activité de la NADPH oxydase. Elle comprend deux domaines SH3, un
domaine PB1, un domaine riche en proline (PRR), un domaine d'activation (AD) et quatre
répétitions tétratricopeptides (TPR) (Figure 7). Les répétitions TPR sont constituées d'une
séquence de 34 acides aminés répétée entre 4 a 16 fois, présente dans une large variété de
protéines (depuis la bactérie jusqu'a I'hnomme), intervenant dans les interactions protéines-
protéines et dans I'assemblage des sous-unités d'enzymes multi-protéiques [34]. Les quatre
domaines TPR sont impliqués dans la liaison a Rac avec une stoechiométrie 1 : 1 (Figure 4).
Ces domaines constitueraient également un site de fixation au NADPH : il y aurait un site de
faible affinité sur la Gp91phox et un site de plus haute affinité sur la p67phox [36]. Le
domaine PB1 se lie par liaison électrostatique au domaine PC de p40 phox (Figure 4) et le
domaine d'activation est un élément critique pour la régulation du transfert d'électrons et

plus précisément pour le transfert du NADPH vers le FAD [33, 34].

Lors de la stimulation des neutrophiles, la translocation de p67phox au niveau de la
membrane et la liaison entre le domaine d'activation et la Gp9lphox provoque un
changement de conformation du flavocytochrome bssg, induisant un flux d'électrons a

travers le complexe [18]. Cette translocation se fait de facon continue c'est-a-dire avec un
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échange permanant de p67phox et Rac2 avec leurs homologues situés dans le cytoplasme,
ce qui maintient la flambée respiratoire [19]. La protéine p67phox est également un facteur
limitant car elle est deux a trois fois moins concentrée par rapport a p47phox [36]. La
phosphorylation de p67phox a lieu in vivo et in vitro (voie dépendante ou non de la PKC)
mais l'implication de cette phosphorylation au niveau de |'assemblage ou de I'activité de

I'enzyme reste inconnu [19, 34].

p57phox Proline-_tic h

Activation
Domain

Figure 7. Modele protéique de p67phox. TPR : répétitions tétratricopeptide ; SH3 : "src homology
domain 3" ; PB1 : "Phox and Bem 1" [11].

p40phox
Le gene de p40phox code pour une protéine non glycosylée de 40 kDa qui est phosphorylée
durant l'activation de l'enzyme. Elle comprend un domaine SH3, un domaine PX et un
domaine PC ("Phox and Cdc") (Figure 8). Le domaine PC est un nouveau domaine
d'interaction protéique identifié chez p40phox et Cdc24p (facteur d'échange de nucléotides
guanyliques chez la levure). La protéine p40phox, stable uniquement lorsqu'elle est liée a
p67phox via son domaine PC (Figure 4), joue elle méme un role stabilisateur sur le trimere
formé par les protéines cytosoliques et intervient dans la régulation de |'activité de Nox2. La
translocation de p40phox vers la membrane est fortement liée a son domaine PX qui est
capable de se lier au phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P), un lipide abondant dans la
membrane du phagosome. Lorsque l'enzyme est inactive, une liaison intramoléculaire
empéche le domaine PX d'interagir avec la membrane (Figure 8). La région SH3 de p40phox
permettrait également la liaison a la protéine membranaire p22phox. Cependant, une
déficience en cette protéine n'est pas a l'origine de granulomatose septique chronique et
elle n'est pas non plus nécessaire en "cell-free system" (voir chap. Mesure de I'activité de la

NADPH oxydase en "Cell-free system" p43) [19, 34, 35].
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Figure 8. Modeéle protéique de p40phox. PX : "phox homology" ; SH3 : "src homology domain 3" ;
PC : "Phox and Cdc 1". Adapté de Sumimoto et al. (2005) [37].

Rac
La protéine Rac est une petite protéine G de la famille Rho qui comprend deux régions
importantes appelées switch | et switch Il et dont la configuration varie selon le nucléotide
lié a Rac [7, 18]. Chez les mammiferes, il existe trois homologues de Rac que I'on retrouve
dans différents types cellulaires. Rac 1 est exprimée par tous les types cellulaires, Rac 2 est
principalement exprimée dans les cellules myéloides dont les neutrophiles et Rac 3 dans le
systeme nerveux central. Rac n'est pas une sous-unité de la NADPH oxydase a proprement
parler car elle régule d'autres fonctions cellulaires et principalement au niveau du

cytosquelette.

Dans les neutrophiles au repos, Rac est liée a un inhibiteur : le Rho "guanosine diphosphate
dissociation inhibitor" (RhoGDI) via sa région switch Il. Lors de I'activation, Rac se dissocie de
RhoGDI, ce qui lui permet de se fixer a une molécule de GTP et de transloquer vers la
membrane indépendamment des autres sous-unités cytosoliques (Figure 4) [19]. L'ancrage
de Rac au niveau de la membrane se fait grace a sa prénylation (ajout d'un groupement
géranyl-géranyl) en C-terminal. La translocation de Rac au niveau de la membrane, se faisant
moins bien chez les personnes déficientes en flavocytochrome bssg, suggére qu'il existe
également une interaction directe entre Rac et le cytochrome. Elle interagit également avec
les domaines TPR de p67phox (Figure 4). Rac a des fonctions similaires a p47phox, elle joue
un role d'adaptateur permettant les interactions entre la partie catalytique de I'enzyme et
I'élément régulateur p67phox. Suite a sa liaison avec Rac, il y a une modification de la

conformation du domaine d'activation de p67phox, ce qui le rend fonctionnel [18, 34].

La granulomatose septique chronique (CGD)
La granulomatose septique chronique est un syndrome d'immunodéficience grave causant
une diminution de la capacité bactéricide des PMNs sans affecter leur fonction de
chimiotactisme, phagocytose et dégranulation. Elle est due a une mutation dans un des
génes codant pour cing des sous-unités de la NADPH oxydase phagocytaire (Gp91phox,
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p22phox, p47phox, p67phox ou Rac2), provoquant une diminution voire la suppression de
I'activité de I'enzyme. Plus de deux tiers des cas sont dus a une mutation récessive au niveau
du chromosome X affectant le gene CYBB qui code pour la Gp91phox. Le reste des cas est di
a des mutations récessives autosomales et, jusqu'a présent, il n'y a eu aucun cas de CGD d{

a une mutation au niveau du géne codant pour p40phox [34, 38].

Cette pathologie se caractérise par des infections bactériennes et fongiques récurrentes
séveres au niveau des tissus superficiels (peau et ganglions) et profonds (poumons, foie,
intestins, os). Cette maladie doit son nom a la formation de granulomes inflammatoires
formés par une accumulation de PMNs incapables de dégrader les microorganismes
phagocytés. La signalisation cellulaire ROS-dépendante au niveau des neutrophiles et
I'activation de I'apoptose des cellules inflammatoires (ex. via I'inactivation des médiateurs
inflammatoires par les ROS) sont également inhibées et la réponse inflammatoire est
prolongée [19]. Cependant, malgré I'absence d'activité de la NADPH oxydase, certains
pathogenes peuvent étre détruits par l'activité de la myéloperoxydase qui utilise comme

substrat I'H,0, produit par ces microorganismes [7, 11, 39].
Activité de la NADPH oxydase

Activation de la NADPH oxydase
L'activation de la Nox2 peut se faire via différentes voies de signalisation par l'intermédiaire
de récepteurs tyrosine kinase (ex. récepteurs Fc), de récepteurs aux facteurs de croissance
ou de récepteurs couplés aux protéines G qui reconnaissent des activateurs comme le fMLP

[40].

Les enzymes de la famille des protéines kinase C (PKC) jouent un role important dans la
cascade d'activation de la NADPH oxydase. Les neutrophiles expriment les isotypes a, B et 6
qui sont tous capables de phosphoryler p47phox et d'induire l'activation de Nox2. La
stimulation des récepteurs spécifiques méne a la phosphorylation des PKCs qui migrent vers
la membrane [12]. Leur activité nécessite une liaison avec le ca® (sauf la PKCS) et le
diacylglycérol (DAG), libéré par I'action des phospholipases ou phosphodiestérases, via leur
domaines C1 et C2 respectivement (Figure 9) [12, 41]. L'activation des PKC peut aussi se faire
indépendamment des récepteurs par le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA), un stimulus

non physiologique qui induit une production intense d'0,° [33].
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Subgroup Isoform Regulatory domain Catalytic domain
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Figure 9. Représentation des protéines de la famille des PKC subdivisée en trois sous-familles : les
PKC conventionnelles (cPKC), les nouvelles PKC (nPKC) et les PKC atypiques (aPKC). Les cPKC sont
activées par le calcium, le diacylglycérol ou les esters de phorbol. Les nPKC répondent au DAG mais
sont insensibles au calcium et les aPKC ne requiérent ni DAG ni calcium [12].

Une autre voie d'activation de la NADPH oxydase est celle de I'acide arachidonique (AA) et
d'autres acides gras insaturés. L'activation de la phospholipase A2 cytosolique permet la
libération d'AA quel que soit l'agoniste employé (fMLP, zymosan opsonisé2 ou OpzZ,..))
(Figure 10) [7, 33]. L'AA participe a l'activation de diverses molécules de signalisation
impliquées dans l'activation de la NADPH oxydase comme les PKCs. Il agit également de
facon synergique avec la PKC en modifiant la conformation de p47phox afin de permettre
son association avec le flavocytochrome bssg. L'action de I'AA favorise d'ailleurs une
meilleure interaction entre p47phox et p22phox par rapport a la PKC seule [42]. L'AA agit
aussi sur le fer du cytochrome en modifiant son état hexa-coordonné pour un état penta-
coordonné, lui permettant de réagir avec I'O, (voir chap. Transfert des électrons p.41) [22] et

augmente |'affinité du flavocytochrome bssg pour le NADPH [43].

Le flavocytochrome bssg des PMNs quiescents est principalement situé dans la membrane
des granules et environ 10 a 20 % sont présents dans la membrane plasmique [22].
L'activation de Nox2 induit la fusion des granules avec la membrane plasmique et avec la
membrane du phagosome permettant la libération d'0,* dans le milieu extracellulaire et a
I'intérieur du phagosome. La Nox2 peut également étre activée dans les granules, sans
fusion avec la membrane, menant alors a une production intracellulaire de ROS qui joue un
role important pour la signalisation cellulaire [19]. L'activation est régulée a deux niveaux.

Il y a premierement une régulation spatiale consistant en la translocation de p47phox et

2 Extrait de la levure Saccharomyces cerevisiae et recouvert de sérum pour favoriser sa
phagocytose par les neutrophiles.
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p67phox vers la membrane et une régulation temporelle caractérisée par une perte au cours
du temps de p47phox et p67phox d{ a la dégradation et/ou la dissociation de ces protéines.
Par contre, chez les personnes déficientes en MPO, on observe une prolongation de la

flambée respiratoire [34].

PMA
Acide

arachidonique

Figure 10. La stimulation des neutrophiles avec un stimulus S (fMLP, OpZ,...) méne a I'activation
d'un récepteur R qui peut activer la NADPH oxydase via différentes voies. L'activation d'une
phosphatidylinositol kinase (Pl kinase) transforme le phosphatidylinositol en phosphatidylinositol
2- et 3-phosphate (PI2P, PI3P) qui sont clivés par la phospholipase C pour donner le diacylglycérol
(DAG). Le DAG active la PKC qui intervient dans la phosphorylation de p47phox, permettant
I'assemblage de la NADPH oxydase. Le PMA est un agent activateur indépendant des récepteurs
qui permet une activation directe de la PKC. L'activation de la phospholipase A2 (PLA2) permet la
libération de I'acide arachidonique (AA) qui a un effet direct sur I'activation de la NADPH oxydase.
Adapté de Brandes et al. (2005)[40].

Activation in vitro de la NADPH oxydase
Une large variété de stimuli activent directement ou indirectement la NADPH oxydase. Le
PMA et le fMLP sont souvent utilisés comme agents activateurs pour les études in vitro. Le
PMA est un stimulus indépendant des récepteurs qui entre dans les cellules et active

directement la PKC menant a I'activation de la NADPH oxydase (Figure 10).
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Cette voie d'activation est souvent utilisée pour obtenir une production intense de ROS par
les neutrophiles isolés. Parallelement, le PMA active les mécanismes de dégranulation du
neutrophile mais la MPO libérée suite a la stimulation des neutrophiles avec cet activateur

peut étre inhibée [3].

Le fMLP est un peptide synthétique qui mime |'effet de peptides membranaires d'origine
bactérienne. C'est un stimulus des récepteurs couplés aux protéines G et une substance
chimioattractante. La stimulation avec le fMLP requiert généralement un prétraitement des
cellules pour initier le processus de stimulation. Dans la plupart des études, I'agent utilisé est
la cytochalasine B (CB), une molécule agissant sur le cytosquelette qui permet de pré-activer

les neutrophiles avant le traitement au fMLP [3, 7, 44].

Transfert des électrons
Le transfert des électrons du NADPH vers I'oxygene moléculaire se fait en sept étapes
comme représenté sur la Figure 11. L'étape initiale est le transfert de deux électrons du
NADPH vers le FAD oxydé, aussi appelé activité de diaphorase. Comme dans beaucoup de
processus biologiques, le FAD permet de convertir un transfert simultané de deux électrons
en un transfert d'un seul électron a la fois. La seconde étape est le passage d'un électron du
FAD réduit (FADH,) vers I'héme interne formant une semiquinone dérivée du FAD (FAD®).
Les électrons sont ensuite transférés vers I'héme externe puis a I'oxygéne pour former I'0,°".
Les étapes 3 et 6 sur la Figure 11 sont défavorables au point de vue énergétique vu que le
potentiel oxydo-réducteur ou rédox de I'heme interne est plus élevé que celui de I'heme
externe. La fixation de I'oxygene au niveau de I'heme externe est ainsi nécessaire pour un
transfert rapide des électrons car |'absence d'un accepteur final provoquerait une

accumulation d'électrons au niveau de I'héme interne [19, 32].

L'activation de la chaine de transport d'électron nécessite un changement de conformation
du flavocytochrome bssg, permettant au NADPH d'atteindre le site actif et favorisant le
transfert des électrons. Cette modification conformationnelle nécessite la liaison entre les
protéines cytosoliques et le cytochrome et impligue un changement au niveau de la
membrane et des protéines elles-mémes. Les protéines cytosoliques (p67phox et p47phox)
jouent un role régulateur dans la fixation du NADPH sur son site de fixation et le transfert

des électrons du NADPH vers le FAD et du FAD vers I'heme interne. Le cytochrome existe
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sous trois états cinétiques : inactif, intermédiaire et actif. Dans I'état intermédiaire, les
électrons vont du NADPH vers le FAD mais pas vers les hémes ni I'oxygene. Le passage de
I'état intermédiaire vers I'état actif est lent et est dépendant d'un ou plusieurs facteurs : le
déplacement de résidus qui bloquent normalement |'activité de I'enzyme, le changement
dans l'orientation relative des centres rédox et le changement de I'état de spin des hemes.
Le passage d'un ou des hemes d'un état hexa-coordonné ou "low spin" a un état penta-
coordoné ou "high spin" permet la fixation directe de I'oxygéne avec I'heme et le

fonctionnement de I'enzyme.

FAD \f‘r I Cytochrome b f&ﬂ"\_ﬁr - Cytochromeb ‘7, 0;
__.Kf \ .;- \ / s I:_
.,.f" -EEEmI'":C 'lll\ 225mV 1e :| “265m\/ 1a _':I 160mV
/ _ A I
| A VAN
1/ /T Cytochrome b N Cytochrome b o4 ~ o,
NADPH - | y,

y -
5

-320mV | 2e FAD*
ya »

NADP 2 v Cytochrome b rEd-.\i/- Cytochrome b ‘4 v 0,
-304m"-;e;{_ -225mV 1-::;1:___. -265mV 19; 160mV
EADH 2""/: ~ Cytochrome b, 4N Cytochrome b re-d'-j N\ 0,
Inner heme Outer heme
Cytosol Phagosome

Figure 11. Processus du transfert d'électrons a travers le flavocytochrome bsss. Le transfert
d'électrons débute avec le NADPH pour arriver jusqu'a I'accepteur final, I'oxygéne, afin de former
I'anion superoxyde libéré dans le phagosome. "Inner heme" : héme interne; "outer heme" : héme
externe [32].

Le transfert des électrons a travers la membrane sans transfert de protons serait
responsable d'une dépolarisation de la membrane et il a été montré qu'une dépolarisation
de + 190 mV est responsable d'une inactivation compléte de I'enzyme [32]. La charge induite
par la translocation des électrons a travers la membrane est ainsi compensée a 95 % par un
flux de H*, passant au travers d'un canal membranaire, et n'entrainant pas de variation de
pH car ils sont utilisés par 1'0,*, pour former I'H,O,. L'identité du canal est assez
controversée : on suggere un canal traversant le cytochrome ou un canal "voltage-

dépendant" ne faisant pas partie de I'enzyme. La compensation de charge ne se fait pas
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uniquement avec des protons mais aussi a hauteur de 5 % avec des K* qui entrainent une

augmentation de pH (Figure 12) [22, 32].

Membrane
Plasma mambrane

4
andyfor |

g
4H — §

Cytoplasm

Figure 12. Représentation schématique des flux d'ions et de l'influence du pH sur le phagosome. Le
contenu des granules cytoplasmique est maintenu a un pH d'environ 5. La libération du contenu de
ces granules a l'intérieur du phagosome diminue le pH. La dismutation de I'anion superoxyde en
H,0, consomme des protons et augmente le pH. Le passage des électrons a travers la membrane
pour la production d'0," crée des charges qui sont compensées par le passage d'ions dont la
nature affecte le pH du phagosome. Le passage de H" empéche I'utilisation de ceux qui se trouvent
dans le phagosome et n'entraine pas de variation de pH alors le passage d'ions comme les K* a
tendance a faire augmenter le pH [32].

Mesure de I'activité de la NADPH oxydase en "Cell-free system"
Durant les années 80', plusieurs groupes ont découvert plus ou moins simultanément que
I'AA pouvait induire |'activation de la NADPH oxydase et la production 0,° dans des lysats
cellulaires de macrophages et de neutrophiles non activés. Dans ces études, les protéines
cytosoliques et membranaires des lysats cellulaires sont séparées par ultracentrifugation.
Ces protéines sont ensuite mélangées, en présence d'acide arachidonique ou d'un autre
acide gras insaturé a longue chaine, et la production d'0,* est mesurée via la réduction du
ferricytochrome C aprés |'ajout du cofacteur NADPH. Cette technique appelée "cell-free
system" a par la suite été utilisée par tous les groupes travaillant sur la NADPH oxydase afin
d'étudier le fonctionnement de l'enzyme, de disséquer ses différentes sous-unités et de
déterminer l'identité des éléments régulateurs. La technique a été modifiée en remplagant
I'AA par d'autre agents comme le sodium dodécyl sulfate (SDS), le lithium dodécyl sulfate

(LiDS) et plus tard par la PKC. Les agents amphiphiles peuvent jouer un réle direct dans le
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transfert des électrons soit en assistant les protéines cytosoliques dans le changement
conformationnel du flavocytochrome bssg, soit en changeant la configuration des hemes
permettant une interaction avec I'O,. L'ajout de Guanosine 5'-[y-thioltriphosphate (GTP-y-S),
un analogue non hydrolysable du GTP, a permis d'augmenter |'activité de la NADPH oxydase
dans la plupart des systemes et de démontrer la présence de protéines G dans le complexe
enzymatique (Rac et Rapla). Il a été montré que p40phox n'est pas indispensable en "cell-
free system". D'ailleurs, a forte concentration, son ajout inhibe l'activité de la NADPH
oxydase. L'évolution des "cell-free system" a continué avec le développement de systemes
purifiés ou semi-purifiés, grace aux avancées dans la purification des sous-unités de
I'enzyme, et de systémes recombinants, ou les protéines cytosoliques sont remplacées par

un mélange de protéines recombinantes [11, 32, 33, 45, 46].

Inhibiteurs de la NADPH oxydase
Il existe de nombreux inhibiteurs de la NADPH oxydase qui sont utilisés et décrits dans la
littérature mais la plupart d'entre eux manquent de spécificité ou leur mécanisme d'action
reste mal connu et ils sont peu utilisables en thérapie (voir chap. Modulation de la NADPH
oxydase p.55) [29, 47]. Dans ce travail, deux inhibiteurs on été utilisés pour la validation des
techniques de mesure de l'activité de la NADPH oxydase équine : le diphényléne iodonium

(DPI) et le Gp91ds-tat.

Le diphénylene iodonium (DPI)
Le diphényléne iodonium ou DPI est un inhibiteur des flavoenzymes : il agit sur la NADPH
oxydase en se fixant au flavocytochrome bssg, sur un site différent du NADPH, et extrait les
électrons de la chaine de transport pour former un radical dérivé du DPI. La fixation du DPI
nécessite I'activation et le changement conformationnel de I'enzyme [48]. C'est un inhibiteur
qui n'est pas spécifique de la NADPH oxydase et qui peut agir sur différentes chaines de
transport d'électrons comme celle de la NO synthase, de la xanthine oxydase ou du
complexe | mitochondrial [19, 43]. Il est toxique in vivo et peut provoquer une myopathie
mitochondriale caractérisée par une suppression de la phosphorylation oxydative. Il peut
aussi avoir un effet sur des enzymes et protéines ne contenant pas de FAD mais
dépendantes du NAD(P)H par un mécanisme mal connu (blocage de canaux a ions, inhibition

d'enzymes de la voie des pentoses phosphates et du cycle de Krebs,...) [18, 49].
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Figure 13. Structure chimique du diphényléne iodonium [50].
Le Gp91ds-tat

Le Gp91lds-tat (ds pour "docking sequence") est un peptide de 18 acides aminés qui
comprend deux domaines fonctionnels. Le premier comprend neuf acides aminés d'une des
boucles cytoplasmiques de Gp91phox (résidus 85 a 93) et le deuxieme comprend neuf acides
aminés de la protéine de surface tat ("Trans-Activator of Transcription") du virus HIV qui
permet l'internalisation du peptide par les cellules. C'est un inhibiteur peu efficace qui, a 50
UM, n'inhibe que 25 % de la production des ROS par les neutrophiles [19]. Il agit en
empéchant l'assemblage entre p47phox et Gp91phox et est donc peu spécifique vis-a-vis des
différentes Nox, vu que la région ciblée est présente chez d'autres isoformes. Cette molécule
n'agit pas en tant que "scavenger" de I'anion superoxyde et il n'y pas d'étude concernant
I'influence de la portion tat sur I'assemblage de I'enzyme. Bien qu'on ne lui attribue pas
d'effets secondaires, sa faible biodisponibilité orale (inactivation rapide par les enzymes
digestives) et la possibilité d'induction d'une réponse immunologique chez les patients

rendent son usage clinique assez limité [18, 19, 47, 51].

Les autres Nox
La famille des NADPH oxydases ou Nox comprend sept enzymes (Nox1 - 5) et deux enzymes
d'origine thyroidienne (Duox 1 et 2) représentées sur la Figure 14. Le r6le de ces enzymes
différe selon les tissus, les Nox phagocytaires (Nox2) ont principalement un réle dans la
défense immunitaire alors que les autres Nox sont importantes pour la signalisation

cellulaire, la croissance et le métabolisme.
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Figure 14. Représentation schématique des isoformes de la NADPH oxydase. Malgré leur structure
et fonction similaires, les enzymes de la famille des Nox différent par leur activation. Nox1 requiert
les protéines NoxO1l (homologue de p47phox), NoxAl (homologue de p67phox) et la petite
protéine G Rac. Nox2 requiert les sous-unités p22phox, p40phox, p47phox, p67phox et Rac ainsi
que la phosphorylation de p47phox. Nox3 requiert p22phox et NoxO1. La présence de NoxAl peut
étre nécessaire selon les espéces et l'intervention de Rac dans I'activation est encore débattue.
Nox4 requiert p22phox, son activation est constitutive et ne nécessite pas la présence d'autres
sous-unités cytosoliques. Nox5, Duox1 et Duox2 sont activées par le Ca®* et ne nécessitent pas la
présence d'autres sous-unités. [19]

Nox1 est issue d'une duplication de gene assez récente et possede environ 60 % d'identité
avec la Nox2. Son gene est également situé sur le chromosome X. On retrouve
principalement ce sous-type dans I'épithélium du colon et, a moindre niveau, dans la
prostate, |'utérus et les cellules musculaires lisses ou elle jouerait également un réle dans la
défense immunitaire [18]. Nox3 est exprimée au niveau des tissus foetaux, dans certaines
lignées cancéreuses et dans l'oreille interne ou elle jouerait un role dans la formation des
otolithes®. Nox3 est également assez proche de Nox2 (56 % d'identité avec celle-ci) et serait
constitutivement active. Nox4, issue d'une duplication de géne moins récente, avec
seulement 39 % d'identité par rapport a Nox2, ne nécessite pas de sous-unités cytosoliques,
ni la sous-unité Rac et serait constitutivement active. Nox4 est fortement exprimée dans les

tubes proximaux du cortex rénal ou elle joue un role régulateur dans la détection en

3 Cristaux de l'oreille interne permettant la détection d'accélérations linéaires et de la
gravité.
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oxygeéne et dans la croissance cellulaire. Nox5 posseéde un domaine de fixation du Ca*. Sa
régulation ne requiert pas de sous-unités cytosoliques ou la sous-unité p22phox, elle se fait
par la fixation du Ca”*". Nox5 est exprimée dans la rate, les ganglions lymphatiques et les
testicules. Il existe cinqg isotypes (Nox5a, Nox5B, Nox5y et Nox5s) qui different par leur
domaine de fixation du Ca®* [18]. Les NADPH oxydase thyroidiennes, appelées Duox1 et 2
(pour "Dual Oxidase") sont trois fois plus grandes que la Nox2 (50 % d'identité). Elles
possedent un site de fixation au Ca®* et un 7°™ domaine transmembranaire comprenant un
domaine semblable aux peroxydases. Les Duox jouent un role important dans la synthése
des hormones thyroidiennes pour lesquelles l'incorporation d'iode requiert la présence

d'H,0, et dans la défense immunitaire au niveau des muqueuses [11, 19].
Les autres enzymes de la flambée respiratoire

La myéloperoxydase

Généralités
La MPO est une enzyme dimérique présente en grande concentration (2 a 5 % en poids)
dans les granules primaires des neutrophiles et, dans une moindre mesure, dans les
monocytes qui la perdent durant leur différenciation en macrophages. Les dimeéres
possedent chacun un heme et ont la méme activité que I'enzyme native, suggérant que les
sites actifs fonctionnent séparément. Ils sont constitués d'une chaine lourde (59 a 64 kDa) et
d'une chaine légere (15 kDa) et sont reliés entre eux par un pont disulfure (Figure 15). Lors
de l'activation et de la dégranulation des neutrophiles, la MPO est libérée dans le
phagosome ou a I'extérieur de la cellule ou elle joue un réle important dans I'immunité mais
aussi en tant que messager cellulaire via |'activation de facteurs de transcription (NF-kB) et
I'induction de I'apoptose par la voie des caspases. La MPO libérée peut étre inactivée par des
produits dérivés de la flambée respiratoire ou étre phagocytée par des macrophages qui la
reconnaissent via des récepteurs au mannose. Malgré sont role dans l'immunité et,
contrairement a la NADPH oxydase, une déficience partielle ou totale en MPO ne
s'accompagne pas spécialement de symptomes clinigues, mais on observe une

augmentation de la phagocytose et de la flambée respiratoire in vitro [1, 23, 52, 53].
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Figure 15. Structure homodimérique de la myéloperoxydase. Les chaines légéres sont représentées
en brun et rose et les chaines lourdes en vert et bleu. [54]

Activité de la myéloperoxydase
La MPO posséde une activité de peroxydase et de chloration (Figure 16). Elle differe des
autres enzymes de la méme famille par la grande réactivité de sa forme naturelle MPO-Fe
(111) et de son composé | (Cdl). Le Cdl est de courte durée de vie et comprend une structure
hémique Fe (IV) avec un radical centré sur un acide aminé de la protéine appelé "nt cation
radical". L'H,0, réagit rapidement avec le Fe (lll) de la MPO native pour former le Cdl qui
présente un oxygéne lié au fer de I'heme par une double liaison. Il réagit avec les ions
chlorure pour former I'HOCI, principe actif de I'eau de javel, et reconstituer la MPO-Fe (lll).
Le CdI peut aussi utiliser les ions bromure (Br’), iodure (I') ou thiocyanate (SCN’) pour former
les acides hypohalogénés correspondants, mais ce sont principalement les ions CI" qui sont
utilisés car ils sont présents dans les cellules en concentration largement supérieure aux
autres ions. Par le cycle de chloration de la MPO, peuvent dériver, indirectement, d’autres
espéces intermédiaires hautement réactionnelles comme le Cl, ou le CI°. La MPO a
également un cycle d'activité peroxydasique. Le Cdl peut réagir avec des substrats
réducteurs (DH) pour former le Cdll et un radical dérivé de DH (D°®). Le fer de I'héme du Cdll
est dans un état d'oxydation IV mais sans radical centré sur un acide aminé. Il retourne a
I'état de MPO-Fe (lll) par réduction avec un nouveau réducteur (DH) accompagné par la
formation d'un autre radical D°®. Les réducteurs intervenant dans ce cycle sont divers : les
nitrites (NO,), I'ascorbate, |'urate, les cathécholamines, les oestrogénes, la sérotonine et la
tyrosine. L'0,* est aussi un réducteur mais la réduction par cette espéce est lente par

rapport a d'autres réducteurs.
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La MPO-Fe (lll) peut réagir avec les produits de la flambée respiratoire pour former les
composés (ou Cd) I, Il et Il (Figure 16). Le Cdl peut étre formé par la réaction entre la MPO et
I'HOCI (voie réactionnelle annexe 2 sur la Figure 16). La réaction du Cdl avec un exces d'H,0,
forme le Cdll (voie réactionnelle annexe 1 sur la Figure 16). L' 0,* peut réagir avec la MPO-
Fe (Ill) pour former de facon réversible le Cdlll, une oxyperoxydase, qui, un peu comme
I'oxyhémoglobine, possede un oxygéne attaché a son heme. Le Cdlll est inactif, instable et a
une tres courte demi-vie. Il peut étre reconverti en enzyme native par l'action d'agents
comme l'acide ascorbique. A forte concentration, I'H,O, peut aussi inhiber I'activité de la
MPO. Cette inactivation pourrait se produire au début de la phagocytose lorsque le pH du
phagolysosome est alcalin ou neutre, permettant un fonctionnement maximal de la NADPH
oxydase et une quiescence de la MPO. On signale également une inhibition irréversible de la
MPO avec destruction de I'heme par I'HOCI, suggérant un mécanisme d'autorégulation [1,

23, 52].
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Figure 16. Etapes détaillées de I'activité de la MPO [MPO-Fe (lll): enzyme native] et de la
formation des composés (Cd) intermédiaires. Cd | : composé portant un radical libre sur un acide
aminé de la chaine protéique, DH : substrat donneur d’électrons (réd : forme réduite), D° : radical
dérivé de DH (par perte de H°). 1 et 2 : voies réactionnelles annexes. [1]
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Il y a de nombreux parameétres qui régulent |'activité de la MPO : le pH (pH optimal de 5,5
pour l'activité de chloration et 7,4 pour l'activité peroxydasique), la production d'O,"
conduisant a la formation d'H,0,, les concentrations en CI’, en réducteurs et en monoxyde
d'azote (NO®). A faible concentration, le NO® active la MPO en réduisant le Cdl en Cdll et le
Cdll en enzyme native alors qu'a plus forte concentration, il attaque I'heme et forme une

MPO nitrosée inactive [1].

Réactivité des produits dérivés de l'activité de la MPO
Le systeme antimicrobien formé de la MPO, I'H,0, et I'HOCI a un réle important dans
l'immunité car il est toxique pour toute une série de microorganismes (bactéries,
champignons, virus, protozoaires, amibes, helminthes), de toxines bactériennes (diphtérie
ou tétanos), de cellules (cellules tumorales, granulocytes, lymphocytes, érythrocytes,
spermatozoides) et de médiateurs de faible poids moléculaire (facteurs chimiotactiques,
leukotriénes, inhibiteur de I'al protéinase). Son activité bactéricide comprend une étape de
fixation sur la membrane bactérienne en de nombreux points pour détruire les structures
polysaccharidiques résistantes aux enzymes protéasiques et hydrolytiques. Cette liaison
permet a la MPO de s'attaquer de fagon extracellulaire aux parasites et champignons trop
volumineux pour étre phagocytés. L'HOCI est un oxydant fort capable d'oxyder et de chlorer
de nombreuses molécules comme les thiols (-SH), les hémes, les centres fer-soufre, les
lipides insaturés, les bases nucléiques et de réagir avec les ions ammonium ou les amines
pour produire des chloramines toxiques, comme la monochloramine (NH,Cl), qui
contribuent a I'activité antimicrobienne dans le phagosome. L'HOCI réagirait avec I'0,* pour
former le radical hydroxyle. Par cette voie, la MPO serait responsable de la destruction des
cellules tumorales. Le systeme MPO-H,0,-HOCI a généralement un réle inhibiteur, mais, a
faible concentration, il peut aussi activer certaines protéases (élastase, collagénase,
gélatinase,...) et stimuler la sécrétion des plaquettes ou des mastocytes. Son réle important
dans l'immunité est démontré par certaines souches comme les staphylocoques qui
produisent de la catalase et sont ainsi plus virulentes in vivo car elles utilisent I'H,0, et
perturbent l'activité de la MPO. La MPO peut également étre captée et utilisée par les
macrophages via leurs récepteurs au mannose ou enrober les microorganismes pour faciliter

leur phagocytose.

50



Introduction

Au cours d'une activation normale des neutrophiles, des quantités limitées de MPO sont
libérées dans le milieu extracellulaire (estimées entre 10 a 15 %). Cependant, dans des
conditions pathologiques, une activation continue et incontrolée des neutrophiles et de la
MPO peut causer des dégats. L'addition de I'HOCI sur les doubles liaisons des phospholipides
ou du cholestérol engendre la formation de chlorohydrines. La formation du dérivé 2-
chlorohexadécanal (2-CIHDA) par chloration d'aldéhyde gras est un marqueur de maladie
cardiovasculaire et d'athérosclérose. L'HOCI réagit avec les bases nucléiques pour former le
5-chlorouracyl et la 5-chlorocytosine, marqueurs de dommage a I'ADN impliqués dans le
développement de cancers, ou la 3-chlorotyrosine et la 3,5-dichlorotyrosine retrouvées au
niveau des lipoprotéines chez les personnes souffrant d'athérosclérose. Le HOCI oxyde le
glutathion en dérivés qui ne peuvent plus étre réduits par la glutathion réductase. Lorsque le
cycle peroxydasique de la MPO est activé, il y a formation d'especes radicalaires dérivées de
la tyrosine et du nitrite. Ces espéces sont responsables de la peroxydation lipidique en
initiant des réactions en chaine. La MPO et ses produits dérivés sont donc fortement
impliqués dans le développement et/ou I'aggravation de nombreuses pathologies, ce qui en
fait une cible thérapeutique importante. La MPO est d'ailleurs considérée aujourd'hui
comme un marqueur dans de nombreuses pathologies liées a |'activation des neutrophiles

[1, 23, 44].

Mesure de l'activité de la MPO en "SIEFED"
La MPO étant une cible thérapeutique pour le traitement de nombreuses pathologies autant
chez I'nomme (maladies cardio-vasculaires, neurodégénératives,...) que chez le cheval
(maladies gastro-intestinales, fourbure®,...), la mesure de son activité est nécessaire pour la
recherche d'inhibiteurs de I'enzyme [1, 52]. La mesure de l'activité de la MPO par des
méthodes classiques utilisant I'H,O; et une sonde pour la détection de |'activité enzymatique
entraine certains inconvénients. Le substrat n'est pas spécifique de la MPO et peut étre
utilisé par d'autres peroxydases et certaines molécules présentes dans le milieu peuvent
interférer avec la mesure (protéines, oxydants et réducteurs). Il est donc difficile de
déterminer la cible des molécules testées. Notre équipe a développé et breveté une

technique pour étudier les effets modulateurs de molécules de maniere spécifique sur la

* Maladie du sabot du cheval impliquant une vasoconstriction des capillaires sanguins, un
afflux et une suractivation des neutrophiles pouvant mener a la perte du sabot.
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MPO. Cette méthode appelée SIEFED ("Specific Immuno-Extraction Followed by Enzymatic
Detection") [55], consiste en l'extraction immunologique de I'enzyme par des anticorps
spécifiques immobilisés sur support solide et la mesure de |'activité de la MPO fixée sur ses
anticorps. Elle permet, d'une part, d'extraire la MPO présente dans un milieu biologique
complexe, d’éliminer le milieu, source d'interférences, par des lavages et de mesurer ensuite
son activité. D'autre part, le SIEFED permet de tester I'effet de modulateurs sur l'activité de
I'enzyme en les pré-incubant avec celle-ci puis en les éliminant avant la mesure de 'activité
afin d'éviter les réactions entre le modulateur et la sonde, le(s) (co-)substrat(s) ou les
produits d'activité enzymatique. De plus, cette technique peut étre utilisée pour mettre en
évidence des interactions entre le modulateur et I'enzyme. Le SIEFED, développé pour la
MPO équine [56] et humaine [57], a déja été utilisé pour la recherche d'inhibiteurs anti-

catalytiques de la MPO [2, 58-60].
La NO synthase

Généralités
L'enzyme ubiquitaire NO synthase (NOS) produit le NO®, une molécule hautement diffusible
produite dans tous les types cellulaires. Le NO® joue un rdle important dans la signalisation
cellulaire, dans la vasodilatation, en tant que neurotransmetteur mais aussi dans l'immunité

ou il réagit avec I'0,* pour former le peroxynitrite, un puissant bactéricide [23, 61, 62].

Il existe trois formes de NOS qui coexistent dans divers tissus. La NOS neuronale, ou nNOS,
est présente au niveau des terminaisons ortho et parasympathiques neuronales, du
réticulum sarcoplasmique et des mitochondries myocytaires. La NOS inductible (iNOS) est la
seule forme indépendante du calcium. Elle se retrouve dans tous les types cellulaires aprés
induction. Enfin, la NOS endothéliale (eNOS) est située dans les cellules endothéliales, les
plaquettes et les myocytes. Les NOS sont des enzymes dimériques, chaque monomere
contenant deux domaines : un domaine oxygénase en N-terminal et un domaine réductase
en C-terminal reliés par un site central qui lie la calmoduline (Figure 17). Apres liaison de la
calmoduline et du calcium (sauf pour la iINOS), des électrons sont transférés depuis les co-
facteurs (NADPH, FMN et FAD) du domaine réductase vers I'heme du domaine oxydase
(Figure 17). En présence de tétrabioptérine et d'oxygéne, la NOS catalyse la conversion de la

L-arginine en citrulline, accompagnée de la libération de NO°®. Les NOS interagissent avec de
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nombreuses protéines qui régulent son activité, sa distribution spatiale et sa proximité avec
des régulateurs ou des cibles. Par exemple, la caveoline-l est un régulateur négatif qui

interfére avec la liaison de la calmoduline [63-65].

Figure 17. Structure de la NO synthase. CaM : calmoduline, H4B : tétrabioptérine, Arg : arginine
[64]

On retrouve une faible quantité de nNOS et de iNOS, aprés induction (par LPS, IL-1B, TNFa,
INFy), dans divers compartiments cellulaires du PMN : la membrane nucléaire, le pore
nucléaire, la membrane plasmique, les granules primaires, la vacuole de phagocytose, le
cytosol et la mitochondrie. La nNOS est principalement présente (70 %) dans le cytoplasme
et les organelles (excepté le noyau) et la iNOS dans le noyau (50 %). Dans les granules

primaires, la proportion de nNOS et iNOS est la méme [61, 62, 65].

Tout comme pour la MPO ou la NADPH oxydase, la iNOS peut jouer un role néfaste dans des
processus d'inflammation chronique et dans les pathologies cardiovasculaires ou le cancer
[62]. Elle est responsable de dégats cellulaires dans des pathologies comme ['arthrite
rhumatoide, le diabéte de type Il et la sclérose multiple ol la iINOS est induite de facon
importante [61]. On retrouve également de la nitrotyrosine dans les plaques d'athérome de

personnes atteintes d'athérosclérose [26].
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Réactivité du NO*®
En présence d’0,° produit par la NADPH oxydase, le NO® forme le peroxynitrite. Ce n’est pas
un agent nitrant a lui seul, il nécessite la présence de métaux pour catalyser la réaction, mais
c’est un oxydant puissant. Le peroxynitrite est capable d'oxyder de nombreux composés :
sulfides, thiols, désoxyriboses, lipides, I'inhibiteur de |'alpha-1 protéinase et |'ascorbate. A pH
acide, il se trouve sous sa forme protonée (ONOOH) qui se décompose pour former OH® et
NO,* [23, 61]. Le peroxynitrite peut se dissocier pour former le radical hydroxyle, trés
oxydant et le dioxyde d’azote (NO,") qui dimérise pour former le N,O4, un puissant agent
nitrant qui peut former des dérivés nitrés a partir de thiol et d'hydroperoxyde. Cependant la
formation de N,O, se fait rarement car les concentrations en NO,* sont trés faibles. En effet,
I'oxydation du NO® en NO,® est possible mais probablement assez lente in vivo car il s'agit

d'une réaction termoléculaire’ [25, 26].

Pathologies liées a une activation excessive des PMNs

Bien que les neutrophiles et leur réponse oxydante soient essentiels a la défense
immunitaire innée, ils sont aussi impliqués dans des pathologies inflammatoires chroniques
(arthrite rhumatoide, syndrome de détresse respiratoire,..). Dans ce cas, ils sont
responsables de dommages tissulaires dus a une dérégulation dans leur activation
activation prématurée durant leur migration, libération extracellulaire de produits
microbicides ou suppression de l'arrét de la réaction inflammatoire aiglie. Dans les
phénomeénes d'ischémie-reperfusion, il se produit également un influx de PMNs dans la zone

concernée et leur activation est responsable de dégats cellulaires [14, 66].

Contrairement a d'autres espéces, le cheval est trés sensible a l'inflammation [67]. Certaines
pathologies équines (maladies gastro-intestinales, fourbure,..) s'accompagnent d'un
recrutement et d'une stimulation excessive des neutrophiles (PMNs) qui liberent des ROS
dans le milieu extracellulaire, pouvant entrainer des dégats cellulaires secondaires. Par
ailleurs, les pathologies intestinales étranglées sont les premiéres causes de mortalité chez le
cheval suite au développement rapide d'un choc endotoxinique et d'une réaction
inflammatoire excessive avec une dégranulation massive des neutrophiles et, in fine, une

défaillance multi-organique [1, 2, 68]. Il existe donc un réel intérét de trouver des molécules

> Réaction a trois molécules.
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naturelles ou de synthése pouvant moduler I'activité oxydante des PMNs, soit en
neutralisant les ROS gu’ils produisent, soit en agissant directement, et de maniére réversible,
sur les enzymes responsables de cette production. La NADPH oxydase du neutrophile est
une cible thérapeutique privilégiée puisqu'elle produit la premiere espece activée de

I’'oxygéne, '0,*d’ou dérivent d’autres ROS [1, 26, 66].

Modulation de la NADPH oxydase

Les inhibiteurs de la NADPH oxydase peuvent agir a différents niveaux. lls peuvent bloquer
ou perturber la chaine de transport des électrons comme c'est le cas du DPI (voir chap. Le
diphényléne iodonium (DPI) p.44) ou le VAS-2870 [18, 69] dont le mécanisme d'action est
peu connu. lls peuvent désassembler ou empécher I'assemblage des sous-unités de I'enzyme
comme le Gp91lds-tat (voir chap. Le Gp91lds-tat p.45), I'apocynine ou le Pefabloc qui
empéchent |'association de p47phox a la membrane. L'effet de I'apocynine est lié a son
oxydation par la MPO et c’est la forme oxydée de I'apocynine qui agit sur I'assemblage de la
Nox2 [70]. L'apocynine est également un agent "scavenger" de I'H,0,, mais elle stimule la
production de ROS dans les cellules non phagocytaires [69]. Le Pefabloc (aussi connu sous le
nom de fluorure de 4-(2-aminoéthyl)benzénesulfonyle ou AEBSF) est un inhibiteur des
protéases a sérine active et un inhibiteur de Nox2. Il a une faible toxicité et agirait au niveau
du flavocytochrome pour empécher la translocation de p47phox et p67phox. Les inhibiteurs
peuvent également réduire I'expression des genes et des sous-unités de la NADPH oxydase

et modifier I'enzyme ou ses activateurs [18, 69, 71].

Jusqu'a présent, il n'existe pas d'inhibiteurs de la Nox2 utilisables en thérapie, souvent par
mangque de spécificité, de compréhension de leur mécanisme d'action ou parce qu’ils ne
remplissent pas les criteres de sécurité. La complexité de la recherche sur les inhibiteurs de
la NADPH oxydase découle de sa structure multi-protéique qui fait intervenir de multiples
interactions protéines-protéines et protéines-lipides, compliquant la détermination des
cibles atteintes par les inhibiteurs. De plus I'enzyme peut étre activée suivant différents
stimuli et différentes voies qui peuvent aussi étre considérés comme des cibles

thérapeutiques [18, 29].

Des inhibiteurs potentiels de la Nox2 peuvent étre des molécules d’origine naturelle, comme

par exemple, les molécules phénoliques connues pour leurs propriétés de "scavenger" de
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ROS mais pouvant aussi agir sur les cascades d'activation ou les enzymes impliquées dans la
production des ROS. Parmi ces molécules naturelles, citons I'a-tocophérol, le resvératrol ou
la curcumine qui modulent I'activité de la NADPH oxydase en inhibant la PKC et I'apocynine
ou les catéchines qui empéchent I'assemblage de I'enzyme [18, 69, 72]. De plus, Davalos et
al. (2009) ont montré que la consommation de polyphénols contenus dans le jus de raisin
diminuait I'activité et |'expression de la Nox2 et plus généralement |'activation excessive des
PMNs observées dans des conditions inflammatoires tout en préservant leurs fonctions

immunitaires [73].

Depuis plusieurs années, notre groupe s'intéresse a la curcumine, dont les propriétés sont
multiples, et qui réduit I'activité oxydante des neutrophiles non seulement grace un effet
"scavenger" des ROS mais aussi en inhibant I'activité de la MPO [2]. Des effets bénéfiques
d'une forme soluble de la curcumine, le NDS27 (voir chap. Le NDS27 p.59), ont été montré in
vivo dans le traitement d'obstruction récurrentes des voies respiratoires (RAO), une
pathologie inflammatoire, proche de I'asthme humain, et caractérisée par une augmentation
du nombre de PMNs et une activation de ceux-ci au niveau des voies pulmonaires basses.
L'administration de NDS27 par aérosol aux chevaux réduit notamment I'afflux de

neutrophiles dans les voies respiratoires [4, 74].

La curcumine et le NDS27

La curcumine
La curcumine ou le diféruloylméthane est le pigment principal présent dans le curcuma, une
poudre issue des rhizomes de Curcuma longa (famille des Zingiberaceae) (Figure 18). Elle est
utilisée depuis des siecles dans la médecine indienne et chinoise pour le traitement des
pathologies inflammatoires. C'est une molécule lipophile, comprenant deux groupements
phénoliques, qui possede une large gamme d'activités biologiques comprenant une activité
anti-inflammatoire, antioxydante, anti-cancéreuse, anti-microbienne, antispasmodique,

anticoagulante, hépato-protective, hypocholestérolémiante et cicatrisante [75-77].

L'efficacité de son activité anti-oxydante est comparable, voire meilleure, a celle de la
vitamine C ou E [75, 76]. Elle inhibe I'activation des neutrophiles en agissant sur la
production des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'lL-1B, -2, -6, -8 et -12 et en

inhibant des facteurs de transcription (NF-kB, AP-1, PPARy et STAT3) qui régulent la
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transcription des genes des médiateurs pro-inflammatoires et des antioxydants protecteurs.
La curcumine inhibe aussi |'activité de nombreuses enzymes comme les cytochromes p450,
la cyclooxygénase (COX2), les PKCs, les protéines tyrosine kinases, la NO synthase inductible
(iNOS),... La curcumine affecte le métabolisme de l|'acide arachidonique en bloquant la
phosphorylation des phospholipases cytosoliques (PLA2) et en diminuant I'expression des
COX2. Elle agirait sur la diminution de I'expression de la iNOS et la COX2 via son effet sur le
facteur de transcription NF-kB en bloquant la phosphorylation de I'inhibiteur IkB, empéchant
ainsi la libération du facteur de transcription. Son caractére lipophile lui permet également
de s'accumuler dans les biomembranes ou elle peut agir directement sur les protéines

membranaires comme les pompes a ions, les récepteurs et les canaux [75, 77, 78].

La curcumine est aussi un puissant "scavenger" des ROS dont I'0,*, le OH®, I'H,0, et NO,".
En s'attaquant au radicaux peroxyles (ROO®), elle peut arréter la peroxydation lipidique. Elle
est d'ailleurs utilisée dans l'industrie alimentaire pour améliorer la qualité et la stabilité des
produits. Ses propriétés antioxydantes sont liées au transfert d'un atome d'hydrogene a
partir d'un groupement phénolique : elle forme alors un intermédiaire radicalaire dérivé de
la curcumine qui se stabilise en dimérisant ou en réagissant avec une autre espéce
radicalaire (Equation 4 et Equation 5) [31]. De maniére générale, les antioxydants
phénoliques stabilisent souvent les radicaux libres par un mécanisme de transfert
électronique : la capacité de donner des électrons (especes réductrices) est associée avec
I'activité antioxydante de ces composés. La curcumine peut aussi chélater les ions ferreux
(impliqgués dans la formation de ROS) via ses groupements hydroxyles et méthoxyles, lui

procurant également une bonne capacité antioxydante.

S-00° + AH <> SOOH + A°®

Equation 4. Substance oxydée S-O0° réagissant avec un composé antioxydant phénolique AH pour
former une espéce radicalaire dérivée de A (A°®) [31].

A® + X* > composé non radicalaire

Equation 5. Réaction entre le radical dérivé de I'antioxydant (A®) avec un radical X (qui peut étre un
deuxiéme radical A°®), pour former un composé non radicalaire [31].

La prévention et le traitement des pathologies inflammatoires comme ['arthrite rhumatoide,
les ulcéres, les pancréatites ou les maladies neurodégénératives (ex. Alzheimer) par la
curcumine semblent prometteurs. Elle est consommée depuis des siecles dans les pays
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asiatiques et ne semble pas présenter de toxicité. De plus, elle est apparue comme
extrémement slre dans les nombreux essais cliniques, méme a forte concentration [76],
mais certaines études ont quand méme montré des effets secondaires. La curcumine
entrainerait la fragmentation de I'ADN et causerait des dommages aux bases nucléiques in
vitro, lorsqu'elle est mise en présence de cuivre et de cytochrome p450. Il a aussi été
démontré que la curcumine inhibe I'activité de certains médicaments utilisés en

chimiothérapie et interféere avec leur absorption [77].

H H=CHCOCH,COCH=CH H

CURCUMIN Diferufoyf methane

Figure 18. (A) Rhizome et poudre de curcuma, (B) Curcuma longa et (C) structure chimique de la
curcumine [75].

La curcumine présente l'inconvénient majeur d'avoir une faible résorption intestinale apres
administration orale, et donc une faible biodisponibilité systémique, ainsi qu'une
métabolisation systémique importante. Cela est sans doute d0 au fait qu'il s'agit une
molécule quasiment insoluble dans I'eau et qu'elle est rapidement métabolisée, conjuguée
dans le foie et éliminée. Les métabolites formés sont la dihydrocurcumine et la

tétrahydrocurcumine qui sont ensuite transformés en conjugués glucuronides®. De plus la

6 Conjugaison des métabolites de la curcumine avec l'acide glucuronique afin de permettre
leur élimination.
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curcumine ne possede pas les propriétés physico-chimiques nécessaires pour le
développement d'un médicament, rendant son usage thérapeutique limité. C'est pourquoi
les chercheurs investiguent les bénéfices de complexer la curcumine avec d'autres molécules

pour augmenter sa biodisponibilité [75, 77-80].

Le NDS27
C'est pour pallier les inconvénients de la curcumine classique que notre équipe a développé
le NDS27 (Figure 19), un complexe stable et soluble dans I'eau, formé d'un sel de curcumine,

le lysinate de curcumine, et d'hydroxypropyl-B-cyclodextrine (HPBCD) [81].
(A) R4 Ry
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Figure 19. Le NDS27 est une combinaison de lysinate de curcumine (A) avec I'hydroxypropyl-B-
cyclodextrine (B) [81].

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques (Figure 19) avec une surface externe
hydrophile et une cavité centrale lipophile permettant de réaliser des complexes d'inclusion
avec des molécules peu solubles. La cavité lipophile de la cyclodextrine protége la molécule
de I'environnement aqueux alors que la surface externe hydrophile lui procure une bonne
solubilisation. Une ou deux molécules peuvent former des complexes avec une, deux ou
trois cyclodextrines (Figure 20). La formation de complexes d'inclusion peut se faire avec des
molécules liquides, solides ou gazeuses. La principale force motrice qui mene a la formation
des complexes est la libération hautement énergique des molécules d'eau présentes dans la
cavité des cyclodextrines. Ces molécules sont remplacées par des molécules plus
hydrophobes qui forment diverses liaisons non covalentes (hydrophobes, Van der Waals,...)
a l'intérieur de la cavité amenant la cyclodextrine dans un état plus stable et de plus faible

énergie.
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!

cD Drug 1:1 drug-CD complex

!

cD Drug 1:2 drug-CD complex

Figure 20. lllustration schématique de I'association d'une cyclodextrine libre (CD) avec une
molécule ("drug") pour former un complexe molécule-cyclodextrine ("drug-CD complex"). (A) :
complexe molécule-cyclodextrine (1:1) et (B) : complexe molécule-cyclodextrine (1:2) [82].

Les cyclodextrines utilisées dans ce travail comprennent sept (hydroxypropyl-B-
cyclodextrines) ou huit monomeéres de glucose (y-cyclodextrines ou y-CD). La taille des
cyclodextrines reste la méme, le nombre de glucose détermine uniquement le diameétre de
la cavité interne. Les B-cyclodextrines sont les plus utilisées dans les préparations
pharmacologiques et probablement les plus étudiées chez I'homme. Elles sont peu
résorbées au niveau intestinal aprés une administration orale (1 a 2 %) mais ne sont pas
métabolisées dans l'intestin. Les y-CD sont probablement les cyclodextrines les moins
toxiques, mais elles ne sont quasiment pas résorbées au niveau intestinal (0,1 %) et sont
rapidement et totalement dégradées en glucose par les bactéries intestinales. Par contre, les
cyclodextrines sont résistantes a la dégradation par les enzymes humaines. Au niveau de leur
solubilité, I'HPBCD est plus soluble que la y-CD (60 % masse/masse contre 26 % pour la y-
CD).

Les cyclodextrines sont largement utilisées dans la solubilisation et la stabilisation de
principes actifs en pharmacologie (protection contre |'oxydation, les UV, la chaleur,...). Elles
augmentent également le passage de molécules a travers les biomembranes. Leurs
nombreuses propriétés font qu'elles sont également utilisées dans d'autres domaines
comme l'industrie cosmétique et alimentaire. Les cyclodextrines sont également connues

pour leur capacité d'extraction du cholestérol des biomembranes, le degré d'extraction
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dépendant du type de cyclodextrine utilisée. Parmi les différentes cyclodextrines, les B-

cyclodextrines sont considérées comme les meilleurs accepteurs de stérol [80, 82-84].
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Buts du travail

La NADPH oxydase des neutrophiles est considérée comme une cible thérapeutique
importante et la modulation de son activité permettrait d'affaiblir la réponse excessive des
neutrophiles qui accompagne certaines pathologies chez le cheval. Cependant, les
inhibiteurs de la Nox2 actuellement décrits dans la littérature sont peu utilisés en thérapie
par manque de spécificité ou parce qu’ils ne remplissent pas les criteres de sécurité. Les
études précédemment réalisées au CORD sur les inhibiteurs potentiels de la Nox2 étaient
principalement indirectes et ne permettaient pas de déterminer la cible des molécules
(récepteurs, cascade de signalisation, enzymes productrices de ROS,...). Ces études ont
démontré que la curcumine était une molécule intéressante pour inhiber la production de
ROS et la libération de MPO par les neutrophiles stimulés mais des questions restaient en

suspens concernant son mode d’action et son activité sur la NADPH oxydase.

Le premier objectif de notre travail a été de mettre au point et de valider de nouvelles
méthodes in vitro pour la mesure de |'activité de la NADPH oxydase équine. Nous avons
développé deux méthodes. La premiere méthode est un "cell-free system", consistant en la
reconstitution in vitro de la NADPH oxydase équine aprés avoir séparé ses sous-unités
cytosoliques et membranaires. La deuxieme méthode, appelée EquiNox2, est une technique
originale jamais décrite dans la littérature. Elle est basée sur le "cell-free sytem" et consiste
en la fixation de I'enzyme totale reconstituée ou de ses sous-unités membranaires sur un
support solide, suivie de la mesure de l'activité enzymatique. Le "cell-free system" et
I'EquiNox2 ont ensuite été validés avec des inhibiteurs connus de la NADPH oxydase (le DPI
et le Gp9lds-tat) et appliqués avec des molécules ayant un intérét clinique pour la

modulation de la réponse inflammatoire du cheval.

Le deuxiéme objectif de ce travail a été de déterminer l'effet de la curcumine et
principalement de sa forme soluble, le NDS27, sur la réponse oxydante des neutrophiles afin
de préciser quelles sont les cibles atteintes par cette molécule et quel est sont mode de
fonctionnement. L'effet du NDS27 a été étudié sur I'activité de deux des enzymes impliquées
dans la flambée respiratoire, la myéloperoxydase et la NADPH oxydase, avec une recherche
plus détaillée sur le mode de fonctionnement, le processus d’activation et I'activité de la
NADPH oxydase. Ces recherches ont été rendues possibles grace au développement de nos

nouvelles techniques.
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Présentation synoptique des résultats

Les résultats présentés dans ce travail sont articulés autour de deux axes : (1) la mise au
point et la validation de deux nouvelles techniques, le "cell-free system" et I'EquiNox2 pour
mesurer |'activité de la NADPH oxydase des neutrophiles équins et (2) I'étude de I'activité
d'un nouveau dérivé soluble de la curcumine, le NDS27, sur la réponse oxydante des

neutrophiles et |'activité de la NADPH oxydase.

Mise au point d’outils pour la mesure de I'activité de la NADPH oxydase des

PMNs équins
Le « cell-free system » (voir Article I p.109)

Optimalisation du dosage
Le "cell-free system" est une technique consistant a isoler séparément les sous-unités
cytosoliques et membranaires de la NADPH oxydase, puis a les rassembler par activation in
vitro et a mesurer son activité. Il existe une technique publiée par Heyneman et al. (1984)
[85] pour mesurer I'activité de la NADPH oxydase des neutrophiles équins, mais qui n'a pas
donné de résultats concluants dans nos conditions. Nous avons donc transposé des
techniques permettant de mesurer l'activité de I'enzyme humaine [86, 87], bovine [88] ou

porcine [89] pour la Nox2 équine.

Le développement du "cell-free system" équin a nécessité la mise au point d'une technique
de séparation des protéines cytosoliqgues et membranaires des PMNs par
ultracentrifugation, réalisée lors de travaux antérieurs [90]. L'assemblage du complexe
enzymatique se fait grace a l'utilisation de deux activateurs : un sel dérivé de l'acide
arachidonique, I'arachidonate de sodium, et le dérivé non hydrolysable du GTP, le GTP-y-S.
L'ajout de ces activateurs, combiné a une agitation des protéines membranaires et
cytosoliques, permet I'assemblage du complexe. L'activité enzymatique est mesurée grace a
I'ajout du co-substrat de I'enzyme, le NADPH, et est suivie via la réduction du
ferricytochrome C par les 0,* produits. L'optimalisation du "cell-free system" a consisté en
la détermination des concentrations optimales en protéines cytosoliques et membranaires

et en activateurs afin d'obtenir une production maximale d'0,*".
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La concentration optimale en protéines a été déterminée en fixant la quantité de
membranes a 2 ug et en augmentant progressivement la quantité de protéines cytosoliques.
Nous avons déterminé que l'activité maximale de l'enzyme se produit pour 50 pg de
protéines cytosoliques, ce qui donne un rapport de 25 entre protéines cytosoliques et
membranaires (Figure 21A, bleu). Il a été démontré que la concentration en arachidonate de
sodium est fortement dépendante de la concentration réelle en sous-unités cytosoliques et
membranaires présentes dans les extraits cellulaires [88]. Comme nous travaillons avec des
extraits non purifiés, contenant I'ensemble des protéines du PMN, les concentrations en
sous-unités varient d'un lot de neutrophiles a I'autre et la concentration optimale en
arachidonate (généralement située entre 50 et 80 uM) doit étre déterminée pour chaque
lot. Nous avons déterminé qu'une concentration de 2 uM en GTP-y-S était favorable a une
activité maximale de I'enzyme (Figure 21A, vert). L'ajout de cet activateur permet |'activation
des protéines G (Rac et Rap1A) de la Nox2 [45]. Le GTP-y-S n'était d'ailleurs pas utilisé par
I'équipe de Heyneman et al. (1984) [85], ce qui peut expliquer pourquoi nous n'avons pas

obtenu de résultat avec cette technique.
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Figure 21. (A) Activité de la NADPH oxydase en fonction de la concentration en protéines
cytosoliques (bleu) ou de la concentration en GTP-y-S (vert) pour une quantité fixée de protéines
membranaires (2 pg). (B) Activité de la NADPH oxydase en fonction de la concentration en SOD (de
0 a 300 uM). Moyenne * erreur standard, n=8.

Validation du dosage
Afin d'obtenir une réponse spécifique de 1'0,*, nous avons utilisé la superoxyde dismutase
comme contréle. La SOD catalyse la dismutation de I'0,* en H,0,, ce dernier ne réduisant
pas le ferricytochrome C. La SOD diminue le signal lié a la production d'0,* jusqu'a atteindre
une phase plateau a partir de 50 U/ml (Figure 21B). Le signal qui subsiste en présence d'une

concentration égale ou supérieure a 50 U/ml en SOD est di a une réduction du
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ferricytochrome C non spécifique de I'0,*". En réalisant, en paralléle, et pour chaque test, un
controle en présence d'une concentration de 200 U/ml en SOD et en soustrayant ce signal

du signal obtenu sans SOD, nous arrivons a une mesure spécifique de I'0,"".
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Figure 22. Effets du DPI (A) et du Gp91ds-tat (B) sur I'assemblage et I'activité de la NADPH oxydase
déterminés par la mesure de la production d'0,* en "cell-free system". Le DPI et Gp91ds-tat sont
ajoutés avant (bleu) ou aprés (vert) I'assemblage de la NADPH oxydase. Les pourcentages
d'inhibition indiqués au dessus de chaque colonne sont calculés par rapport au contréle éthanol
(ETOH) pour le DPI et la solution d'acide acétique NaCl (Ac.Ac./NaCl) pour le Gp91ds-tat.
**p<0,001, *p<0,05. CM: complexe reconstitué sans DPl ou Gp91lds-tat. Moyenne % erreur
standard, n>5.

Notre "cell-free system" a ensuite été validé par I'utilisation de deux inhibiteurs connus de la
NADPH oxydase : le Gp91ds-tat et le DPIl. Ces molécules peuvent étre testées dans deux
conditions différentes. Soit elles sont ajoutées avant de stimuler I'assemblage. Dans ce cas,
la molécule aura un effet si elle empéche I'assemblage de I'enzyme ou si elle agit sur le
complexe reconstitué. Soit les molécules sont ajoutées aprés I'assemblage de I'enzyme et
auront uniguement un effet si elles agissent sur le complexe entier. En réalisant, pour
chaque molécule, ces deux variantes de I'expérience on sait déterminer si elles agissent
plutot sur I'assemblage de I'enzyme ou sur le complexe reconstitué. Le DPI, un inhibiteur des
flavoenzymes, inhibe de facon significative la production d'0,* (de 10™* 2 10 M) lorsqu'il est
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ajouté avant ou apres |'assemblage (Figure 22A). Cette molécule peut donc agir sur |'activité
du complexe reconstitué indépendamment de son assemblage. Ces résultats sont en accord
avec l'activité du DPI décrite dans la littérature : il empéche l'activité de I'enzyme en
interférant avec la fixation du NADPH et en extrayant les électrons de la chaine de transport
du flavocytochrome bssg pour former un radical [50, 91]. Nous avons montré que le Gp91ds-
tat, un inhibiteur de l'assemblage de la Nox2, diminue de fagon significative (aux
concentrations de 10 a 50 uM) l'activité de la NADPH oxydase équine lorsqu'il est ajouté
avant l'assemblage (Figure 22B). Cela implique que la région responsable de l'interaction
entre la Gp91phox et la p47phox de la Nox2 équine est conservée par rapport a d'autres
espéces comme I'homme, la souris ou le rat pour lesquels I'efficacité du Gp91ds-tat a déja

été démontrée [51, 92-94].

Etude préliminaire de la curcumine et du resvératrol
Nous avons réalisé une étude préliminaire sur des molécules d'origine naturelle, le
resvératrol et la curcumine, reconnues pour leurs propriétés anti-inflammatoires et pouvant
moduler la réponse oxydante des PMNs équins [2, 59]. Le "cell-free system" a été combiné
avec une technique de chimiluminescence (CL), utilisant la lucigénine, qui permet de
mesurer la production d'0O,* par les PMNs isolés. Par CL, nous avons montré que le
resvératrol et la curcumine inhibent la production d'0,* par les PMNs stimulés au PMA mais
gue seule la curcumine conserve un effet inhibiteur aprés son élimination de la préparation
cellulaire [95]. La curcumine semble donc s'incorporer facilement dans les PMNs ou du
moins interagir avec leurs membranes, suggérant une action potentielle sur des enzymes
intracellulaires impliquées dans réponse oxydative des PMNs. En "cell-free system", nous
avons étudié I'effet de ces deux molécules sur I'activité de la Nox2 équine. Le resvératrol
inhibe de maniére dose-dépendante (de 10° a 10™* M) I'activité de la Nox2 et ce, de facon
plus importante lorsqu'il est ajouté aprés lI'assemblage, suggérant qu'il aurait plutot un effet
sur l'enzyme reconstituée (Figure 23B). Lorsque les molécules sont ajoutées avant
I'assemblage de I'enzyme, c’est la curcumine qui est la plus efficace pour inhiber I'activité de
la NADPH oxydase (Figure 23A). La curcumine interférerait avec |I'assemblage de la Nox2, ce
gui, a notre connaissance n'a jamais été démontré. Cependant, il ne faut pas oublier que ces

deux polyphénols sont également connus pour leurs propriétés de "scavenger" [79, 96] (voir
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chap. Systémes de protection contre les ROS p.29) et que leurs effets observés en CL ou en

"cell-free system" peuvent étre partiellement dus a une stabilisation de 1'0,*
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Figure 23. Effet de la curcumine (A) et du resvératrol (B) sur I'assemblage et I'activité de la NADPH
oxydase déterminé par la production d'O,* en "cell-free system". Les molécules testées sont
ajoutées avant (bleu) ou apres (vert) I'assemblage de la NADPH oxydase. Les pourcentages
d'inhibition indiqués au dessus de chaque colonne sont calculés par rapport aux controles DMSO
respectifs. **p<0,001, *p<0,05. CM: complexe reconstitué sans molécule. Moyenne * erreur
standard, n25.

Avantages et inconvénients du "cell-free system”
Le développement du "cell-free system" permet de déterminer directement I'effet des
molécules sur 'activité et I'assemblage de la NADPH oxydase, ce qui n'était pas possible avec
des techniques de CL oU I'on mesure la production d'0,°* par des cellules entiéres. Avec ces
techniques, on ne sait pas déterminer la cible de la molécule : récepteurs membranaires,
voie de signalisation, ROS produites ou NADPH oxydase. En plus, le "cell-free system" est une
technique rapide qui permet de quantifier la production d'0,* car il réagit de facon
équimolaire avec le ferricytochrome C [36]. Cependant, le principal inconvénient du "cell-

free system" est qu'il ne permet pas d’éliminer la molécule testée du milieu avant la mesure,
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ce qui peut entrainer diverses interférences. D'une part, la molécule testée peut réagir avec
le ferricytochrome : nous avons observé que des molécules comme la quercétine, un
antioxydant polyphénolique, réduit le ferricytochrome, empéchant une détection de I'0,*
[90]. D'autre part, la molécule peut &tre un "scavenger" de I'0,*, empéchant ce dernier

d'étre détecté par le ferricytochrome.
L’ « EquiNox2» (voir Article IV p.147)

Principe du dosage
Pour pallier les inconvénients du "cell-free system", nous avons développé une technique
originale appelée EquiNox2. Cette technique dérive du "cell-free system" mais comprend
une étape de fixation des protéines membranaires ou du complexe enzymatique assemblé in

vitro sur un support solide.

Dans un premier cas (Figure 24A), les protéines membranaires sont incubées dans les puits
d'une microplaque prévue pour la fixation de cellules afin de permettre leur adhésion.
L'exces de protéines membranaires et de tampon est éliminé par lavages et les protéines
cytosoliques ainsi que les activateurs (arachidonate de sodium et GTP-y-S) sont ajoutés et
incubés sous agitation afin de favoriser I'assemblage du complexe. Les puits sont vidés pour
éliminer ce qui ne s'est pas fixé et la révélation est réalisée en ajoutant le co-substrat, le
NADPH, et la sonde permettant la détection des 0,° produits. La sonde utilisée dans ce cas
est le L-012, une sonde utilisée en chimiluminescence, car le ferricytochrome C n'est pas
assez sensible [36] pour ce type d'expérience. Les valeurs obtenues sont rapportées par
mole de cytochrome bssg afin de tenir compte des variations d'intensité de signal qui

existent entre les différents lots de PMNs isolés.

Dans un deuxiéme cas (Figure 24B), les protéines cytosoliques, les protéines membranaires
et les activateurs sont ajoutés en méme temps dans les puits d'une microplaque qui est
placée sous agitation pour favoriser l'assemblage du complexe. La plague est ensuite
incubée pour permettre I'adhésion des complexes formés. Aprés l'incubation, les puits sont
vidés et lavés et la révélation est réalisée de la méme facon que pour le premier type

d'expérience.
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Figure 24. Schéma général de la technique EquiNox2 dans le cas ou les protéines membranaires
sont fixées dans les puits d'une microplaque (A) et dans le cas ou le complexe reconstitué in vitro
est fixé dans les puits d'une microplaque (B). AA : arachidonate de sodium, RT : "room
temperature" ou température ambiante (x 22°C); PBS/MgSO, : tampon de travail PBS + 10 mM
MgS0O,. Pour chaque test, un contrdle en présence de SOD est réalisé et le signal est soustrait du
signal obtenu sans SOD pour obtenir une mesure spécifique de I' 0,°".

Optimalisation du dosage
Tout comme pour le "cell-free system" il a fallu optimaliser différents parameétres afin
d'obtenir une production maximale d'0,*. Ces paramétres comprennent I'étape de fixation
des protéines incluant la concentration en protéines, le volume de tampon (PBS+MgSQ,), et
la durée et la température de l'incubation permettant une fixation optimale des protéines.
Nous avons également déterminé la concentration des agents stimulants et I'influence du

nombre de lavages sur |'activité Nox2 mesurée.

Nous avons décidé de garder le méme rapport de protéines membranaires et cytosoliques
(rapport de 25) qui s'est avéré optimal pour le "cell-free system". L'activité maximale de
I'enzyme est obtenue lorsque les quantités de membranes et de protéines cytosoliques sont
respectivement de 3,5 ug et 87,5 ug et ce, aussi bien pour la fixation des membranes ou du
complexe. Cependant, le signal obtenu est plus intense avec complexe fixé (entre deux et dix
fois selon le lot de PMNs) qu'avec les membranes fixées. Nous avons déterminé qu'une
incubation de 2h a 4°C dans un volume de tampon de 100 uL était adéquate pour permettre
une fixation optimale des membranes ou des complexes obtenir une production maximale

d'0,* [97].
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Comme pour le "cell-free system", la concentration optimale en arachidonate de sodium est
fortement dépendante de la concentration en sous-unités cytosoliques et membranaires
trouvées dans les extraits protéiques non purifiés [88, 95]. Cette concentration doit donc
étre définie pour chaque lot de PMNs isolés. Nous avons déterminé que, pour un méme lot
de PMNs, la concentration optimale en arachidonate de sodium pour I'EquiNox2 était
double par rapport a celle utilisée en "cell-free system". De méme, la concentration en
protéines utilisée en EquiNox2 est environ deux fois plus grande par rapport au "cell-free
system" (3,5 ug de membranes et 87,5 ug de protéines cytosoliques pour I'EquiNox2 contre
2 ug et 50 ug pour le "cell-free system"). Pour des raisons de facilité, la concentration
optimale en arachidonate de sodium a été déterminée pour chaque lot en utilisant le "cell-
free system" et une concentration double a été utilisée pour I'EquiNox2. La concentration
optimale en GTP-y-S a été définie a 4 uM pour les deux variantes de I'EquiNox2, ce qui
correspond également a une concentration deux fois plus grande par rapport au "cell-free

system"[97].
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Figure 25. Activité de la NADPH oxydase en fonction du nombre de lavage(s) (0, 1, 2 ou 3) réalisé(s)
apres la fixation des membranes (bleu) ou du complexe entier (vert). Moyenne % erreur standard,
n27.

Nous avons vérifié s'il était possible de réaliser des lavages apres la fixation des protéines
membranaires ou du complexe entier, afin de pouvoir incuber des inhibiteurs potentiels
avec ces protéines et de les éliminer ensuite par lavages pour réduire les interférences

mentionnées précédemment pour le "cell-free system" (voir chap. Avantages et
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inconvénients du "cell-free system" p.69). La réalisation de un, deux ou trois lavages’
n'influence pas significativement I'activité de la Nox2 par rapport a une condition sans lavage

(Figure 25). Nous avons donc choisi pour la suite des expériences de réaliser trois lavages.

Validation du dosage
Comme pour le "cell-free system", I'ajout de SOD diminue I'activité de la Nox2 jusqu'a
atteindre une phase plateau a partir d'une concentration de 100 U/ml. A partir, et au dela,
de cette concentration, la réponse obtenue n'est plus due a la présence d'0O,"". En réalisant
un contrdole avec 200 U/ml de SOD et en soustrayant la valeur obtenue de la valeur sans

SOD, nous obtenons une mesure spécifique de 1'0,"".

Les deux mémes inhibiteurs employés en "cell-free system" ont été utilisés pour valider le
dosage EquiNox2. Le Gp9lds-tat et le DPI ont été incubés avec les membranes ou les
complexes fixés et ont été éliminés soit par lavages, soit simplement en vidant les puits®, ce
qui permet de donner une information sur la force de la liaison qui se crée entre la molécule

testée et la membrane ou I'enzyme reconstituée.

Lorsque le DPI est incubé avec les membranes, on observe une inhibition significative de
'activité de la NADPH oxydase, de 104 10 M lorsque le DPI est éliminé en vidant les puits,
et jusqu'a 5x10” M lorsqu'il est éliminé par lavages avant reconstitution de I’enzyme. Le DPI
incubé avec les complexes entiers inhibe I'activité de la Nox2 entre 10* et 10° M aprés son
élimination sans lavage et uniquement a 10" ™M aprés son lavage (Figure 26A et B). Nos
résultats montrent que le DPI agit sur le complexe reconstitué et sur les membranes, sans
empécher la reconstitution de I'enzyme, confirmant nos résultats obtenus en "cell-free
system" et l'effet du DPI décrit dans la littérature [50, 91] (voir chap. Le diphényléne
iodonium (DPI) p.44). Le DPI semble aussi se lier aux membranes et aux complexes

reconstitués, mais de fagon assez labile puisque I'étape de lavage diminue son I'effet.

Le Gp91lds-tat inhibe l'activité de la Nox2 lorsqu'il est incubé avec les membranes mais pas
avec le complexe entier (Figure 26C et D). Son effet inhibiteur est significatif a 50 uM lorsque

les puits sont simplement vidés et a partir de 25 puM lorsque la molécule est lavée.

7 Ajout d'un volume de tampon (PBS + MgS0,) suivi de I'élimination de ce tampon.
& Dans ce cas, le lavage est réalisé sur les protéines fixées (membranes ou complexe entier)
sur la microplaque avant I'ajout de l'inhibiteur.
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L'utilisation de I'EquiNox2 confirme que le Gp91lds-tat interfere avec l'assemblage de la
NADPH oxydase et non avec l'activité de I'enzyme reconstituée [51, 92]. De plus, il
semblerait que cette molécule interagisse avec les protéines membranaires de Nox2 et que
ce soit une liaison forte qui résiste aux lavages. Nous supposons que cette forte liaison entre
la molécule et les protéines membranaires accompagnées d'un lavage, affaiblit la liaison des
membranes sur le support en plastique pouvant entrainer leur décrochage lors du lavage. Ce
qui expliquerait pourquoi le Gp91ds-tat a plus d'effet sur l'activité EquiNox2 lorsqu'il est

éliminé et lavé que quand il est simplement éliminé des puits.

DPlet Gp91lds-tat éliminés sans lavage DPlet Gp9lds-tat éliminés par 3 étapes de lavage
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Figure 26. Effet du DPI et du Gp91ds-tat sur I'activité de la NADPH oxydase en EquiNox2. Le DPI (10°
310" M) et le Gp91ds-tat (1 3 50 uM) sont éliminés en vidant les puits (A, C) ou par lavage (B, D)
pour évaluer la force de la liaison entre les molécules et I'enzyme. Le pourcentage d'inhibition
indiqué au dessus de chaque colonne est calculé par rapport au contréle éthanol (EtOH) pour le DPI
et a la solution d'acide acétique/NaCl (Ac.Ac./NaCl) pour le Gp91ds-tat. Les contrdles solvants sont
définis comme 100 %. *p<0,05; **p< 0,01. Moyenne t erreur standard, n26.

74



Présentation synoptique des résultats

Avantages et inconvénients de I'EquiNox2
L'EquiNox2 est une technique qui permet de déterminer si un inhibiteur présente une liaison
forte ou labile avec I'enzyme. Cela est possible grace a deux étapes importantes de la
technique. Premiérement, une étape de fixation des sous-unités membranaires ou du
complexe entier sur un support solide, ici le puits d’'une microplague. Deuxiemement, une
étape d’élimination de la molécule, avec ou sans lavage, permettant d'avoir une idée sur la
force de l'interaction entre I'enzyme et I'inhibiteur. Grace a I'étape de lavage, 'EquiNox2 a
aussi |'avantage, par rapport au "cell free system", de réduire les interférences entre les
molécules testées et la sonde de révélation ou I'0,*. Les principaux désavantages de la
technique sont sa durée plus longue, sa plus grande difficulté a mettre en oeuvre et la plus

rande consommation en protéines par rapport au "cell-free system".
d t t t au "cell-f ystem"

L'EquiNox2 et le "cell-free system" sont deux techniques complémentaires pour la recherche
d’inhibiteurs de la Nox2. Le "cell-free system" et une technique qui peut étre utilisée pour un
"screening" de molécules d’intérét, tandis que I’ EquiNox2 peut étre utilisé pour approfondir

les interactions possibles entre des molécules d'intérét et la NADPH oxydase.
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Etude de l'activité du NDS27

Etude de l'activité du NDS27 sur la réponse oxydante des PMNs et des

cellules HL-60 (voir Article I p.89)
Les HL-60 sont une lignée continue de cellules promyélocytaires d'origine humaine issues
d'un patient souffrant de leucémie promyélocytaire aigué. Ces cellules peuvent se
différencier spontanément en neutrophiles ou en monocytes, mais I'addition d'agents
comme le diméthyl sulfoxyde (DMSO) ou l'acide rétinoique permet d'augmenter cette
différenciation [98, 99]. Les HL-60 représentent un modele d'étude in vitro de la réponse
oxydante des granulocytes immatures comparées aux neutrophiles, granulocytes matures,

spécialisés dans la production de ROS [100].

Effet du NDS27 sur la production de ROS
Deux méthodes ont été utilisées pour mesurer la production de ROS par les cellules. Tout
d'abord, nous avons utilisé une technique de CL sensible utilisant la lucigénine comme sonde
pour la détection de I’0,* produit extracellulairement [36]. Nous avons aussi utilisé une
sonde intracellulaire fluorescente, la 2’,7’-dichlorofluorescine-diacétate (DCFH-DA). Cette
sonde est désacétylée par des estérases endogenes pour former la 2’,7’-dichlorofluorescine
(DCFH) qui est oxydée en 2’,7’-dichlorofluorescéine (DCF) fluorescente. Les espéces pouvant
oxyder la DCFH en DCF ne sont pas clairement définies; citons par exemple I'H,0,, le NO°®, le

ONOO/, le OH® ou '0,*'[101, 102].

Le NDS27 a été testé dans deux conditions différentes avec ces méthodes. Nous avons,
d'une part, pré-incubé les cellules avec la molécule qui a ensuite été éliminée avant
['activation des cellules et la mesure de la production de ROS. Cela permet d'évaluer un effet
intracellulaire et/ou membranaire de la molécule. D'autre part, nous avons laissé le NDS27
dans le milieu pendant |'activation des cellules et la mesure des ROS produites, permettant
essentiellement d'évaluer |'effet extracellulaire ou "scavenger" du NDS27. Notre étude en CL
a montré que le NDS27 pré-incubé avec les PMNs, inhibait la production d’0,* a partir de
10° M. Une telle observation n'a pu étre réalisée avec les HL-60 possédant peu de NADPH
oxydase et produisant de faibles quantités d’0,* [103, 104]. L’étude en fluorescence a
montré que 10° M de NDS27 pré-incubé avec les cellules inhibe la production globale de

ROS par les HL-60 et les PMNs avec une efficacité accrue sur ces dernieres. Ces effets
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inhibiteurs sont encore plus importants et se manifestent a partir de 10°M lorsque le NDS27
est laissé dans le milieu, montrant que cette molécule présente aussi bien des effets
cellulaires (au niveau du cytosol ou de la membrane) qu'extracellulaires. L'HPBCD seul,
I'excipient du NDS27, diminue uniquement la production de ROS par les HL-60 et les PMNs,

lorsqu'il est laissé dans le milieu pendant la mesure [105].

Capacité de la curcumine du NDS27 a entrer dans les cellules
Par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), nous avons déterminé
gue la curcumine était capable d'entrer dans les cellules. Apres la lyse des cellules et la
séparation en différentes fractions, la curcumine se retrouve principalement au niveau des
débris cellulaires (cellules non lysées, granules et noyaux) et, ensuite, au niveau des
membranes et du cytosol (Figure 32). Nous avons montré que le pourcentage de curcumine
intracellulaire retrouvé au niveau des HL-60 (89 %) était plus important que pour les PMNs
(65 %) [105], sans doute di a la différence de la composition membranaire des HL-60

(concentration en lipides, cholestérol et protéines) [106-108].

Effet du NDS27 sur la libération et l'activité de la MPO
Puisque la curcumine du NDS27 est capable d'entrer dans les cellules, nous nous sommes
intéressés a l'effet de cette molécule sur |'activité d'une enzyme du neutrophile responsable
de la production de ROS : la MPO. Avec les méthodes ELISA [109] ("Enzyme-linked
immunosorbent assay") et SIEFED [56] (voir chap. Mesure de l'activité de la MPO en
"SIEFED" p.51), nous avons déterminé que le NDS27 n'avait pas d'influence sur la quantité
totale de MPO libérée suite a la stimulation des cellules mais qu'a partir de 5x10™ M, il
réduisait 'activité de la MPO libérée, et ce de facon similaire pour les HL-60 et les PMNs
[105]. Nous avons également testé I'effet du NDS27 sur de la MPO humaine purifiée en
SIEFED pharmacologique [110] qui permet de mettre en évidence des interactions entre des
inhibiteurs potentiels et la MPO. Avec cette méthode, nous avons montré que la molécule

interagit avec I'enzyme et inhibe significativement son activité a partir de 10 M (Figure 27).

78



Présentation synoptique des résultats

Le HPBCD? seul ne présente pas d'effet sur I'activité de la MPO libérée [105] mais aux plus
fortes concentrations utilisées (5x10™ et 25x10™ M), il inhibe I'activité de la MPO humaine

purifiée.
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Figure 27. Effet du NDS27 et de I'HPBCD sur Il'activité de la MPO humaine purifiée en SIEFED
pharmacologique. *p<0,05 ; **p<0,01. Moyenne + SEM, n25.

Conclusions
Il ressort de cette étude [105] que : (1) le NDS27 agit sur la production intra- et
extracellulaire de ROS; (2) le NDS27 semble plus efficace pour inhiber les ROS produites par
les PMNs, cellules spécialisées la production de ROS; (3) la curcumine du NDS27 entre plus
facilement dans les HL-60 que les neutrophiles; (4) le NDS27 inhibe I'activité de la MPO et (5)
les effets du NDS27 ne sont pas d{ a sa cyclodextrine (HPBCD) qui présente peu d'effet a elle

seule.

% Les concentrations en NDS27 sont exprimées en termes de concentration en curcumine. La
concentration en cyclodextrine dans le NDS27 est cinq fois supérieure a la concentration en
curcumine. Ainsi, pour comparer le NDS27 et I'HPBCD, il faut donc que la concentration en
HPBCD soit cinq fois supérieure a celle en NDS27.
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Etude de l'activité du NDS27 sur deux enzymes impliquées dans la

production de ROS par les PMNs : la NADPH oxydase et la PKC (voir Article

I1I p.125)
L'étude précédente a montré que le NDS27 était non seulement capable de réagir avec les
ROS produites (effet "scavenger") mais aussi d'entrer dans les cellules et d'interagir avec des
acteurs impliqués dans leur production, notamment la MPO. Nous nous sommes ensuite
intéressés a l'effet du NDS27 sur Il'activité de la NADPH oxydase et de la PKC impliquée dans
I'activation de cette enzyme (voir chap. Activation de la NADPH oxydase p.38). En effet,
I'action de la curcumine sur l'activité de la PKC est bien décrite [76, 111, 112] alors que son

effet sur la NADPH oxydase est peu connu.

Effet du NDS27 sur la PKC6
La PKCS est un isotype de la PKC impliqué dans l'activation de la NADPH oxydase suite a la
stimulation des neutrophiles avec le fMLP [12]. L'effet du NDS27 sur |'activation de la PKC,
c'est-a-dire la translocation de la PKC phosphorylée du cytosol vers la membrane, a été
déterminé par Western blot avec des anticorps reconnaissant la PKC& phosphorylée (p-
PKC&). Les PMNs ont été incubés avec le NDS27 ou I'HPBCD seule, puis lysés, et les protéines
membranaires et cytosoliques ont été séparées par ultracentrifugation. La p-PKCS a ensuite
été marquée dans les extraits cytosoliques et membranaires et, pour évaluer la migration de
I'enzyme vers la membrane, la densité des marquages a été mesurée et les rapports
membrane/cytosol ont été calculés (Figure 30). Par rapport au contrdle (cellules sans NDS27
ni HPBCD), le NDS27 diminue la translocation de la PKC vers la membrane (-50 %) et I'HPBCD
seule a un effet encore plus prononcé (-71 %). Les molécules ont été testées sur |'activité de
la PKCS, dans un systeme acellulaire mesurant la capacité de |I'enzyme recombinante a
incorporer des groupements phosphates sur un substrat, par une technique radiométrique
(réalisation par la société proQinase). Nous avons montré que le NDS27 réduit I'activité de la

PKCS (ICso = 1,67 x 10> M) mais que I'HPBCD n'a aucun effet [113].

Effet du NDS27 sur I'assemblage et 'activité de la NADPH oxydase
En "cell-free system", nous avons montré que le NDS27 (a partir de 10 M) inhibe I'activité
de la NADPH oxydase principalement lorsqu'il est ajouté avant |'assemblage de I'enzyme
(Figure 28). Il semblerait que ce complexe agisse en empéchant |'assemblage et donc
I'activation de Nox2. Mais nous avons observé les mémes effets (a partir de 5x10~ M), avec
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des pourcentages d'inhibition plus importants lorsque I'HPBCD est testée seule. Il semblerait
donc que la cyclodextrine joue un role important dans I'activité du NDS27 dont I'effet est di
a la combinaison de I'HPBCD avec le lysinate de curcumine, car nous avons montré que la
curcumine seule agissait également sur I'assemblage de la Nox2 (Figure 23A) mais avec une

efficacité moindre que le NDS27.
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Figure 28. Effet du NDS27 et de I'HPBCD sur l'activité et I'assemblage de la NADPH oxydase
déterminé par la production d'0,* en "cell-free system". Les molécules testées sont ajoutées avant
(bleu) ou apres (vert) I'assemblage de I'enzyme. Les pourcentages d'inhibition indiqués au dessus
de chaque colonne sont calculés par rapport au groupe contrdole (CM) défini comme 100 %.
**p<0,001, *p<0,05. CM : complexe reconstitué sans addition de molécule. Moyenne * erreur
standard, n>6.

Puisque I'HPBCD semble jouer un role important dans l'inhibition de la translocation de la
PKC6 vers la membrane et |'activation de Nox2, nous avons voulu déterminer l'implication de
cette cyclodextrine dans I'activité du complexe. Notre équipe a donc synthétisé un autre
complexe, le NDS28, dans lequel I'HPBCD a été remplacé par la y-cyclodextrine ou y-CD
(Figure 29). Une étude similaire a celle menée sur le NDS27 a été réalisée avec le NDS28 et
son efficacité sur la réponse oxydante des neutrophiles, la libération et I'activité de la MPO

et les activités de la NADPH oxydase et de la PKCS a été déterminée.
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Figure 29. Structure chimique de la y-cyclodextrine [82].
Comparaison du NDS27 et du NDS28 sur la réponse oxydante des PMNs
et des HL-60 et sur les activités de la MPO, de la NADPH oxydase et de la
PKC des PMNs
L'étude du NDS28 sur I'activité oxydante des neutrophiles et des HL-60 a donné des résultats
similaires a ceux obtenus avec le NDS27 [114]. Nous avons montré que le NDS28 : (1) inhibe
la production d'0,* par les PMNs, (2) inhibe la production de ROS par les PMNs et les HL-60,
(3) n'agit pas sur la quantité de MPO libérée par les cellules mais réduit I'activité de la MPO
libérée et (5) se lie a la MPO pour interagir avec son activité. La y-CD seule a présenté peu

d'effet dans ces modéles.
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Figure 30. Quantification (Imagel software) de la p-PKCé détectée par western blot dans des
extraits cytosoliques et membranaires de PMNs incubés ou non avec du NDS27 ou du NDS28, de
I'HPBCD ou de la y-CD. Les résultats sont exprimés en rapport de p-PKCS détectée dans les
membranes et dans les extraits cytosoliques. Les pourcentages d'inhibition indiqués au dessus de
chaque colonne sont calculés par rapport aux cellules contréles (contrdle déterminé comme 100
%). ¥*p<0,05. (Moyenne * erreur standard, n24).
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Nous avons montré en western blot que le NDS28 et sa y-CD n'influencent pas la
translocation de la PKCS (Figure 30). Par contre, en modeéle acellulaire, le NDS28 inhibe
I'activité de la PKC avec un ICsy de 1,26x10™ M proche de celui du NDS27 et la y-CD n'a pas
d'effet. En "cell-free system", ni le NDS28 ni la y-CD n'ont d'effet sur I'activité Nox2, que ces

molécules soient ajoutées avant ou apres I'assemblage de I'enzyme.

Nos résultats indiquent donc que la modification de la cyclodextrine change le
comportement du NDS28 par rapport au NDS27 sur la translocation de la PKC et
I’'assemblage de la NADPH oxydase. Les B-CD et y-CD different par la taille de leur cavité qui
est formée respectivement par sept et huit unités de glucose [82]. Parmi ces cyclodextrines,
les B-CD sont reconnues comme étant de meilleurs accepteurs de stérol grace a la taille de
leur cavité qui est compatible avec celle du cholestérol [84]. D'apres ces informations, nous

nous sommes posé deux questions :

e Le NDS27 et le NDS28 sont-ils capables d'influencer sur le contenu lipidique des
membranes plasmiques lorsqu'ils sont mis en contact avec des cellules ?
e Si ces molécules sont capables d'extraire des lipides, sont-elles également capables

de libérer le lysinate de curcumine inclus dans les cyclodextrines ?

Capacité du NDS27 et NDS28 a extraire les lipides membranaires
Pour répondre aux questions précédentes, nous avons utilisé deux méthodes afin de
déterminer |'effet des molécules sur le contenu lipidique des cellules. La premiere technique
est une coloration des lipides de la membrane plasmique des PMNs a I""Oil Red O" suivie
d'une mesure d'absorbance de ces cellules. La sensibilité limitée de la technique nous a
contraint a travailler avec de fortes concentrations en produits. Par cette technique, nous
avons montré que l'absorbance mesurée sur les suspensions cellulaires était moindre
lorsque les cellules ont été pré-incubées avec le NDS27 ou I'HPBCD (a partir de 2x10°° et
10x10 M respectivement). Ces résultats suggérent une diminution de la concentration en
lipides dans les cellules mises en contact avec ces molécules. Par contre, l'incubation des

cellules avec le NDS28 ou la y-CD n'a pas influencé le contenu lipidique des cellules.
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Figure 31. Exemple de spectres obtenus en EPR avec 5x10° HL-60 incubées avec la 5-DSA et traitées
avec 10* M de NDS27 (A) ou de NDS28 (B) et 5x10* M d'HPBCD (A) ou de y-CD. Aprés la
centrifugation des cellules, les spectres EPR ont été enregistrés sur le surnageant (lignes en
pointillés) ou sur les culots cellulaires reconstitués dans I'HBSS (lignes en trait plein). Le contrdle
comprend des HL-60 non incubées avec du NDS27 ou de I'HPBCD. Des résultats reproductibles ont
été obtenus sur au moins trois expériences.

Nous avons confirmé ces résultats par une technique EPR (résonance paramagnétique
électronique), beaucoup plus sensible, en utilisant les sondes 5- et 16-DSA (acide 5-doxyl-
stéarique et I'acide 16-doxyl-stéarique) qui sont hydrophobes et ont tendance a s'ancrer plus
ou moins profondément dans la membrane plasmique des cellules incubées avec celles-ci.
Ces sondes posseédent un radical nitroxyde avec un électron célibataire centré sur |'azote,
situé au niveau du 5°™ ou 16°™ carbone respectivement, et présentent des signaux EPR
caractéristiques différents selon qu'elles sont libres ou ancrées dans la membrane [115].
Aprés leur incorporation dans la membrane des HL-60"°, nous avons éliminé I'excés des
sondes par centrifugation et incubé les cellules avec les molécules testées (NDS27, NDS28,
HPBCD et y-CD). Les spectres EPR ont été réalisés séparément sur le culot cellulaire remis en
suspension et sur le surnageant. Grace a ces expériences, nous avons montré que
I'incubation des cellules avec le NDS27 et, dans une moindre mesure, avec I'HPBCD
provogque une augmentation de l'intensité du signal caractéristique des sondes libres dans le

surnageant (Figure 31A). Ces résultats suggerent que le NDS27 et I'HPBCD extraient les

10 par simplicité les expériences EPR ont été réalisées en triplicat avec des cellules HL-60 qui
sont plus facilement obtenues par rapport au PMNs isolés. Des résultats similaires ont été
obtenus avec des PMNs équins isolés.
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sondes fixées dans les membranes aprés l'incubation et les liberent dans le tampon. L'effet
est plus marqué avec la 5-DSA qui entre moins en profondeur dans la membrane et qui est
donc plus facilement extraite lors de l'incubation avec le NDS27 ou I'HPBCD. Le NDS28 et la
v-CD ont montré trés peu d'effet avec cette technique (Figure 31B) tout comme dans les
expériences de coloration a I'"Oil Red O". La différence d'effet entre le NDS27 et NDS28
réside donc dans le type de cyclodextrine utilisée et leur capacité a extraire ou non des

lipides de la membrane plasmique [113].

Capacité de la curcumine du NDS27 et NDS28 a entrer dans les PMNs
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100 -
90
80 - I
70
60 -
50 —
40 ~
30
20

10~ . "
0 - —-— ] =

Débris

Concentration en curcumine (%
relatifs)

Surnageant Lavage Cytosol ‘ Membranes

Curcumine extracellulaire Curcumine intracellulaire

Figure 32. Quantification de la curcumine provenant du NDS27 et du NDS28 (10 M) qui entre ou
non dans les PMNs aprés une incubation. Surnageant : curcumine présente dans le surnageant
aprés 30 minutes d'incubation avec les cellules. Lavage : curcumine présente dans le tampon de
lavage aprés deux étapes de lavage des cellules. Cytosol et membranes : curcumine présente dans
les fractions cytosoliques et membranaires apres I'ultracentrifugation des cellules lysées. Débris :
curcumine présente dans les granules, les cellules non lysées et les noyaux. Les données sont
exprimées en pourcentages relatifs calculés par rapport a la somme des quantités de curcumine
retrouvées dans les différentes fractions et déterminée comme 100 %. Moyenne * erreur standard,
n22.

Les résultats obtenus avec I"'Oil Red O" et les sondes en EPR semblent aller dans le méme
sens et montrer que le NDS27 et sa cyclodextrine sont capables d'extraire des lipides et sans
doute du cholestérol hors des membranes, alors que le NDS28 et la y-CD ne le font pas. Pour
savoir si cette extraction s'accompagne de la libération du lysinate de curcumine présent
dans les cyclodextrines, nous avons réalisé un dosage de la curcumine dans différentes
fractions cellulaires (cytosol, membranes et débris cellulaires) aprés une incubation des
PMNs avec le NDS27 ou NDS28. Nous avions déja montré que la curcumine du NDS27 était

capable d'entrer dans les cellules. Par contre, la curcumine du NDS28 se retrouve
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NDS27 et HPBCD éliminés sans lavage NDS27 et HPBCD éliminés par 3 étapes de lavage
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essentiellement dans le surnageant cellulaire aprés incubation avec des PMNs (85 %),
montrant que le NDS28 ne favorise pas I'entrée de la curcumine dans les membranes ou les

cellules par rapport au NDS27 (Figure 32).

Interaction entre le NDS27 et Nox2

Figure 33. Effet du NDS27 et de I'HPBCD sur |'activité de la NADPH oxydase en EquiNox2. Le NDS27
(10 2 10 M) ou I'HPBCD (5x10°° 3 5x10™* M) sont éliminés en vidant les puits (A) ou par lavages (B)
pour évaluer la force de liaison entre la molécule et I'enzyme. Le pourcentage d'inhibition indiqué
au dessus de chaque colonne est calculé par rapport au contrdle H,0 défini comme 100 %. ~p<0,05;
“p<0,001. Moyenne # erreur standard, n5.

Nous avons montré que le lysinate de curcumine était libéré par le NDS27 et qu'une partie
était intégrée dans les membranes du neutrophile ou il peut inhiber I'activité de protéines
membranaires [78, 116]. Nous avons également montré que le NDS27 était capable d'inhiber
I'assemblage de la NADPH oxydase, mais agit-il en se fixant aux sous-unités de I'enzyme ?
Grace a I'EquiNox2, nous avons montré que le NDS27 a essentiellement un effet lorsqu'il est
incubé avec les protéines membranaires fixées sur le support plutdét qu'avec le complexe
entier reconstitué, ce qui prouve une interaction directe du NDS27 avec les sous-unités
membranaires de I'enzyme. Le NDS27 présente une inhibition plus importante de I'activité
EquiNox2 lorsqu'il est éliminé et lavé avant la mesure de I'activité enzymatique que lorsqu'il
est simplement éliminé avant la mesure de I'activité enzymatique (Figure 33). Cela démontre
une forte interaction entre le NDS27 et les sous unités membranaires de I'enzyme. Comme
pour le Gp91ds-tat (voir chap. Validation du dosage EquiNox2 p.73) cette forte interaction

accompagnée de lavages favorise sans doute le décrochage des protéines.
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Conclusions
Nous avons montré que I'effet du NDS27 était d(i a une combinaison de |'action de I'HPBCD
et du lysinate de curcumine. Ces molécules favorisent un mécanisme d'échange du lysinate
de curcumine contre des lipides et du cholestérol des membranes plasmiques. La curcumine
libérée s'integre dans les membranes olU elle peut agir sur l'activité de protéines
membranaires et interagir avec les sous-unités membranaires de la NADPH oxydase. Le
NDS27 est aussi responsable d'une altération de la distribution des lipides, pouvant
expliquer ses effets sur l'assemblage de la Nox2 et sur la translocation de la PKC
phosphorylée vers la membrane. Mises en présence avec le NDS27, les membranes
plasmiques s'appauvrissent en lipides et en cholestérol qui est remplacé par le lysinate de
curcumine. Cette modification peut influencer la transduction du signal via I'altération des
radeaux lipidiques ou "lipid raft", microstructures membranaires riches en cholestérol, qui
interviennent dans l'activation de la PKC et de la NADPH oxydase [117, 118]. Le choix de la
cyclodextrine est donc important pour conserver et accentuer l'effet du lysinate de

curcumine sur l'activation et I'activité de la NADPH oxydase.
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Intra- and extracellular antioxidant capacities of the new water-soluble

form of curcumin (NDS27) on stimulated neutrophils and HL-60 cells

Sandrine Derochette, Thierry Franck, Ange Mouithys-Mickalad, Ginette Deby-Dupont,
Philippe Neven, Didier Serteyn

Chemico-Biological Interactions 201 (2013) 49-57

Abstract
Phagocytic cells, especially neutrophils (PMNs) are specialized in the production of reactive
oxygen species (ROS) to kill pathogenic agents, but an excessive ROS production is
associated with tissue damages and inflammatory diseases. Phagocytes are thus prime
therapeutic targets to control inflammatory events associated to ROS production.
Nowadays, there is a growing interest for the use of polyphenols to modulate the
inflammatory response. The aim of this work was to study the antioxidant effect of NDS27, a
highly water-soluble form of the polyphenolic molecule curcumin, on in vitro stimulated
equine PMNs and human promyelocytic leukemia cells (HL-60). NDS27 was either pre-
incubated with cells and eliminated before their activation (intracellular effect) or let in the
medium (extracellular effect). Our results indicate that NDS27 significantly and dose-
dependently (10°M to 10” M) inhibited the ROS production in both cell types without
affecting their viability. NDS27 was able to cross and interact with cell membrane, especially
for HL-60 cells, while we observed a better intracellular antioxidant effect with PMNs. The
activity of myeloperoxidase (MPO) released by PMNs and HL-60 cells, was decreased by
NDS27, but more efficiently for PMNs. These results suggested that the greater efficiency of
NDS27 in PMNs is due to an inhibitory effect on cells which are more mature for ROS
production, probably by targeting the enzymes implied in respiratory burst like MPO. The
modulatory effect of NDS27 on the oxidant activity of cells involved in immune and
inflammatory responses opens perspectives for a therapeutic control of pathologies with

excessive inflammatory reactions.
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Introduction
Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) have an essential function of innate immune
defence against infectious diseases [10]. The main function of PMNs is to destroy microbial
agents within the neutrophil granules by using protease, lactoferrin, lyzozyme, etc. but also
by producing reactive oxygen species (ROS) with subsequent increase of the oxygen
consumption called “respiratory burst” [23, 119]. In PMNs, the ROS production starts with
superoxide anion (0,*) formation arising from the activation of NADPH oxidase [33, 119]
which reduces molecular oxygen (O,) [119]. If the moderate production of ROS can have
beneficial effects on the redox homeostasis [120], excessive production of ROS, known as
oxidative stress, is associated with tissue damages and contributes to the induction of
chronic or acute inflammatory diseases [25, 28, 120]. The HL-60 cell line is derived from a
patient with acute promyelocytic leukemia. These cells are predominantly promyelocytes,
but in most cell cultures a few part exhibits a spontaneous differentiation into mature cells
including monocytes and neutrophils [99]. The addition of agents such as DMSO or retinoic
acid to the cell culture increases this spontaneous differentiation [98, 99]. These cells
provide an in vitro model for studying oxidative response in immature cells compared to
neutrophils which are specialized in ROS production [100]. Several studies showed that the
inhibition of the oxidant response of neutrophils becomes a therapeutic challenge to control
or modulate an excessive inflammatory response. Beside both steroidal and non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), there is an increasing interest to find naturally occurring

agents with very few side effects for therapeutic substitution [81, 121].

Curcumin is a natural phenolic compound responsible for the yellow colour of turmeric
(Curcuma longa) and is widely used as a food colorant and flavouring [2, 31]. It has
numerous properties such as antioxidant [31, 75, 122, 123], anti-carcinogenic [75, 77, 122],
anti-inflammatory [77, 122, 123], anti-thrombotic [122], anti-infectious activities [75, 122]
and cardiovascular protective effect [122]. The therapeutic interest for using curcumin is
related to its low toxicity and large biological activities [75, 124]. It targets numerous
biological molecules and interacts with transcription factors, cytokines and enzymes [76,
122]. It is involved in the inhibition of oxidative response induced by activated PMNs through
either ROS scavenging [75, 111] or inhibiting the ROS generation [75], but also by interfering

with the myeloperoxidase (MPO) activity [2], an enzyme found in high concentration in
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PMNs and especially active which contributes to amplify their ROS production. In addition, it
has also been reported that curcumin inhibits the leukocyte activation including PMNs [125]
and monocytes [126]. As the insolubility of curcumin in agueous milieu complicates its use in
biochemical assays, a modified highly water-soluble salt of curcuminoid derivative called
NDS27 (Figure 34) conjugate with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD used to make
curcumin water soluble) (Figure 34) has been developed [81]. Its efficiency has been recently
demonstrated in vivo on recurrent airway obstruction in horses as NDS27 was able to reduce
PMNs influx in respiratory airway and lowered the MPO concentration in bronchoalveolar

lavage [4].
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Figure 34. NDS27 is a combination of a salt of curcuminoid derivative (A) with hydroxypropyl-beta-
cyclodextrin (HPBCD) (B). M is lysine or arginine and R1 and R2 are each independently selected
from hydrogen, hydroxy or alkoxy, and/or stereoisomers [34].

The aim of this work was to study the antioxidant effect of NDS27 on the ROS production,
total MPO and active MPO release by isolated equine neutrophils and to compare its effect
with human promyelocytic leukemia cells (HL-60). HL-60 cells and PMNs were activated
either with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) [3], which crosses the membrane and
activates PKC inducing NADPH oxidase activation [33] ; or with a combination of
cytochalasine B (CB), a cytoskeleton-disrupting compound, and N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP), a tripeptide acting via G-protein receptor involved in the activation
cascade of NADPH oxidase [3]. We completed our investigations by studying the capacity of
NDS27 to enter into the cells and thus its capacity to play an intracellular role. These
different types of experiments will help to understand the intra- and extracellular effect of

NDS27 per se on ROS production.
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Material and methods

Chemicals and reagents
Analytical grade Na and K salts [Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH,P0O4.H,0),
di-sodium hydrogen phosphate (Na,HPO4), sodium hydrogen carbonate (NaHCOs)],
hydrochloric acid (HCl), dimethylsulfoxide (DMSQ), ethanol (CH;CH,OH) were from Merck
and 24-well plates (Nunclon A surface) from Nunc (VWRI, Leuven, Belgium). Ethylene
diaminetetraacetic acid (EDTA), percoll, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), cytochalasin
B, lucigenin, and N-formyl-methionyl-leucyl-alanine (fMLP) were purchased from Sigma-
Aldrich (Bornem, Belgium). 2’,7’-Dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA) was purchased
from Eastman Kodak (Rochester, NY). Trypan blue was from ICN Biomedicals, Inc (Ohio, USA)
and horseradish peroxidase (HRP) was obtained from Roche (Mannheim, Germany). IMDM
medium, penicillin, streptomycin, amphotericin B, fetal bovine serum and Hanks’ balanced
salt solution (HBSS) were from Gibco-Invitrogen (Fischer Scientific, Erembodegem, Belgium).

NDS27 was a gift from Philippe Neven (Faculty of Pharmacy, University of Liege, Belgium).
Methods

Cell culture
Human promyelocytic leukemia cells (HL-60) were obtained from the American Type Culture
Collection (ACCT, USA) and cultured in IMDM medium supplemented with 20 % (v/v) fetal
bovine serum, 100 units/ml penicillin/streptomycin, 1.25 mg/ml amphotericin B, and 2 g/I
NaHCOs in 50 ml flasks at 37 °Cin a 5 % CO, humidified atmosphere. Cells were fed (culture
medium change) from two to three times per week to maintain log phase growth. Once a
week, the contents of culture flasks were centrifuged and the cell pellets re-suspended in
fresh IMDM and divided among new culture flasks. Before each experiment, cells were
counted with Burker’ cell (Briare, France) to reach the cell number required for the

experiments, generally 10° cells/ml (unless particular indication in the text).

Isolation of equine neutrophils
Neutrophils were isolated from blood drawn on EDTA tubes from the jugular vein of healthy
horses, fed and bred in identical conditions and not under medical treatment (Faculty of
Veterinary Medicine, University of Liege, Belgium). Each batch of neutrophils was obtained

from 60 ml blood drawn from one horse; the cells were used immediately after isolation, the
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experiment was completed within 5 h and each assay was performed in triplicate. Each
experiment was repeated twice with different cell batches from different horses. The
neutrophils were isolated at room temperature (18-22°C) by centrifugation (400g, 30 min at
20 °C) on a discontinuous percoll density gradient according to the method of Pycock et al.
(1987) [127]. The polymorphonuclear fraction was gently collected and washed in two
volumes of physiological saline solution. The cell pellets were suspended in 20 mM
phosphate buffer saline (PBS) at pH 7.4 containing 137 mM NacCl and 2.7 mM KCI. The cell
preparation was > 90 % neutrophils with a viability of 95 % as measured by the Trypan blue

exclusion test [128].

Effect of NDS27 and HPCD on PMNs and HL-60 viability
Unstimulated cells (10%/ml) were incubated for 30 min with NDS27 and HPBCD at different
tested concentrations and the cell viability was estimated by the Trypan blue exclusion test

[128].

Stimulation of equine PMNs and HL-60 cells
Two methods were used to stimulate the cells: each cell type was activated with phorbol
myristate acetate (PMA) or with N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) in
combination with cytochalasin B (CB). PMA and fMLP were dissolved in DMSO, and aliquots
were kept refrigerated at -20 °C. Just prior to use, distilled water (dH,0) was added to the
aliquots to obtain a stock solution of PMA (1.6 x 10 M) with 1 % DMSO and a stock solution
of fMLP (10* M) with 10 % DMSO. Adequate volumes of these stock solutions were added
to the neutrophil suspensions to reach the final concentration of 8 x 107 M PMA and 0.05 %
DMSO or 10° M fMLP and 0.1 % DMSO. The effect of the vehicle DMSO solution was studied

and compared to the control cell suspension in PBS buffer [3].

Chemiluminescence: measurement of Oz* production
The 0, production by activated neutrophils was measured by chemiluminescence (CL) as
previously reported [2]. In a first group of experiments, the neutrophil suspensions (10°
neutrophils/ml HBSS) were incubated for 10 min at 37°C with NDS27 or HPBCD at the final
concentration of 10, 10 and 10°® M. After the incubation, the neutrophil suspensions were
centrifuged (450 x g, 10 min, 20 °C), the supernatants were removed in order to discard the

NDS27 which was not taken up by the cells, and the neutrophil pellets were resuspended to
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obtain 10° neutrophils in 200 pl HBSS. The neutrophil suspensions were distributed in the
wells (10° neutrophils per well) of a 96 microtiter plate (White Combiplate 8, Thermo
Labsystems) and 25 pl CaCl, (7.5 pM), 2 ul lucigenin (5 pM) and 10 pl PMA (1.6 x 10° M)
were added. Just after PMA addition, the CL response of neutrophils was monitored during
30 min and expressed as the integral value of the total CL emission. In a second group of
experiments, the neutrophil suspensions (10° neutrophils/well) were incubated for 10 min in
the wells with NDS27 or HPBCD at the final concentration of 10", 5 x 10, 10” and 10° M.
Then, the CL was monitored during 30 min in the presence of the NDS27 or HPBCD, after
addition of CaCl,, lucigenin and PMA. Control assays taken as 100 % of CL response were
performed with neutrophils treated in the same conditions but where the drug solutions

were replaced by dH,0 (drug vehicle).

Fluorescence measurement of ROS production
The effect of NDS27 on the ROS production by activated HL-60 cells or equine PMNs was
studied and compared to HPBCD and distilled water (dH,0) used to dissolve the drug. Two

types of experiments were performed with the two cell models.

Assays on HL-60 cells
Twenty pl solution of not fluorescent probe DCFH-DA (41 pM) were added to 10° HL-60 cells
in the 24-well microplate, which was kept in the incubator at 37 °C for 45 min in the dark.
For the experiments investigating the intracellular activity of NDS27, 10 pl of the drug or
HPBCD (at the final concentration of 10°, 10° and 10™* M) versus dH,0, were pre-incubated
together with the probe. The content of each well was transferred into a 5 ml-tube for
centrifugation (300 g, 10 min at 37°C). The supernatant containing the excess of the probe,
NDS27 or HPBCD was discarded. The recovered cell pellet was suspended in 500 puL HBSS
buffer and put into the wells (total volume 950 ul). In contrast, the second experiment
consisted in adding 10 pl of NDS27 or HPBCD versus distilled water (dH,0 as vehicle) to the
cellular suspension after centrifugation and washing steps. Thereafter, in both cases, 10 pl
HRP (30 ug/ml) were added prior to 30 pl PMA (5.107 M) employed as a trigger of HL-60
cells activation. The fluorescence produced was monitored with a Fluoroskan (Fluoroskan
Ascent FL, Fischer Scientific, Tournai-Belgium) for 30 min at 37°C, at the emission

wavelength of 555 nm (excitation wavelength was 485 nm).
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Assays on PMNs
After equine PMNs isolation as described above [127], cellular suspension was transferred
into 24-well plates at the cellular concentration of 2.10° cells/ml and per well. The first type
of experiments consisted in performing a 20-min period of pre-incubation of NDS27 or
HPBCD at various concentrations (10, 10®° and 10™ M) together with cells and probe (20 pl
DCFH-DA, final concentration of 41 uM) at 37°C. Afterwards, cells were washed with 400 pl
HBSS to discard NDS27 or HPBCD which were not taken up by the cells, and suspended
again with 980 ul HBSS prior to the activation with 20 ul PMA (3.107 M final concentration).
In the second set of experiments, equine neutrophils (2.10° cells/ml) were pre-treated with
the probe (20 ul DCFH-DA, final concentration of 41 uM) for 20 min at 37°C. Thereafter, cells
were washed (400 pl) then suspended (970 pl) with HBSS, and 10 pl of NDS27 or HPBCD, at
the final concentration of 10'6, 10” and 10™ M, were added before activation with 20 ul PMA
(3.10” M final concentration). Controls were made with dH,O. In this latter experiment, the
drug being tested remained within the system during the kinetics measurement of

fluorescence for 30 min.

Measurement of total MPO released by activated neutrophils and HL-

60 cells
The neutrophils or HL-60 cells suspension (10° cells/ml) were incubated for 10 min at 37°C
with NDS27 or HPBCD at the final concentration of 10* 10°, 5 x 10°® and 10® M and then
activated either with 8 x 107 M of PMA or with a mixture of CB (10 M) and fMLP (10° M)
both for 30 min at 37°C. After the activation, the PMNs or HL-60 cells suspensions were
centrifuged (450 x g, 10 min) and the supernatants collected for the measurement of MPO
released by the cells. An original ELISA assay was used to measure MPQO [109]. Briefly,
polyclonal antibodies against equine or human MPO were coated on 96 wells microtiter
plates. Samples were added into the wells and incubated overnight at 4°C. After washing, a
second anti-equine or anti-human MPO polyclonal antibody raised in guinea pig and coupled
to alkaline phosphatase was added and incubated 2 h at 37°C. After washing, phosphatase
activity was measured after incubation (25°C, 30 min in the darkness) with a paranitrophenyl
phosphatase solution. Absorbance (405 nm) was read with the Multiscan Ascent

(Labsystem).
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Measurement of active MPO by SIEFED
Cells were prepared as described above. MPO activity was measured by an original method
called SIEFED (“Specific Immunological Extraction Followed by Enzymatic Detection”)
developed for the specific detection of active equine neutrophils MPO [56] and active
human MPO [57]. The method is a three-steps procedure: firstly, the extraction of MPO out
of a solution or a biological sample by its capture on specific immobilized antibodies,
secondly, washings to eliminate unspecifically bound compounds or interfering substances
and, thirdly, the detection of MPO enzymatic activity by using H,0, as substrate, Amplex Red
as fluorogenic electron donor and nitrite as enhancer of the reaction. The MPO activity was
measured in samples of the same supernatants which were collected for the total MPO
measurement. Sample to test were loaded on the SIEFED microplate, and incubated (2h,
37°C) to allow the capture of MPO by the antibodies. After washings (elimination of the
incubation milieu), the enzymatic activity of MPO was measured. A control assay with PBS
alone was taken as 100 % of MPO release. A control assay with dH,O was also performed,

and no significant difference was observed between PBS and dH,O control.

Quantification and measurement of the intracellular active MPO
present in equine PMNs and HL-60 cells
10° PMNs or HL-60 cells were sonicated 6 x 10 sec at 90 W (Labsonic P, Sartorius) and
centrifuged (10 min, 450 x g). Supernatant was used for measurement of total and active

MPO as described above.

HPLC quantification of NDS27 incorporated into the cells
10® PMNs or HL-60 cells were suspended in 2 ml PBS added with NDS27 (3.5 x 107 M). The
suspensions were incubated 30 min at 37°C and then centrifuged (10 min, 400 x g), the
supernatants were recovered for curcumin quantification. The cell pellets were washed
twice with 1 ml of PBS followed by centrifugation (10 min, 400 x g), and the 2 ml recovered
were pooled for HPLC measurement. Cells were resuspended in 3.5 ml of PBS, sonicated 6 x
10 sec with an amplitude of 30 % (Labsonic P, Sartorius) and centrifuged (10 min, 10,000 x g,
4°C). Pellets containing granules, nuclei and unbroken cells were resuspended in 1 ml of
methanol to precipitate proteins and after centrifugation (10 min, 10,000 x g, 4 °C) the
supernatant was recovered. The supernatant was ultracentrifuged (1 h, 165,000 x g, 4 °C) to

separate cytosolic and membrane fractions. As described before, proteins from each fraction
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were eliminated by precipitation with methanol (3 vol methanol for 1 vol of cytosolic or
membrane fraction) followed by centrifugation (10 min, 10,000 x g, 4°C). The supernatants

obtained were lyophilized and then solubilized in 100 % methanol.

The dosage of curcumin was performed by HPLC. The HPLC system included a Merck Hitachi
L-600A solvent delivery system (pump) working at flow rate of 0.7 ml/min, a Merck Hitachi L-
4000 U.V. detector and a 7125 rheodyne injector with a 20 pL loop volume. The Merck
Hitachi D-2000 Chromato Integrator data station software was utilized for integration.
Chromatography was achieved by using a Merck LichroCart® 125-4 LiCrospher® 100 RP-18 (5
um) column with an isocratic elution with tetrahydrofuran (THF): 50 mM citrate buffer

(pH=6) (66:34) and detection at 419 nm using a U.V. detector.

Statistical analysis
Data are given in relative values ( %) in reference to appropriate activated (A) control groups
defined as 100 %. All data are expressed as mean + standard deviation (S.D.) of at least two
independent experiments made with different blood or cell batches and carried out at least
in duplicate. A one-way analysis of variance ANOVA, Dunett multiple comparison test was
performed with the GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software, San Diego California, USA). A
Kruskal-Wallis test was realized for data that did not respect a gaussian distribution. A p-

value <0.05 was considered as significant.
Results

Effect of NDS27 and HPBCD on the cell viability
The neutrophil and HL-60 mortalities in HBSS were 5.3 % and 2.6 %, respectively. NDS27,

dH,0 and HPBCD had no significant effect on cell viability whatever the used concentration.

Effect of NDS27 and HPBCD on the 0:*- produced by activated equine
PMNs measured by chemiluminescence (CL)
For this experiment, NDS27 and HPBCD were pre-incubated 10 min with the cells and
eliminated before stimulation or let in the cell suspension during stimulation. NDS27 had a
dose-dependent inhibitory effect on the O2e- produced by PMA-stimulated neutrophils
compared with activated control cells. The inhibitory effect was stronger when NDS27 was
let into the medium during the stimulation of the cells (Figure 35B) than after its removal

(Figure 35A). In the two models, the inhibitions were always significant except for the lowest
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concentration (10-6M) when NDS27 was eliminated before cells stimulation. The HPBCD did
not show any significant effect except at the highest concentrations of 10-4 and 5 x 10-5 M
when it was let into the medium during the cells activation (Figure 35B). When the distilled
water (dH20) was eliminated before activation, we observed a significant inhibition of O2e-

production compared to the activated control cells.
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Figure 35. (A) Effect of NDS27 and HPBCD on the chemiluminescence response of 10° PMNs
stimulated by PMA. NDS27 and HPBCD were pre-incubated 10 min with the cells and eliminated
before stimulation or (B) let in the cell suspension during stimulation. All the concentrations of
NDS27 are expressed in terms of molar concentration of pure curcumin. The percentages of
inhibition indicated on the top of each column were calculated versus dH,0 vehicle control taken
as 100 %, *p<0.05; ** p<0.01, except for dH,0 which was calculated versus activated control cell
#p<0.05. Data are given as means = S.D. of two separate experiments made in triplicate each
(n=6). NA: not activated cells; A: activated cells.
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Effect of NDS27 and HPBCD on ROS induced fluorescence by activated
HL-60 and equine PMNs
The fluorescence intensity measured with 10° non activated neutrophils was 0.41 + 0.14
relative units (RU) and 6.82 + 2.81 RU for cells stimulated with PMA. For HL-60 cells the
fluorescence values were 25.4 + 5.63 RU for non activated cells (2 x 10°) and 72.06 + 1.69 for
activated cells. To compare the activation of both cell types, we calculated the absolute
fluorescence ratios (activated/non-activated cells) and the following ratios were obtained:

19.24 + 13.02 for PMNs and 2.94 + 0.64 for HL-60 cells respectively.
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Figure 36. Effect of NDS27 and HPBCD on ROS-induced fluorescence by 10° HL-60 cells or 2.10°
PMNSs stimulated by PMA. Either NDS27/HPBCD was pre-incubated for 45 min with the HL-60 cells
(A) or 20 min with the PMNs (B) and eliminated before stimulation followed by fluorescence
measurement; either NDS27 was let in the cell suspension (HL-60 cells (C) or PMNs (D)) during
stimulation followed by fluorescence measurement. All the concentrations of NDS27 are expressed
in terms of molar concentration of pure curcumin. The percentages of inhibition indicated on the
top of each column were calculated versus dH,O vehicle control taken as 100 %, *p<0.05; **
p<0.01. Data are given as means * S.D of two separate experiments made in triplicate each (n=6).
NA: not activated cells; A: activated cells; dH,0: distilled water.
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Compared to control cells activated with PMA (A), the fluorescence intensity decreased in
the presence of NDS27 (Figure 36A, B, C, D). The experiment performed with increasing
concentrations of NDS27 or HPBCD, but removed from the medium before activation,
showed that NDS27 had an important inhibitory effect (-80 %) on the ROS-induced
fluorescence intensity of activated HL-60 cells, but only at 10™ M ; at 10°M, the inhibition
was moderate, and not significant at 10° M. No effect was observed with HPBCD even at the
highest concentration of 10" M (Figure 36A). On stimulated equine PMNSs, the tested drug
induced an inhibition of the ROS-induced fluorescence, in a concentration-dependent
manner (Figure 36B). At 10 and 10* M of NDS27, the inhibitory percentages were -74 %
and -94 %, respectively. Distilled water (dH,O) and HPBCD had no inhibitory effect on
activated PMNSs, except for HPBCD at the highest concentration of 10 M (Figure 36B). As we
observed a strong inhibition of the ROS-induced fluorescence intensity with activated
neutrophils pre-incubated with NDS27 and not with activated HL-60 cells, we investigated
further the effect of identical final concentrations of NDS27 let in the cellular suspension
during the activation and the fluorescence measurement. In both cases, increasing
concentrations of NDS27 (10'6, 10®° and 10™ M) resulted in a concentration-dependent
inhibitory effect on the ROS produced either by activated HL-60 cells (Figure 36C) or equine
PMNs (Figure 36D). In both cell models, HPBCD did not significantly affect the ROS
production, except at 10* M in the PMNs model (Figure 36D). The inhibition by NDS27 was
significant for all tested concentrations and quite similar in both types of cells but with a
greater effect on HL-60 cells. No significant difference was observed between the PMA-

activated cell controls in the absence (A) or the presence of distilled water (dH,0).

Quantification and measurement of the intracellular activity of MPO in

equine PMNs and HL-60 cells
In equine PMNs we found a variable concentration of MPO, depending on the batch of
neutrophils. The mean of total and active MPO measured in PMNs were respectively
8766.06 + 4292.07 ng/ml (n=8) and 758.89 + 506.97 ng /ml (n=8) with a specific activity of
0.023 + 0.015 U/mg protein. The concentration of total and active MPO found in HL-60 is
quite constant and almost identical: 797.14 + 99.61 ng/ml (n=8) for total MPO and 807.51 *
120.74 (n=8) ng/ml for active MPO with a specific activity of 0.16 + 0.02 U/mg protein.
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Comparison of the effect of NDS27 and HPBCD on the release of MPO by
activated neutrophils and HL-60 cells
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Figure 37. Effect of NDS27 and HPBCD on the MPO released by 10° HL-60 cells (A, C) or 10° PMNs
(B, D) stimulated with PMA or a combination of CB and fMLP. All the concentrations of NDS27 are
expressed in terms of molar concentration of pure curcumin. The percentages of inhibition
indicated on the top of each column were calculated versus dH20 vehicle control taken as 100 %,
*p<0.05; ** p<0.01. Data are given as the means * S.D. of three separate experiments made in
duplicate each (n=6) for HL-60 cells and of six experiments made in duplicate each (n=12) for
PMNs. NA: not activated cells; A: activated cells.

Regardless of the activator used, NDS27, at 10™ M, inhibited the degranulation of equine
PMNs and HL-60 cells, which was evidenced by the decrease of released MPO, compared to
control cells activated with CB and fMLP (Figure 37A and B) or PMA (Figure 37C and D).
While the stimulation of PMNs induced a significant release of total MPO, we did not
measure a more important release of total MPO in activated HL-60 cells compared to non-
activated ones. HPBCD did not show any significant effect on PMNs or HL-60 cells
degranulation, except at 10*M with PMNs activated with CB/fMLP.
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Comparison of the effect of NDS27 and HPBCD on the activity of MPO

released by equine PMNs and HL-60 cells
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Figure 38. Effect of NDS27 and HPBCD on MPO activity released by 10° HL-60 cells (A) or PMNs (B)
stimulated with a combination of CB/fMLP. All the concentrations of NDS27 are expressed in terms
of molar concentration of pure curcumin. The percentages of inhibition indicated on the top of
each column were calculated versus dH,0 vehicle control taken as 100 %, *p<0.05; ** p<0.01. Data
are given as the means t S.D. of two separate experiments made in duplicate each (n = 4) for HL-60
cells and of four experiments made in duplicate each (n = 8) for PMNs. NA: not activated cells; A:

activated cells.

Since PMA is not appropriate to study the release of active MPO by equine neutrophils [3,

129], we used only the stimulating conditions with CB/fMLP to study the effect of NDS27 and

HPBCD on the release of active MPO. Compared to control cells activated with CB/fMLP,
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NDS27 inhibited the MPO activity of HL-60 cells irrespective of the tested concentrations
(Figure 38A). On the contrary, NDS27 decreased in a dose-dependent way the activity of
MPO released by PMNs (Figure 38B). HPBCD did not influence the activity of MPO released
by both cell types. As for total MPO (Figure 37), the stimulation of PMNs with CB/fMLP

induced a release of active MPO, while it did not for HL-60 cells.

Capacity of NDS27 to enter into the cells
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Figure 39. Quantification of curcumin from NDS27 that enters or not into PMNs or HL-60 cells after
incubation. Supernatant: curcumin found in supernatant after 30 min incubation with cell. Wash:
curcumin recovered after two washing steps of the cells. Cytosol and Membrane: NDS27 found in
cytosolic and membrane fractions respectively after ultracentrifugation of sonicated cells. Debris:
curcumin found in granules, unbroken cells and nuclei. Data are expressed in relative percentage
versus the sum of the amounts of curcumin found in the different fractions (taken as 100 %) and
are given as the mean 1 S.D. of two separate experiments (n=2).

Compared to the sum of curcumin contents found in different fractions and taken as 100 %,
the supernatant and the wash fractions contained respectively 31.80 and 3.19 % of
curcumin for PMNs and 8.35 and 2.95 % for HL-60 cells. The part of curcumin that did not
enter into the cells thus represented 34.99 % for PMNs and 11.30 % for HL-60 cells. After
sonication of the cells and two steps of centrifugation, cytosolic fraction, membrane fraction
and debris were isolated and curcumin was quantified in the different fractions. For PMNs,
2.48 % of curcumin were found in the cytosol, 16.49 % in the membrane and 45.65 % in the
cellular debris, containing granules, nuclei and unbroken cells. For HL-60, the relative
concentration of curcumin found in different fractions were: 8.55 % in the cytosol, 25.49 %
in the membrane and 54.60 % in the cellular debris. The total relative amount of curcumin

that enters into PMNs and HL-60 was respectively 64.62 % and 88.64 % which corresponds
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to a concentration of 2.26 x 10 M of curcumin for PMNs and 3.10 x 10 M for HL-60, as the
initial concentration of NDS27 added was 3.5 x 10> M.

Discussion
Several strategies have been developed to fight against the so-called "oxidative stress", an
excessive ROS production by monocytes and neutrophils, occurring mainly during
inflammatory pathologies [25, 28, 120]. A few data regarding the use of synthetic
compounds and some new molecules mimicking antioxidant enzymes have been reported
for successful application in human. The results regarding the use of vitamins (A, C and E)
and dietary compounds, in multiple antioxidant supplementation studies, were controversial
and in some cases showed increased mortality [130, 131]. That comes to deal with what kind
of antioxidant might be used safely and on what target? Most of the studies on antioxidant
compounds focus on their capacity to neutralize ROS, without information on their capacity
to act on the intracellular enzymes producing ROS. The new insight is that cellular enzymes
such as NADPH oxidase and myeloperoxidase found in neutrophils can be considered as
targets to modulate the excessive ROS production in a reversible manner. Therefore, there is
a growing interest to find molecules that are able to modulate oxidant response without
harmful effects. Among them, polyphenols are valuable candidates. Curcumin, belonging to
the polyphenol family, is described for its anti-oxidant [31, 75, 123], anti-inflammatory [75,
77, 122] or anti-cancer [77, 122, 123] activities. However, the mechanism responsible for its
antioxidant action is not completely elucidated. The interest of the present work was to
study the antioxidant effect of the newly developed water-soluble curcumin compound,
NDS27, on the oxidant response of neutrophils playing a key role in the inflammatory
response. The effects on PMNs were compared to those on promyelocytic HL-60 cells, used
as a cellular model for antioxidant screening tests as previously reported by Teufelhofer et

al. [100].

First, by using lucigenin-dependent chemiluminescence and the intracellular fluorescent
probe DCFH-DA [101, 132], we study the effect of NDS27 on 0,* and other ROS produced
by the cells. When NDS27 was removed from the medium before cells activation with PMA,
a concentration-dependent inhibition of ROS production was observed, showing an
intracellular action of the drug. During cell stimulation in presence of NDS27, the

fluorescence technique did not showed an increase of the inhibitory effect for PMNs but
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well for HL-60 cells suggesting a major intracellular effect of NDS27 for PMNs and a major
extracellular effect for HL-60. Compared to PMNs, HL-60 cells were poorly activated by PMA
and their ROS-induced chemiluminescence and fluorescence signal remained very weak
explained by a lower activity of NADPH oxidase in HL-60 cells than in PMNs [103, 104]. In the
reaction medium used for the fluorescent assay with HL-60, HRP was added to amplify the
peroxidase-dependent oxidation of DCFH [102]. We cannot exclude the possible
extracellular interaction between NDS27 and the HRP by-products as it has been already
reported that curcumin is able to scavenge oxoferryl species arising from the reaction of

H,0, and HRP [133, 134].

When HPBCD alone was let in the medium, an inhibitory effect on ROS production was only
observed with PMNs at the highest concentration of 10* M. HPBCD could affect the
membrane structure and therefore influence the mechanisms linked with neutrophils
stimulation. Indeed, cyclodextrins have been reported to modulate adhesion and ROS
produced by human immune cells by their cholesterol depleting ability [135, 136]. Based on
our chemiluminescence and fluorescence findings, it can be suggested that NDS27 exerts its
ROS inhibitory activity both on the extracellular and intracellular levels, that is in accordance
with the extracellular ROS scavenging activity already reported with curcumin [31, 75]. Our
results also indicate that NDS27 and HPBCD at 10 M interact more with PMNs than HL-60
cells that rise questions about the membrane interaction with NDS27or the permeability of
the cell to the drug. To go further in the understanding of the mechanisms of action of
NDS27 towards ROS production, we were interested to answer the following question: Does

NDS27 enter into PMNs and HL-60 cells?

We checked, by HPLC, the ability of curcumin from 3.5 x 10 M NDS27 to enter into the cell
or to bind to the membrane. It was observed that curcumin entered more easily in HL-60
cells (88.64 %) than in PMNs (64.62 %). These results show that NDS27 interacts with cell
surface and, in a lesser extent, enters inside the cell during incubation period. It has been
previously shown that curcumin can be easily incorporated into the cell membrane because
of its high lipid solubility [137] and that the incorporation modifies the properties of the host
cell membrane and affects the activity of several membrane proteins [78, 116]. The
difference of incorporation of the molecule in the plasma membrane between both cell

types can be explained by differences in lipid [106] and protein [107] compositions or by the
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higher amount of cholesterol found in proliferative cells as HL-60 [108]. The intracellular
effect of NDS27 can thus be explained by a modification of the PMNs and HL-60 cell
membrane by NDS27 itself and partially by HPBCD. Indeed, depletion of cholesterol by
HPBCD could disturb the cell membrane and affect membrane microdomains [138] which
are important for NADPH oxidase assembly [118]. The presence of curcumin in cell
membrane and cytosol could interfere with the intracellular mechanisms of ROS production
by neutrophils. Curcumin is known to decrease the expression of several pro-inflammatory
enzymes like cyclooxygenase-2 (COX-2), 5-lipoxygenase (5-LOX), and inducible NO-synthase
(iNOS), most likely through the down-regulation of NF-kB activation [76, 112, 139]. Beside,
curcumin inhibits numerous protein kinases, including protein kinase C [76, 111, 112]. We
can also suggest that curcumin present inside the cells, can directly act by scavenging ROS or
by acting on the enzymes responsible for ROS production such as MPO or NADPH oxidase

present in cellular and granule membranes.

By using ELISA and SIEFED techniques validated for equine and human MPO, we measured
the content of total and active MPO in both cell types and their release by stimulated cells
with different activation systems, one with PMA having a direct allosteric effect on PKC
involved in the activation of NADPH oxidase and the other one with the combination
CB/fMLP to mimic the receptor and cytoskeleton dependent stimulating pathways of
neutrophils [3]. Although HL-60 cells contained MPO with a specific activity even superior to
that of equine PMNs, we were first arrested by the inexistent or poor release of total and
active MPO by stimulated HL-60 cells in comparison to non-stimulated ones. On the
contrary, the stimulation of PMNs induced an important release of total and active MPO.
These results evidenced again a different sensitivity of both cell types towards the
stimulation. NDS27 and HPBCD do not have an inhibitory effect on the release of total MPO
but well on the release of active MPO when CB/fMLP was used for stimulation. Therefore
NDS27 does not seem to affect the degranulation process of MPO but exerts an inhibitory

effect on the activity of MPO as previously observed for curcumin [2].

Overall, our results demonstrate that the new water-soluble form of curcumin, NDS27,
without affecting cell viability, has a particular ability to cross the cell membrane and
interact with it, leading to the inhibition of the extra- and intracellular ROS production by

stimulated neutrophil and HL-60 cells. However, the molecule has a different behaviour
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depending on the cell type. Although NDS27 interacted more easily with HL-60 cells, the
molecule had a more important effect on stimulated neutrophils, which have a stronger
NADPH oxidase-dependent ROS production and release of MPO. We evidenced that NDS27
acts more on the activity of MPO than on the mechanisms involved in its degranulation that
put in light the potential role of curcumin in the inhibition of the activity of MPO released by
PMNSs. Further experiments are needed to know whether the inhibition of MPO already

begins inside the cells.

Finally, we can hypothesize an activity of NDS27 or curcumin on NADPH oxidase as the
molecule can interact with the membrane. It was shown that curcumin reduces the
thickness of the membrane, its mobility and its elasticity, that may affect the function of
membrane proteins [78, 116, 137] and a partial inhibition on the PKC activity by curcumin
has been largely demonstrated [75, 111, 140]. But further experiments are required to
transpose these observations to NDS27, which is largely more soluble compared to
curcumin. In NDS27, cyclodextrin (HPBCD) could help to inhibit the ROS production by PMNs.
This latter assertion is sustained by recent studies which demonstrated that cyclodextrin
affects the membrane integrity and causes cholesterol depletion in lipid raft, resulting in a

decreased translocation of cytosolic components of NADPH oxidase [118, 141].

We may conclude that NDS27 can play an important role at the membrane and intracellular
levels and affect the regulation of the oxidative burst in neutrophils by acting as a scavenging
agent but also by an inhibitory effect on NADPH oxidase and MPO activities involved in the
oxidative burst. The modulatory effect of NDS27 towards the oxidant activity of mature cells
involved in immune and inflammatory response opens therapeutic perspectives to control
equine or human pathologies with excessive inflammatory reactions as already

demonstrated in vivo in horses [4].

107






Présentation systématique des résultats

Article 11

Curcumin and resveratrol act by different ways on NADPH oxidase activity

and reactive oxygen species produced by equine neutrophils

Sandrine Derochette, Thierry Franck, Ange Mouithys-Mickalad, Justine Ceusters, Ginette

Deby-Dupont, Jean-Philippe Lejeune, Philippe Neven, Didier Serteyn
Chemico-Biological Interactions 206 (2013) 186-193

Abstract
In neutrophils (PMNs), superoxide anion (0,%), the first reactive oxygen species (ROS)
produced to kill pathogenic agents, is generated by NADPH oxidase, an enzymatic complex
formed by the translocation of cytosolic subunits to the membrane flavocytochrome bssg. In
horses, excessive activation of PMNs is often associated with deadly pathologies and the
modulation of their ROS production by acting on NADPH oxidase is a prime target to manage
inflammation. We developed a cell-free assay to measure the activity of equine NADPH
oxidase assembled in vitro, in order to test the effects of natural or synthetic compounds on
the enzyme activity or assembly. The cell-free assay was validated with
diphenyleneiodonium chloride and Gp91ds-tat, two inhibitors largely described for human
NADPH oxidase. The anti-oxidant effects of curcumin and resveratrol at final concentration
ranging from 10™ to 10° M were studied on whole cells by chemiluminescence (CL) and by
cell-free assay, in which the molecule was added before or after the enzyme assembly. The
CL assay demonstrated that curcumin efficiently inhibited the 0,* production and easily
entered into PMNs or interacted with their membrane. Cell-free assay showed that curcumin
acted on the reconstitution of NADPH oxidase even at 10 M, while resveratrol appeared to
be an 0,° scavenger rather than an inhibitor of NADPH oxidase activity, since it acted from
outside the cell in CL and after the complex assembly in cell-free assay. By acting directly on
NADPH oxidase, curcumin should be a good candidate for the treatment of acute or

inflammatory diseases involving an excessive ROS production.
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Introduction
In horses as in human, micro-organisms are phagocyted and destroyed in
polymorphonuclear neutrophils by a combined action of their granule proteases and oxidant
compounds mainly reactive oxygen species (ROS) [13]. Among them superoxide anion (0,*)
is the first species from which most of the ROS are generated. After appropriate stimuli, 0,*
is produced by NADPH oxidase from PMNs, a multi-component enzyme, also called Nox2,
that catalyzes the reduction of O, by electron transfer [18]. At resting states, the
components of Nox2 are distributed between membrane and cytosol. The stimulation of
PMNs induces the translocation of the cytosolic components p40phox, p47phox, p67phox
and the small GTPase Rac to the membrane-bound element called flavocytochrome bssg ,
formed from two subunits (gp91phox and p22phox). This translocation implies a
modification in the conformation of the components and requires a complex set of
protein/protein interactions [18]. The interaction between src homology 3 domains (SH3) of
p47phox and prolin-rich region (PRR) of p22phox plays a crucial role in the activation of
NADPH oxidase [18]. In vivo, protein kinase C (PKC) and arachidonic acid (AA) synergistically
act on p47phox conformation to promote its interaction with p22phox [42]. Arachidonic acid
enhances the affinity of PKC for calcium and stimulates the respiratory burst by activating
the enzyme [43]. Evidence was also presented for a direct effect of anionic amphiphile like
AA on flavocytochrome bssg [85]. Oxidant activity of neutrophils is required for their normal
microbicidal function but in some inflammation cases, an excessive neutrophils stimulation
may occur with the release of ROS and oxidant enzymes like myeloperoxidase (MPO) in
extracellular medium, causing deleterious effect on neighbouring cells and tissues [23].
Horses are particularly sensitive to inflammation unlike other species [67] and an
uncontrolled activation of neutrophils occurs in pathologies such as laminitis, recurrent
airway obstructions and intestinal strangulation that is often associated with an irreversible
endotoxic shock [6, 142]. A therapeutic goal could be to lower the oxidant activity of
stimulated neutrophils by modulating the activity of either MPO [2] or NADPH oxidase, two
enzymes responsible for ROS production. NADPH oxidase is a prime target since it produces
the first ROS from which the other ROS derives and plays an essential role in the

inflammatory response [29].
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Among the natural compounds, curcumin and resveratrol have been widely studied for their
anti-inflammatory and antioxidant capacities both in human [77, 126, 143, 144] and horses
[2, 4, 59, 105]. Our team had already demonstrated the efficiency of these two polyphenols
as antioxidant not only against the on ROS production but also on MPO activity and release
[2, 59, 126] , and an important anti-inflammatory activity of curcumin in the recurrent
airway obstruction, a horse pathology characterized by invasion of the lungs by active
neutrophils [4]. The activity of curcumin and resveratrol on NADPH oxidase was described as
they reduced the 0,* produced by cells [2, 126] but was not formally proved because the
techniques that were used worked with intact phagocytes. These techniques measure the
product of NADPH oxidase activation in whole cells but do not distinguish an effect of a
tested molecule on membrane receptor (such as fMLP or C5a receptor [14]), on signal
transduction or an 0,* by a scavenging effect from a direct action on the components of the
NADPH oxidase complex or on its assembly. An alternative strategy is to study the NADPH
oxidase activation by using a cell-free assay that differs from whole cells assays by the fact
that cellular components (membrane and cytosolic subunits) are extracted from non

stimulated cells, and thus the steps of NADPH oxidase activation occur in vitro [46].

As Heyneman et al. (1984) [85] published a cell-free system for NADPH oxidase from horse
PMNs, we initially used this technique to test the effects of our molecules on the activity of
equine NADPH oxidase, but without concluding results. So, we decided to apply to equine
Nox2 the cell-free systems used to study human [86, 87, 145], porcin [89] or bovin [88]
NADPH oxidase activity. The enzyme activation is realized by unsaturated fatty acids or their
salts like sodium arachidonate [146]. The activity of the system is enhanced by guanosine 5'-
[y-thio] triphosphate tetralithium salt (GTP-y-S) which allows GTP binding proteins to

associate with the membrane [45].

Our purpose was to test the effects of two well-known natural compounds, i.e. curcumin and
resveratrol, on equine NADPH oxidase activity by using a cell-free assay which was adapted

and validated for material extracted from equine PMNs.
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Material and methods

Chemicals and reagents
Analytical grade Na, K, Ca and Mg salts, dimethylsulfoxide (DMSO), ethanol (CH3CH,0H),
acetic acid and sucrose were from Merck. Dextran, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
leupeptine, guanosine 5’-[y-thio] triphosphate tetralithium salt  (GTP-y-S), sodium
arachidonate, cytochrome C from horse heart, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
reduced (NADPH), superoxide dismutase from bovine erythrocyte (SOD), resveratrol,
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), lucigenin, and diphenyliodonium chloride (DPI) were
purchased from Sigma-Aldrich (Bornem, Belgium). Trypan blue was from ICN Biomedicals,
Inc (Ohio, USA). Gp91lds-tat was from Eurogentec (Seraing, Belgium). Ficoll 400 was
purchased from Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). Curcumin was a gift from

Philippe Neven (Faculty of Pharmacy, University of Liege, Belgium).
Methods

Animals experiments
The experiments were realized on equine neutrophils isolated from whole blood drawn on
citrate-phosphate-dextrose (PL146, Baxter Healthcare) from the jugular vein of healthy
horses (mixed breeds, mean age 6.2 + 2.3), fed and bred in identical conditions and not
under medical treatment (Faculty of Veterinary Medicine, University of Lieége, Belgium).
Horses were considered as healthy if no clinical signs of acute disease were observed at the
time of sampling. Each batch of neutrophils was obtained from 450 ml of blood drawn from
one horse. The sampling was made by qualified veterinarian from the equine clinic of
University of Liege in aseptic conditions without any surgery or anaesthetic procedure and

risk for the animal.

Isolation of equine neutrophils
The neutrophils were isolated at room temperature (18-22°C) by two steps of sedimentation:
sedimentation on dextran followed by differential sedimentation on Hypaque-Ficoll as
described by Nauseef (2007) [147]. The polymorphonuclear fraction was gently collected and
washed in two volumes of physiological saline solution. The cell pellets were suspended in
sonication buffer [20 mM phosphate buffer pH 7,4 supplemented by 340 mM sucrose, 7 mM
MgS0,4, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 50 uM leupeptine]. The cell preparation
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was =90 % neutrophils with a viability of 95 % as measured by the Trypan blue exclusion test
[128]. The cells were used immediately after isolation and each experiment was repeated at

least twice with different cell batches from different horses.

Preparation of cytosol and membrane fractions from neutrophils
Neutrophils were sonicated 3 x 10 sec with an amplitude of 30 % (Labsonic P, Sartorius) and
the homogenate was centrifuged 10 min at 10,000xg (4°C). The sediment consisting of
unbroken cells, granules and nuclei was discarded, and the supernatant was centrifuged at
165,000xg for 1h (4°C). Pellets containing membrane were resuspended in 3 mL of
sonication buffer and frozen at -80°C for storage. The supernatant containing cytosolic
proteins was also stored at -80°C. Before freezing, the protein contents were determined by

the bicinchoninic acid method [148] with bovine serum albumin as standard.

Cell-free system of oxidase activation
Two ug of crude membranes and 20-60 ug of cytosolic proteins were stimulated by addition
of sodium arachidonate and 2 pL of guanosine 5'-[y-thio] triphosphate tetralithium salt
(GTP-y-S) (0-30 uM). A preliminary assay was performed with each batch to determine the
optimal amount of sodium arachidonate to be added, to provide maximal oxidase activation.
The cell-free assay activation was performed in 96-wells plates (microtiter assembly
breakable strip, Thermo Fisher Scientific) with a total volume of 200 pL in phosphate
buffered saline (PBS) + 10 mM MgSO,. Plates were incubated 5 min at room temperature
under stirring (600 rpm), thereafter 30uL cytochrome C (100 uM) were added. Reduction of
cytochrome C was initiated by addition of 10 uL NADPH (238 uM) and followed by recording
the increase of absorbance at 550 nm with a multi-plate reader (Multiscan Ascent FL,
Thermo Fisher Scientific) for 5 min. In parallel to each experiment, a control supplemented
with 0-300 U/ml superoxide dismutase (SOD) was realized. The difference of absorbance
(A) between the reduction of cytochrome C in presence and absence of SOD corresponds to
the specific reduction of cytochrome C by 0,° generated by the oxidase activity. The

absorption coefficient of cytochrome C at 550 nmis 21.1 mM'ecm™.

In a first experimental condition, the tested molecules (from 10° to 10* M at final
concentration) were pre-incubated 5 min at room temperature under stirring before the

assembly of NADPH oxidase by sodium arachidonate and GTP-y-S. Then cytochrome C, SOD
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(for controls) and NADPH were added to measure the oxidase activity. In a second model,
the tested molecules were added during 5 min under stirring after the assembly with sodium
arachidonate and GTP-y-S and the NADPH oxidase activity was measured as for the first

model.

Measurement of Oz*- production by chemiluminescence
The 0, production by activated neutrophils was measured by chemiluminescence (CL) as
previously reported [105]. In a first group of experiments, the neutrophil suspensions (10°
neutrophils/ml Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)) were incubated for 10 min at 37°C with
curcumin or resveratrol (from 10° to 10* M). After the incubation, the neutrophil
suspensions were centrifuged (450 x g, 10 min, 20 °C), the supernatants were removed in
order to discard the curcumin or resveratrol molecules which were not taken up by the cells,
and the neutrophil pellets were resuspended to obtain 10° neutrophils in 200 ul HBSS. The
neutrophil suspensions were distributed in the wells (10° neutrophils per well) of a 96
microtiter plate (White Combiplate 8, Thermo Labsystems) and 25 pl CaCl, (7.5 uM), 2 pl
lucigenin (5 pM) and 10 pl PMA (1.6 x 10 M) were added. Just after PMA addition, the CL
response of neutrophils was monitored during 30 min and expressed as the integral value of
the total CL emission. In a second group of experiments, the neutrophil suspensions (10°
neutrophils/well) were incubated for 10 min in the wells with curcumin or resveratrol (10'6
to 10 M at final concentrations). Then, the CL was monitored during 30 min in the presence
of the tested molecules, after addition of CaCl,, lucigenin and PMA. Control assays taken as
100 % of CL response were performed with neutrophils treated in the same conditions but

without the drug.

Statistical analysis
Data are given in relative values (%) in reference to control groups consisting of
reconstituted complex without the molecule (CM) or activated control group (A) and defined
as 100 %. All data are expressed as mean * standard deviation (S.D.) of at least two
independent experiments made with different cell batches and carried out at least in
duplicate. Statistical analysis was realized with corresponding solvent vehicle control group
as reference. An independent T-test was performed with SOFA statistics 1.3.2 (Released

under open source AGPL3 licence© 2009-13 Paton-Simpson & Associates Ltd).
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A Mann-Whitney test was realized for data that did not respect a Gaussian distribution. A p-

value <0.05 was considered as significant.
Results

Optimization and validation of the cell-free assay for measurement of

equine neutrophil NADPH oxidase activity

Optimization
We determined the optimal conditions to obtain a maximal production of 0,*, i.e. the best
concentrations of cytosolic proteins and GTP-y-S (Figure 40). We fixed the amount of
membrane protein to 2 pg and use variable amounts of cytosolic proteins. The oxidase
activity regularly increased until around 40 pg of cytosolic proteins, and was stabilized
thereafter (Figure 40, plain line curve). The production of 0,* also strongly increased with
increasing concentrations of GTP-y-S until 2 uM. Thereafter, a progressive decrease of the

NADPH oxidase activity was observed (Figure 40, dotted line curve).
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Figure 40. Dependence of the NADPH oxidase activity related to the concentration of cytosolic
proteins (plain line curve) or GTP-y-S (dotted line curve) for a constant amount of membrane
proteins (2 pg). Data are given as means * S.D. (n28).

Validation
The specificity of the cell-free assay was established with increasing concentrations of SOD
to inhibit the reaction of O," with cytochrome C, and with two well-known inhibitors of the

NADPH oxidase, diphenyleniodonium chloride (DPI) and Gp91ds-tat.
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SOD
The production of 0,°" decreased in relation with increasing concentrations of SOD and a
plateau phase of cytochrome C reduction was observed starting from 50 U/ml. The residual
activity observed over 50 U/ml SOD is not due to the reduction of cytochrome C by 0,*

(Figure 41).
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Figure 41. Dependence of the NADPH oxidase activity related to the SOD concentrations used
(from O to 300 puM). Data are given as means * S.D. of four separate experiments made at least in
duplicate each (n211).

Diphenyleniodonium chloride (DPI) and Gp91ds-tat
Figure 42A shows that DPI inhibited, in a dose-dependent manner, the 0, production by
reconstituted NADPH oxidase compared to the control test incubated with ethanol alone.
The inhibition was similar when DPI| was present in the medium before the stimulation of
NADPH oxidase by sodium arachidonate or when it was added after activation. The effect

was significant at all the tested concentrations (ranging from 10*to 10°® M).

Likewise, Gp91lds-tat,a chimeric peptide which inhibits of the assembly of NADPH-oxidase
was studied [51]. It was thus used solely before the addition of sodium arachidonate. Gp91
ds-tat (10, 25 and 50 uM) significantly inhibited the 0,* production compared to the vehicle
solution of 0.9 % NaCl and 0.01 M acetic acid (Ac. Ac./NaCl), which was used to dissolve the

peptide. The inhibitions were significant at all the concentrations (Figure 42B).
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Figure 42. Effect of DPI (A) and Gp91ds-tat (B) on NADPH oxidase assembly determined by O,
production in cell-free assay. DPI or Gp91ds-tat were added before (dark grey) or after (light grey)
NADPH oxidase assembly. The percentages of inhibition indicated on the top of each column were
calculated versus ETOH vehicle control group for DPI and Ac./NaCl vehicle control group for
Gp91lds-tat , **p<0.001, *p<0.05. CM: reconstituted complex without DPI or Gp91ds-tat. ETOH:
ethanol. Ac. Ac./NaCl: Acetic Acid/NaCl solution. Data are given as means t S.D. (n25).

Effect of curcumin and reveratrol on the assembly and activity of
equine NADPH oxidase
When curcumin was added after stimulation of NADPH oxidase assembly it did not affect the
0,* production, compared to the solvent control with DMSO, except at the highest
concentration of 10”* M. When curcumin was added just before the stimulation, a dose-
dependent inhibition of the 0,° production by NADPH oxidase was observed (Figure 43A).

The inhibitions were significant until 10° M, where 20 % of inhibition were still observed.

The addition of resveratrol before the stimulation of NADPH oxidase poorly affected the 0,*
production, except at 10* M where a significant decrease of NADPH oxidase activity was

observed (Figure 43B). The addition of resveratrol after the complex stimulation decreased
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the 0,° production except at 10° M. However at 10 M, the effect of resveratrol was more
important when it was added before the stimulation of NADPH oxidase assembly (52 % of

inhibition) than after (33 % of inhibition).
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Figure 43. Effect of curcumin (A) and resveratrol (B) on NADPH oxidase assembly and activity as
determined by O,° production in cell-free assay. The tested molecule was added before (dark grey)
or after (light grey) NADPH oxidase assembly. The percentages of inhibition indicated on the top of
each column were calculated versus the respective DMSO vehicle control group, **p<0.001,
*p<0.05. CM: reconstitute complex without the tested molecule. Data are given as means + S.D.
(n25).

Effect of curcumin and resveratrol on 0:° production by isolated
equine PMNs
At all concentrations, curcumin dose-dependently and significantly inhibited the 0,*
production by PMA-stimulated neutrophils compared to the solvent control with DMSO,
with a stronger inhibitory effect when curcumin was left into the medium during the
stimulation (Figure 44A). Resveratrol had a dose-dependent inhibitory effect on the 0,*

production by PMA-stimulated neutrophils compared to control cells with DMSO, but only
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when resveratrol was left in the medium during the cell stimulation. On the contrary, no

effect was observed when resveratrol was eliminated by a washing step before the

stimulation (Figure 44B). DMSO alone also significantly inhibited 0, production compared

to activated control cells (A) (Figure 44).

(A)

Relative chemiluminescence

(B)

Relative chemiluminescence

Figure 44. Effect of curcumin (A) or resveratrol (B) on the chemiluminescence response of 10
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equine PMNs stimulated by PMA. Curcumin or resveratrol was pre-incubated 10 min with the cells
and eliminated before stimulation (light grey) or left in the cell suspension during stimulation (dark
grey). The percentages of inhibition indicated on the top of each column were calculated versus
the respective DMSO vehicle control with **p<0.001, *p<0.05, except for each DMSO group which
was calculated versus activated control cell with ##p<0.001, #p<0.05. Data are given as means *
S.D. (n24). NA: not activated cells; A: activated cells.
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Discussion
Equine pathologies like intestinal obstruction, laminitis and recurrent airway obstruction are
accompanied by an excessive PMNs stimulation leading to an oxidative stress damaging for
neighbouring cells or tissues [6, 142]. The way to control oxidative stress is to act on the
activity of enzymes responsible for ROS production, like NADPH oxidase [29]. However, most
of the techniques used to test NADPH oxidase inhibitors are based on the measurement of
0,* produced by whole cells and do not allow to distinguish a direct effect on the enzyme,
from an effect on receptors or on the signal transduction pathway or simply an effect of the

molecule on 0,* [149].

As we did not obtain results with the cell-free system developped by Heyneman et al. (1984)
[85], we developed a modified cell-free assay to specifically study equine NADPH oxidase
and to evaluate the effect of molecules, i.e. curcumin and resveratrol, on the enzyme
assembly or activity. For the assay, we determined the optimal concentrations of cytosolic
proteins, sodium arachidonate and GTP-y-S to be used to obtain a maximal oxidase activity.
The equine cell-free assay was further validated by studying the effect of DPI and Gp91ds-

tat, two inhibitors of NADPH oxidase activity [51, 150].

A ratio of 25 between cytosolic proteins (50 pug) and membrane proteins (2 pug) was optimal
for the production of 0,*, higher than the ratio reported by Doussiére et al. (1992) [50] or
Batot et al. (1995) [145] who used a ratio of 4 and 10 respectively. But the 0,* production in
our conditions, which was 304.97 + 94.36 nmol 0,°/min/mg membrane proteins, was also
increased compared to that found by Doussiére et al. (139 nmol 0,°/min/mg proteins) [50]

or by Batot et al. (215 + 21 nmol 0,*/min/mg proteins) [145]

As the level of activation by sodium arachidonate depends on the concentration of cytosolic
and membrane components of NADPH oxidase in the extracts [88], a curve of NADPH
oxidase activity related to sodium arachidonate concentration was defined for each cell
extract. A bell-shaped curve was observed with a maximal activity generally obtained for 50-
80uM sodium arachidonate, as aslo observed by Gillibert et al. (2005) [87]. For GTP-y-S, we
found that a concentration of 2 uM was convenient for a maximal production of 0,*, lower
than 10 uM generally used in other studies [50, 87, 92]. To ensure that the reduction of

cytochrome C was specifically due to 0,*, a control assay with SOD was done in each
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experiment and its result was subtracted from the results obtained without SOD. The curve
of NADPH oxidase activity in function of SOD concentration demonstrated that the 0,*
production was undoubtedly totally inhibited with 200 U/ml (or 66 pug/ml) SOD, comparable
to the SOD concentrations, between 20 and 45 pg/ml, reported in literature [85, 87, 89, 92].
To validate our cell free assay, we tested diphenyleneiodonium chloride (DPI) and gp91ds-tat
recognized to inhibit the activity or the assembly of NADPH oxidase respectively. DPI, an
uncompetitive inhibitor of flavoenzymes [150], efficiently inhibited the oxidase activity in
our cell-free assay, albeit added before or after the NADPH oxidase assembly. DPI binds
flavocytochrome bssg at a site close to the NADPH-binding site, prevents attachment of
NADPH [91] and abstracts electron from FAD to form a radical [50]. However, if DPI is a
valuable inhibitor of NADPH oxidase for in vitro experiments, it is toxic for cells: it inhibits
the cellular metabolism by blocking mitochondrial NADH dehydrogenase and other
flavoenzymes, and impaired the activity of NAD(P)-dependent enzymes [150]. Riganti et al.
(2004) demonstrated that DPI, by inhibiting enzymes involved in the pentose phosphate
pathway, the main antioxidant pathway of the cells, could contribute to the oxidative stress
[150], even if NADPH oxidase is inhibited. Gp91ds-tat (10, 25 and 50 uM) added before the
NADPH oxidase stimulation significantly inhibited the 0,* production, in agreement with
results of Deleo et al. [92] obtained in similar experimental conditions. The chimeric peptide
Gp91ds-tat that comprises a 9-amino acid sequence of Gp91phox known to interact with
p47phox, and prevents the association of p47phox to the Gp91lphox membrane-bound
component of NADPH oxidase. Gp91ds-tat was selected as the most potent inhibitor of Nox2
in human neutrophil cell-free assays [51] and was also described as a strong inhibitor of
superoxide generation in the vascular system where Nox1 and Nox4 play a key role [51].
However, it has a poor oral bioavailability and propensity to induce immunogenic response
in patients, limiting its use in the treatment of vascular disease [51]. To our knowledge, the
efficiency of Gp91lds-tat was demonstrated in human [51, 92], mouse [93] and rat [94]

models but never in horses.

With our validated equine cell free assay, we started the study of curcumin and resveratrol
on NADPH oxidase activity, two molecules which have gained a growing interest for their
anti-inflammatory activities [77, 151], and that we already studied for their potent inhibitory

effect on the oxidant response of stimulated neutrophils by inhibiting the activity and the
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release of MPO and by decreasing the ROS production [2, 59], as well as for the in vivo
activity of curcumin in horse recurrent airway obstruction [4]. From these previous studies,
we hypothesized that resveratrol and curcumin have an inhibitory effect on NADPH oxidase
activity but we had to confirm this hypothesis and to explain the mechanism of inhibition. By
chemiluminescence (CL), we showed that curcumin until 10°® M is a potent inhibitor of 0,*
production, even if it is removed from the medium before the CL measure. These results
confirm that the lipophilic character of curcumin [137] enables the molecule to enter or
interact with the cell membrane, as we previously demonstrated [105]. Until 10° M
resveratrol also inhibited the 0,° production, but it lost efficiency when removed from the
medium by washing before the CL measure. Compared to curcumin, it seemed that
resveratrol cannot enter into PMNs or hardly bind to the cell membrane during the
incubation period. Resveratrol is a lipopophilic molecule [152], but it may need a longer
incubation period to enter the cell, as reported by Cavallaro et al. (2003) who pre-incubate
the cells 1h with the molecule [153] compared to only 10 min in our study. The
chemiluminescence results suggest an action of curcumin and resveratrol on NADPH
oxidase, but this assay does not permit to distinguish an effect on the receptors or on the
pathway implied in NADPH activation from a direct effect on the enzyme. An inhibitory
effect of curcumin [111] and resveratrol [154] has been described on protein kinase C (PKC),
which is an activator of NADPH oxidase. In cell-free system, resveratrol was more efficient
on the inhibition of 0,* production when it was added after the assembly of the NADPH
oxidase subunits. These results suggest that resveratrol influences the activity of the enzyme
after its reconstitution, but it can also act by a scavenging effect on 0,* [96], as the molecule
was present in the medium when the reduction of cytochrome C by 0,* occurred. Chow et
al. have shown that resveratrol inhibits the translocation of Rac to Gp91phox in endothelial
cells exposed to oxidized low-density lipoprotein (oxLDL), what could explain the results that
we obtained with 10* M of resveratrol added before stimulation [143]. However, 10* M is a
non-physiological concentration difficult to reach in equine PMNs since we demonstrated
that resveratrol cannot cross easily their membranes. Studies demonstrated that pre-
incubation of macrophages with resveratrol inhibited the expression of Nox1 mRNA induced
by LPS [155]. The molecule was showed to decrease the NADPH oxidase activity in rat aortic
homogenates [156], and it inhibited the NADPH oxidase activity between 10-100 uM in

macrophage homogenates [151]. Curcumin had a more intense inhibitory effect on NADPH
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oxidase activity but only when it was added before the NADPH oxidase assembly, suggesting
an interference of the molecule with the enzyme reconstitution. Curcumin has been
described to attenuate the expression of NADPH oxidase in cardiomyocytes [157] and to
inhibit ROS production by macrophages [158], but, to our knowledge, no direct effect of
curcumin on NADPH oxidase has been demonstrated. The modulation of NADPH oxidase by
curcumin could be explained by its incorporation into membranes what is known to affect
the activity of several other membrane proteins [78]. Like resveratrol, curcumin is a potent
scavenger of superoxide anion so that the inhibition of O, production that we observed can

be partially due to a scavenging effect [79].

In conclusion, we established the optimal conditions for a the cell-free assay for equine
neutrophil NADPH oxidase, validated it, and applied it in combination with the
chemiluminescence technique on whole cells, to distinguish molecules that scavenge 0,*
from molecules that act directly on the enzyme responsible for 0,* production. We
demonstrated that curcumin is a better modulator of NADPH oxidase activity than
resveratrol: it enters rapidly into the PMNs or interacts with their membrane, and inhibits
the 0, production. It acts not only as an 0,* scavenger but also on the assembly of NADPH
oxidase subunits. Resveratrol rather acts as an 0,° scavenger: it cannot enter or cannot
enter as easily as curcumin into the cells and, on the cell-free assay, it acts preferentially
after the complex assembly. We already demonstrated that curcumin efficiently reduces
PMNs influx and stimulation and MPO concentration in respiratory airway of horses
suffering from recurrent airway obstruction [4]. By acting directly on NADPH oxidase and by
scavenging ROS, curcumin will have a therapeutic role in the treatment of this disease, and is

a good candidate for the treatment of other acute or chronic pathologies.
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Abstract
Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) are involved in host defence against infections by
the production of reactive oxygen species (ROS), but excessive PMN stimulation is associated
with the development of inflammatory diseases. After appropriate stimuli, protein kinase C
(PKC) triggers the assembly of NADPH oxidase (Nox2) which produces superoxide anion
(0,*), from which ROS derive. The therapeutic use of polyphenols is proposed to lower ROS
production by limiting Nox2 and PKC activities. The purpose of this study was to compare the
antioxidant effect of NDS27 and NDS28, two water-soluble forms of curcumin lysinate
respectively complexed with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) and y-cyclodextrin (y-
CD), on the activity of Nox2 and PKC$, involved in the Nox2 activation pathway. Our results,
showed that NDS27 is the best inhibitor for Nox2 and PKC&. This was illustrated by the
combined effect of HPBCD and curcumin lysinate: HPBCD, but not y-CD, improved the
release of curcumin lysinate and its exchange against lipid or cholesterol as demonstrated by
the lipid coloration with Qil red O, the extraction of radical lipophilic probes recorded by ESR
and the HPLC measurements of curcumin. HPBCD not only solubilised and transported
curcumin, but also indirectly enhanced its action on both PKC and Nox2 activities. The
modulatory effect of NDS27 on the Nox2 activation pathway of neutrophils may open
therapeutic perspectives for the control of pathologies with excessive inflammatory

reactions.
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Introduction

For the destruction of pathogenic agents during phagocytosis, polymorphonuclear
neutrophils (PMNs) increase their molecular oxygen consumption, a process known as the
"oxidative burst", to produce reactive oxygen species (ROS) [119]. During this oxidative
burst, NADPH oxidase, or Nox2, a multi-component key enzyme, produces superoxide anion
0,*, the first specie from which most of the other ROS derive. In resting cells, subunits of
NADPH oxidase are spread between membrane and cytosol. Upon stimulation of
appropriate receptor, such as C5a or Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP)
receptor, translocation of the cytosolic Nox2 components p40phox, p47phox and p67phox
to the membrane-bound flavocytochrome bssg (comprising gp91phox and p22phox) is
induced [14]. This translocation requires, not only a conformational modification and
phosphorylation of the Nox2 components, but also a complex set of protein/protein
interactions [18]. The protein kinase C (PKC) family appears to play a major role in this
process especially upon stimulation of PMNs by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) or
fMLP [14].

Neutrophils express PKCa, B and 6 that can all initiate the superoxide generation in cell-free
systems. PKCS is required after fMLP stimulation and needs phosphatydylserine and
diacylglycerol but is ca* independent unlike other PKC family members [12]. PKCs & are
primarily localised in the cytosol of unstimulated neutrophils. In response to agonist
stimulation, a fraction of PKCs 6 rapidly becomes membrane-associated and this change of
localisation is required to activate NADPH oxidase by phosphorylation of its cytosolic and

membrane subunits, especially p47phox [159, 160].

The oxidant activity of neutrophils is required for their normal microbicidal function but their
excessive stimulation, as found in inflammation situations, leads to the extracellular release
of ROS and oxidant enzymes such as myeloperoxidase (MPQ), causing deleterious effects on
neighbouring cells and tissues [23]. As in humans, uncontrolled activation of PMNs in the
horse can be related to irreversible endotoxic shock [6, 142, 161]. A therapeutic goal could
be to lower the oxidant activity of excessively stimulated neutrophils by modulating the

activity of MPO [2] or NADPH oxidase, both responsible for ROS production. To this end,
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NADPH oxidase appears as the prime target since it produces the first ROS from which the

others are derived [29].

With this objective in mind, we were interested in the study of curcumin, a natural phenolic
compound of turmeric (Curcuma longa), widely used as a food dye and flavouring [31].
Curcumin was reported to inhibit the activation of leukocytes, including PMNs [2, 75] and
monocytes [126], and to have numerous other properties [31, 75, 77, 122, 123]. This wide
range of biological activities, associated with a low toxicity justifies the therapeutic interest
in using curcumin [75, 124]. The action of curcumin involves interactions with transcription
factors, cytokines and enzymes [76, 122] and inhibition of the oxidative response by
activated PMNs through the inhibition of ROS generation and scavenging [75, 111].
Curcumin can also interfere with the MPO activity [2], a major contributor to ROS production
in neutrophils. However, as the insolubility of curcumin in aqueous milieu makes its use very
difficult in biochemical assays, we developed two highly water-soluble salts of curcuminoid
derivative, NDS27 and NDS28, complexed with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) and y-
cyclodextrin (y-CD) respectively [81]. We previously demonstrated the capacity of curcumin
to inhibit the oxidative burst of neutrophil through the inhibition of MPO [2] and NADPH
oxidase [95] activities. Furthermore, we have also shown that, this capacity appeared to be
improved in the soluble form of curcumin lysinate via its ability to interact with membranes
and to enter the cells [105]. We thus hypothesised that the cyclodextrin from NDS27,
HPBCD, enhances the action of curcumin against the oxidative burst. The purpose of the
present work was to determine and compare the effect of the complexes of curcumin
lysinate with two different types of cyclodextrins (HPBCD and y-CD) on the activity of NADPH

oxidase and PKC$ situated just upstream in the PMN activation pathway.
Material and methods

Chemicals and reagents
Analytical grade Na, K, Ca, Mg salts, polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane and Tween
20 were from Merck. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), leupeptin, pepstatin, guanosine
5'-[y-thio] triphosphate tetralithium salt (GTP-y-S), sodium arachidonate, cytochrome C
from horse heart, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced (NADPH),

superoxide dismutase from bovine erythrocyte (SOD), cytochalasin B, N-formyl-methionyl-
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leucyl-alanine (fMLP), Oil Red O, ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraacetic acid (EGTA), Ny-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride, HEPES, 5-doxyl
stearic acid (2-(3-carboxypropyl)-4,4-dimethyl-2-tridecyl-3-oxazolidinyloxy, free radical) and
16-doxyl stearic acid (2-(14-carboxytetradecyl)-2-ethyl-4,4-dimethyl-3-oxazolidinyloxy, free
radical) were purchased from Sigma-Aldrich (Bornem, Belgium). Nitrotetrazolium blue
chloride (NBT) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate disodium salt (BCIP) were both
from Fermentas (Sankt Leon-Rot, Germany) and IMDM medium, penicillin, streptomycin,
amphotericin B, fetal bovine serum and Hanks’ balanced salt solution (HBSS) were from
Gibco-Invitrogen (Fischer Scientific, Erembodegem, Belgium). Isopropanol was purchased
from VWR (Leuven, Belgium). Bovine serum albumin (BSA) was from Roche (Mannheim,
Germany). NDS27, NDS28, HPBCD and y-CD were gifts from Philippe Neven (Faculty of
Pharmacy, University of Lieége, Belgium). All concentrations of NDS27 and NDS28 were
expressed in term of molar concentration of pure curcumin and contain a 5-fold increased

concentration in HPBCD and y-CD respectively.
Methods

Animals experiments
All the experiments were realised in accordance with the ethic committee of the Faculty of
Veterinary Medicine of University of Liege (agreement number 1474). Equine neutrophils
were isolated from whole blood drawn on citrate-phosphate-dextrose (PL146, Baxter
Healthcare) or EDTA (Vacuette, Greiner Bio-one) from the jugular vein of healthy horses, fed
and bred in identical conditions and not under medical treatment (Faculty of Veterinary
Medicine, University of Liege, Belgium). Horses were considered as healthy if no clinical signs
of acute disease were observed at the time of sampling. Each batch of neutrophils was
obtained from blood drawn from one horse. Samples were collected by a qualified
veterinarian from the equine clinic of University of Liege in aseptic conditions without any

surgery, anaesthetic procedure or risk for the animal.

Cell culture

Human promyelocytic leukemia cells (HL-60) were obtained from the American Type Culture
Collection (ACCT, USA) and cultured in IMDM medium supplemented with 20 % (v/v) fetal

bovine serum, 100 units/ml penicillin/streptomycin, 1.25 mg/ml amphotericin B, and 2 g/I
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NaHCOs in 50 ml flasks at 37 °C in a 5 % CO, humidified atmosphere. Cells were supplied
with fresh medium two to three times per week to maintain log phase growth. Once a week,
the contents of culture flasks were centrifuged and the cell pellets resuspended in fresh
IMDM and divided into new culture flasks. Before each experiment, cells were counted with

Burker’s cell (Briare, France) to reach the cell number required for the experiments.
Detection of phosphorylated PKC by western blot

Equine neutrophils (20 x 10° cells) isolated as previously described [105], were resuspended
in 1 ml HBSS with 10 M NDS27 or NDS28 or 5x10“ M HPBCD or y-CD. A control with HBSS
alone was realised. After 30 min incubation with the appropriate treatment at 37°C, cells
were activated with cytochalazine B (CB, 5 uM) for 15 min followed by another 15 min
incubation with 10® M fMLP. The suspensions were centrifuged (10 min, 450 x g) to remove
NDS27, NDS28, HPBCD or y-CD and cells were resuspended in 3 ml of Buffer A (Hepes 10
mM, KCl 100 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 3.5 mM, EGTA 12 mM, pH 7.3) [86] supplemented
with a protease inhibitor cocktail (N-a-p-tosyl-L-lysine choromethyl ketone 10 mM, PMSF
1mM, leupeptin 1.8 uM, pepstatin 1.5 uM). Thereafter cells were sonicated (6 x 5 sec, 30 %
amplitude, Labsonic P, Sartorius) and ultracentrifuged (1h, 165,000 x g, 4°C). The
supernatant, corresponding to cytosolic proteins, and the pellet containing membrane
proteins resuspended in 500 pl of Buffer A supplemented with anti-proteases cocktail, were

kept for further western blotting analysis.

Protein samples (5 to 10 pg in a total volume of 10ul Buffer A) were added with 4 ul of
loading buffer (Nu PAGE LDS sample buffer, Invitrogen) and 1.6 pl of reducing agent (Nu
PAGE sample reducing agent, Invitrogen). Samples were denatured 10 min at 70 °C and 15 pl
were loaded on a 4-12 % Bis-Tris gel (Nu PAGE, Invitrogen). After electrophoresis at 200V for
1h with MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen), the proteins were transferred to a PVDF
membrane using a semi-dry electroblotter (55 min, 15V) and then blocked 30 min in Tris-
buffered saline (TBS) containing Tween 20 (0.1 %) and BSA (1 %). After washing with TBST
(TBS + 0.1 % Tween 20), the membranes were incubated for 1 h with p-PKC & rabbit
polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, pPKC& ser 645-R, sc18369-R, dilution: 200x),
washed once with TBST, then incubated for 30 min with anti-rabbit IgG antibodies from goat

conjugated to alkaline phosphatase (Abcam, ab97048, dilution: 3000x). After three washing
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steps of 5 min each with TBST and another one with TBS, the staining was achieved by using
Nitro blue tetrazolium (NBT) and 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) as substrate
for alkaline phosphatase. To quantify the blot, imagel) software [162] was used. The relative
values were reported by mg of proteins and the ratio between p-PKCS found in membrane
and in the cytosol was calculated to evaluate the part of PKCS6 that migrated to the

membrane.

ICsp determination of NDS27 and NDS28 on PKC§ activity

A radiometric protein kinase assay (*>PanQuinase Activity assay) made by ProQinase
(Freiburg, Germany) was used for measuring the kinase activity of the PKC6 protein kinase.
The kinase assay was performed in 96-well FlashPlates from PerkinElmer (Boston, MA, USA)
in a 50 pl reaction volume. The reaction cocktail was prepared in the following order: 20 pl
of assay buffer (or standard buffer), 5 pl of ATP solution (in H,0), 5 ul of tested compound
(NDS27 and NDS28 from 10 M to 3x10° M; HPBCD and y-DC from 5x10™ to 1.5x10® M in 10
% DMSO) and 20 pl enzyme/substrate mix. The assay mixture contained 70 mM HEPES-
NaOH, pH 7.5, 3 mM MgCl,, 3 mM MnCl,, 3 uM Na-orthovanadate, 1.2 mM DTT, 50 pg/ml
PEG,0000, 10 UM ATP, [v—33P]—ATP (approximatively 6x10° cpm per well), 4.5 nM recombinant
PKC& (ProQinase), 0.125 pg/50 pl substrate (PKC 19-31).

The reaction cocktails were incubated at 30°C for 60 min. The reaction was stopped with 50
ul of 2 % (v/v) H3PO,4 and the plates were washed two times with 200 pl of 0.9 % (w/v) NaCl.
Incorporation of 3pj was determined with a microplate scintillation counter (Microbeta,

Wallac). All assays were performed with a Beckman Coulter/SAGIAN core system.

The median value of the counts obtained in absence of a protein kinase but in presence of
the substrate was defined as "low control" and represented the unspecific binding of
radioactivity to the plate. The median value of the counts for the protein kinase fully active
without inhibitor was taken as the "high control". The difference between high and low
control was taken as 100 % activity. The residual activity for each tested compound was

calculated with the following formula:

Residual Activity ( %) = 100 x [(cpm of compound - low control)/(high control-low control)]
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The residual activities for each concentration and the compound ICsg values were calculated
using Quattro Workflow V3.1.0 software (Quattro Research GmbH, Munich, Germany,
www.quattro-research.com). The fitting model for 1Csy determinations was "Sigmoidal
response (variable slope)" with parameters "top" fixed at 100 % and "bottom" at 0 %. The

fitting method used was a least-square fit.
Cell-free system of oxidase activation

As previously described [95], 2 ug of crude membranes and 50 pg of cytosolic proteins were
stimulated by addition of 10 pl sodium arachidonate and 2 pl of guanosine 5’-[y-thio]
triphosphate tetralithium salt (GTP-y-S) (2 uM). A preliminary assay was performed with
each batch to determine the optimal amount of sodium arachidonate to be added to provide
maximal oxidase activation. The cell-free assay activation was performed in 96-well plates
(microtiter assembly breakable strip, Thermo Fisher Scientific) in a total volume of 200 pl
phosphate buffered saline (PBS) plus 10 mM MgSQ,. After 5 min incubation under stirring
(RT, 600 rpm), 30ul cytochrome C (100 uM) were added. Reduction of cytochrome C was
initiated by the addition of 10 pl NADPH (250 uM) and the increase of absorbance at 550 nm
was followed with a multi-plate reader (Multiscan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific) during
5 min. For each experiment, a control supplemented with 200 U/ml superoxide dismutase
(SOD), was performed in parallel to the same test without SOD (replaced by an equivalent
volume of PBS+MgSQ,). The difference of absorbance between the reduction of cytochrome
C in the presence and absence of SOD was used to evaluate the specific reduction of
cytochrome C by 0,° generated by the oxidase activity. The 0,* concentration was
calculated using Beer-Lambert law with an absorption coefficient of cytochrome C equal to

21.1 mMcmtat 550 nm.

In a first experimental model, the tested molecules (10® to 10* M NDS27 or NDS28 and
5x10° to 5x10™* M HPBCD or y-CD) were pre-incubated for 5 min at room temperature under
stirring before the assembly of NADPH oxidase by sodium arachidonate and GTP-y-S. Then,
cytochrome C, SOD (for controls) or PBS+MgS0O, and NADPH were added to measure the
oxidase activity. In a second model, the tested molecules were added under stirring (600
rpm) after the assembly with sodium arachidonate and GTP-y-S and, after 5 min incubation,

the NADPH oxidase activity was measured as for the first model.
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Measurement of lipid content by Oil Red O

Five million PMNs/ml in HBSS were incubated with 10’3, 2x107 or 3x10°3 M NDS27 or NDS28
or with 5x10, 10x10 or 15x10 M HPBCD or y-CD for 2 hours at 37°C. Cells were then
centrifuged (5 min, RT, 524xg) and the supernatant containing the excess of tested
molecules, was discarded. The pellet was washed with 1 ml of HBSS. After the washing step,
the cell pellets were separated in two parts: in the first one, 500 pl of Oil Red O (1 % w/v
diluted in a mixture of isopropanol and water 3:2) were added and in the second part, 500 pl
of isopropanol/water mixture (3:2) were added as control. After a 30-min period of
incubation at 37°C, cells were washed three times with 1 ml of HBSS and resuspended in 500
pl of HBSS. Two hundred pl of each sample were placed in the cavities of a microplate and
the absorbance was measured at 540 nm with a microplate reader (Multiskan Ascent FL,
Thermo Fisher Scientific). Absorbance values of the control tests with isopropanol/water
mixture were subtracted from absorbance values of cells coloured by Oil Red O to avoid

interferences due to the natural colour of curcumin.

Electron spin resonance (ESR) experiments with 5- and 16-DSA
HL-60 cells (5x10°/500 pl of HBSS) were incubated for 20 min with 5 pl of either 5- or 16 DSA
(0.01 M). The cells were then centrifuged and the pellets were resuspended in 500 ul HBSS
supplemented with either 10* M NDS27, NDS28, 5x10™* M HPBCD or y-CD and incubated for
10 min at RT. Subsequently, cells were centrifuged and the pellet (resuspended in 500 ul of
HBSS) and supernatant were transferred into separate micro-caps tubes (sealed with rubber
and transferred into ESR tube), placed into the cavity of the ESR spectrometer. The ESR
characteristic spectra of the 5-DSA and 16-DSA signals were recorded. The measurements
were implemented at 300 K with a continuous wave spectrum EMX-micro of Bruker (Briker,
Rheinstetten, Germany), operating at fixed X-band frequency of 9.5 GHz and at a microwave
power of 10.88 mW. The instrumental settings were as follows: 100 kHz modulation
frequency, 2 G modulation amplitude, 3,389.698 G magnetic field center, and 3.56 x 10*

receiver gain. The sweep width was 89.652 G and the total number of scans was five.
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HPLC quantification of curcumin from NDS27 and NDS28

incorporated into the cells
HPLC quantification of curcumin was performed as previously described [105]. Briefly,
100x10° isolated PMNs were resuspended in 2 ml of PBS supplemented with NDS27 or
NDS28 (10*M) and incubated 30 min at 37°C. The cells were then washed and separated
into different fractions [105]. The assay of curcumin was performed by a HPLC system
including a Merck Hitachi L-7100 solvent delivery system (pump) working at a flow rate of
0.7 ml/min, a Merck Hitachi L-7400 UV detector and a 7725i rheodyne injector with a loop of
20 ul. The EZ Chrom ELITE software was used for integration. Chromatography was
conducted using a Merck LichroCart 125-4 LiChrospher 100 RP-18 (5 pm) column with an
isocratic elution with tetrahydrofuran (THF)/ 50 mM citrate buffer (pH=6) (66:34) and

detection at 419 nm using a UV detector.

Statistical analysis
Data are given in relative values ( %) in reference to control groups defined as 100 %. All data
are expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M.) of at least two independent
experiments made with different cell batches. Statistical analysis was realised with
corresponding solvent vehicle control group as reference. An independent T-test was
performed with SOFA statistics 1.3.2 (Released under open source AGPL3 licence© 2009-13
Paton-Simpson & Associates Ltd). A Mann-Whitney test was realised for data that did not

respect a Gaussian distribution. A p-value <0.05 was considered as significant.
Results

Effect of NDS27 and NDS28 on the phosphorylation and translocation

of PKC6
The western blot analysis showed that, in activated PMNs (C), the signal corresponding to p-
PKC& was stronger in the fraction containing the membranes compared to cytosolic fractions
(Figure 45A). Upon pre-incubation of the cells with 10* M NDS27 or with 5x10* M HPBCD,
we observed a reduction of the p-PKC& content in membranes but an increase in the cytosol
suggesting that NDS27 and HPBCD decreased the migration of phosphorylated PKC to the
membrane and thus the enzyme activation (Figure 45A). The quantification and calculation
of p-PKC& ratio between membrane and cytosol extracts showed that NDS27 and HPBCD
significantly reduced the PKCS activation (respectively -50 % and -71 %, Figure 45B).
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Incubation of PMNs with 10* M NDS28 or 5x10™ M y-CD slightly increased the p-PKC6
content in membrane fractions and reduced it in the cytosol (Figure 45C), resulting in a non-

significant increase of the membrane/cytosol ratio (Figure 45D).
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Figure 45. Detection of phosphorylated PKC8 (p-PKC8) in cytosolic and membrane extracts from
activated PMNs treated or not with NSD27, NSD28, HPBCD or y-CD. (A) and (C): Example of
western blotting. C: control cells; 27: cells treated with 10 M NDS27; H: cells treated with 5x10* M
HPBCD ; 28: cells treated with 10* M NDS28; G: cells treated with 5x10* M y-CD. (B) and (D):
Quantification of pPKC detected in the cellular extracts (Imagel software). For each condition,
results are expressed as the ratio of p-PKC6 detected in membrane versus cytosolic extracts. The
percentage of inhibition indicated on the top of each column is calculated versus the ratio obtained
for control cells taken as 100 %. Control: control cells; NDS27: cells treated with 10* M NDS27;
HPBCD: cells treated with 5x10* M HPBCD; NDS28 cells treated with 10* M NDS28; y-CD: cells
treated with 5x10* M y-CD. *p<0.05 vs control. Data are given as means * S.E.M. (n24).

Effect of NDS27 and NDS28 on PKCS activity

The hill slopes characteristic of the curve shapes were calculated for each condition and a hill
slope higher than -0.4 would mean that the curve was not sigmoidal, very flat or not
descending. As observed in Figure 46A and C, the shape of the dose-response curves with
NDS27 and NDS28 were sigmoidal as confirmed by the hill slopes lower than -0.4 (-1.37 and -
1.23 respectively). The ICso determined for the two molecules were quite similar: 1.67x10”
M for NDS27 and 1.26x10™ M for NDS28. For HPRCD and y-CD the hill slopes were higher
than -0.4 showing no inhibition (Figure 46B and D).
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Figure 46. Effect of NDS27 (A), HPBCD (B), NDS28 (C) or y-CD (D) concentration (black lines) on the

residual activities of PKC& ( %). A horizontal light grey line shows the inflection points of the curves
corresponding to the ICs,.

Effect of NDS27 and NDS28 on the activity of NADPH oxidase
NDS27, NDS28, HPBCD or y-CD were added before or after NADPH oxidase activation with
GTP-y-S and sodium arachidonate. NDS27 exhibited a dose-dependent inhibitory effect on
the 0,° production and this effect was more pronounced when the molecule was added
before the enzyme assembly (Figure 47A). The inert vehicle substance, or excipient of
NDS27, HPBCD, has a stronger inhibitory effect when added alone than in combination with
curcumin salt (NDS27). Again, the effect of HPBCD was more important when it was added
before the NADPH oxidase activation. NDS28 and y-CD added before the enzyme assembly
had no effect on the NADPH oxidase activity (Figure 47B). When y-CD was added after
assembly, it showed a pro-oxidant activity by increasing 0,* production, however a

significant effect was only observed at 25x10” M.
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Figure 47. Effect of NDS27 and HPBCD (A) or NDS28 and y-CD (B) on NADPH oxidase assembly and
activity as determined by 0, production in cell-free assay. The tested molecules were added
before (dark grey) or after (light grey) NADPH oxidase assembly. The percentages of inhibition
indicated on the top of each column were calculated versus the respective control group (CM),
**p<0.001, *p<0.05. CM: reconstituted complex without the tested molecule. Data are given as
means £ S.E.M (n26).

Influence of NDS27 and NDS28 on the lipid content of cell nembranes

Pre-incubation with NDS27 (2 and 3x10° M) resulted in a significant dose-dependent
reduction in the lipid content of PMNs (Figure 48A). HPBCD alone showed the same
significant effect at the final corresponding concentration of 10x10° and 15x10°> M but the
reduction of lipid content was less important than observed with NDS27. In contrast, pre-
incubation with both NDS28 and y-CD did not affect the lipid content of the cells, except at

2x10° M, where we observed an increase of Oil Red O coloration (Figure 48B).
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Figure 48. Effect of NDS27 and HPBCD (A) or NDS28 and y-CD (B) on the lipid content of PMNs
measured by Oil Red O coloration and compared to control cells. The percentages of inhibition
indicated on the top of each column were calculated versus cells control group (Ctrl), **p<0.001,
*p<0.05. Data are given as means + S.E.M (n26).
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Effect of NDS27 and NDS28 on 5-DSA and 16-DSA probe extraction from

cell membranes

The 5-DSA and 16-DSA probes are detected by ESR spectroscopy based on their nitroxide
radical located on 5th and 16th carbon, respectively. They are characterised by different
lengths of the hydrophobic chain near the nitroxide radical allowing them to anchor more
(16-DSA) or less (5-DSA) deeply in the membrane. The ESR spectra of both 5-DSA and 16-DSA
probes, incubated with HL-60 cells (control), were quite similar for the cellular pellet and the
supernatant, meaning that only a part of the probe is fixed on the cells after incubation
(Figure 49A, B and Figure 50A, B). When the cells pre-incubated with 10™ M NDS27 or 5x10™
M HPBCD, increased ESR signal was observed for the supernatant (Figure 49A, dotted lines),

which is characteristic of the ESR spectrum shape of 5-DSA free in a buffer medium. The
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spectrum recorded on the pellets showed weak signals compared to control pellets (Figure
49A, plain lines) suggesting that only a small part of the probe remained in the cell
membrane after NDS27 or HPBCD treatment. The quantification of the ESR signal intensity
allowed us to establish the tight relationship between the presence of the drug (e.g. NDS27)
within the cell membrane and the uptake of the probe (5-DSA) outside, thus increasing the
signal intensity of free 5-DSA from 895 % for NDS27 versus 778 % in the presence of HPBCD
(Figure 49C). We also obtained a reduction of the signal intensity for the cellular pellets: -28
% for NDS27 and -30 % for HPBCD (Figure 49C). A similar effect was observed when using the
16-DSA probe instead of the 5-DSA one. Intense signals, characteristic of the free probe,
observed in the supernatant when cells were pre-incubated with NDS27 or HPBCD (Figure
49B) but the difference for both signals compared to the control was less marked than with
5-DSA. The quantification of signal intensities showed an increase of 58 and 44 %
respectively in the supernatant for NDS27 and HPBCD and a reduction of 74 % (NDS27) and
77 % (HPBCD) in cellular pellets compared to control (Figure 49D). On the contrary, NDS28
and y-CD, exhibited little influence on the uptake of 5-DSA and 16-DSA outside the cell

membrane compared to control (Figure 50).

Capacity of curcumin from NDS27 and NDS28 to enter the cells
We previously published that the supernatant and the wash fractions of PMNs incubated
with NDS27 contained 31.80 and 3.19 % of total curcumin respectively. After sonication and
two centrifugation steps, 2.48 % of curcumin was found in the cytosol, 16.49 % in the
membrane and 45.65 % in the cellular debris, consisting of granules, nuclei and unbroken
cells. The total relative amount of curcumin entering the PMNs was estimated to be 64.62 %
[105]. Our HPLC measurement also demonstrated that most of the curcumin from NDS28 did
not enter PMNs incubated with this molecule as 84.22 % of curcumin remained in the
supernatant and 1.17 % was recovered after the two washing steps. After sonication and
two centrifugation steps, 1.78 % of curcumin was found in the cytosol fraction, 2.63 % in the

membranes and 10.07 % in the cellular debris (Figure 51).
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Figure 49. Example of ESR spectra obtained with 5x10° HL-60 cells incubated with 5-DSA (A) or 16-
DSA (B) and treated with 10" M NDS27 or 5x10* M HPBCD. After cells centrifugation, the ESR
spectra were recorded on the supernatant (dotted lines) and on the pellets (plain lines)
reconstituted in HBSS. Reproducible results were obtained in at least three replicate experiments.
The signal intensities of 3-lines ESR spectra, corresponding to 5-DSA spectra (C) or 16-DSA spectra
(D) respectively, were calculated and expressed in relative percentage values versus control ones
taken as 100 %. Data are given as means + S.E.M (n23).
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Figure 50. Example of ESR spectra obtained with 5x10° HL-60 cells incubated with 5-DSA (A) or 16-
DSA (B) and treated with 10 M NDS28 or 5x10™ M y-CD. After cells centrifugation, the ESR spectra
were recorded on supernatant (dotted lines) and on pellets (plain lines) reconstituted in HBSS.
Reproducible results were obtained in at least three replicate experiments. The signal intensities of
3-lines ESR spectra, corresponding to 5-DSA spectra (C) or 16-DSA spectra (D) respectively, were
calculated and expressed in relative percentage values versus control ones taken as 100 %. Data
are given as means t S.E.M (n23).
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Figure 51. Quantification of curcumin from NDS27 or NDS28 (10™* M) that entered or not into PMNs
after incubation. Supernatant: curcumin found in the supernatant after 30 min incubation with
cells. Wash: curcumin recovered after two washings of the cells. Cytosol and membrane: curcumin
found in cytosolic and membrane fractions respectively after ultracentrifugation of sonicated cells.
Debris: curcumin found in granules, unbroken cells and nuclei. Data are expressed in relative
percentages versus the sum of the amounts of curcumin found in the different fractions taken as
100 % and are given as the mean + S.E.M of two (for NDS27) or six (for NDS28) separate
experiments (n22).

Discussion
Our present findings [2] and those previously described by other groups including Nakamura
et al. [163] have successfully shown the ability of curcumin to inhibit the ROS production
mediated by stimulated neutrophils. More recently, our group brought further evidence that
curcumin acts not only by a ROS-scavenging effect, but also by inhibiting the NADPH oxidase
activity in cell-free assay [95]. However, the lack of curcumin solubility in aqueous medium
combined with a poor intestinal absorption [164] may reduce its potential therapeutic
effects and complicate its use for biochemical assays. For these reasons, our team has
synthesised NDS27 and NDS28, two water-soluble complexes of curcumin lysinate prepared
with two different cyclodextrins: 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPBCD) and y-
cyclodextrin (y-CD), respectively. As for curcumin, both NDS27 [105] and NDS28
(unpublished results) presented great efficiency in inhibiting ROS production from activated
PMNs and also led to a reduction of the activity of MPO, a strong oxidant enzyme of PMNs.
However, their effects on NADPH oxidase activity, more and more considered as a target to

modulate inflammatory events [29], had not yet been investigated.

In this study, we demonstrate that NDS27 behaves as a potent inhibitor of NADPH oxidase in

cell-free system. The inhibitory effect was more efficient when NDS27 was added before
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(significant inhibition from 10 M) than after the enzyme assembly (significant inhibition at
10™ M), suggesting that NDS27 acts by inhibiting the enzyme assembly rather than by acting
on its activity. These findings are in accordance with our previous results obtained with pure
curcumin [95], but NDS27 exhibited greater inhibitory effect than the parent compound
curcumin to reduce NADPH oxidase assembly since at 10 and 5x10™ M, it totally inhibited
the enzyme activity in cell-free assay while curcumin did not (about 45 % of inhibition at
similar concentrations [95]). The inhibitory potential of curcumin lysinate salt in cell-free
system was somewhere between that of curcumin and NDS27 (data not shown). The
excipient for NDS27, HPBCD, showed more efficient inhibitory effect on the activity of
NADPH oxidase than NDS27 itself, while NDS28 and its excipient, y-CD, had no effect
suggesting that the type of cyclodextrin is important for the mode of action of the soluble
form of curcumin. Besides an evident effect on NADPH oxidase assembly, we have also
demonstrated that NDS27 and NDS28 both act upstream in the NADPH oxidase activation
pathway by inhibiting the PKCS6 activity with ICsq values of 1.67x10° M and 1.26x10” M,
respectively, these values being much lower than the curcumin ICso value which is about 0.6
mM [111]. Although cyclodextrins had no direct effect on the activity of PKCS, the results
obtained by Western blot analysis showed that HPBCD and NDS27 had an inhibitory effect
on the translocation of PKCS, but not y-CD and NDS28 suggesting a different behavior of the
soluble molecules due to the cyclodextrin used. The difference between HPBCD and y-CD is
based on the cavity size formed by 7 or 8 dextrose units respectively. Another structural
characteristic for HPBCD is that the hydroxyl group was esterified with a propyl group that
improved its solubility, as compared to B-cyclodextrins [82]. B-cyclodextrins are also known
to be the most effective sterol-acceptors, due to the diameter of their internal cavity which
matches the size of these molecules [84]. With Oil Red O coloration, we determined the
ability of NDS27, NDS28 and their respective cyclodextrins to extract the lipid content from
the PMNs cell membranes. Due to the sensitivity limitation of this technique, the
concentrations of the molecules were increased compared to those usually used. Our results
demonstrated that HPBCD and, to a bigger extent, NDS27 were able to reduce the lipid
content of the cells while NDS28 and y-CD had almost no effect. This further underlines the

important role played by cyclodextrins.
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To better understand the behavior of the drugs, a set of ESR experiments were conducted,
using 5-DSA and 16-DSA probes which have a poor solubility in water and tend to localise in
the hydrophobic parts of complex systems [115]. The main idea was first to investigate
whether or not incubation of NDS27, or its analog NDS28, influences the membrane fluidity.
Furthermore, we also wanted to understand the mechanism of exchange between the drugs
and membrane and how it could influence the shape and intensity of ESR signals. According
to the ESR data obtained on the HL-60 cellular model, we did not observed any changes in
membrane fluidity. However, the binding of both 5- and 16-DSA at the membrane surface,
indicated by ESR spectra obtained on pellets from cells pre-incubated with the probes,
allows us to successfully demonstrate the capacity of NDS27 and HPBCD to interact with the
probes. Our ESR results are clearly in accordance with Oil Red O experiments and indicate
that NDS27 and HPBCD readily extracted probes from membranes to the supernatant with a
better effect on the 5-DSA than the 16-DSA which is more deeply anchored in the
membrane. On the contrary, the use of NDS28 and y-CD, led to weak ESR signals in

supernatants showing their low potential to extract the probes from membranes.

The latter results could be extended to the action of these molecules on the enzymes
activity. Undoubtedly, a modification of the lipid environment by NDS27 could be
responsible for NADPH oxidase and PKC§ inhibitions. Curcumin may also play a role in this
modification as it can bind to the membrane in a surface-associated mode at low
concentrations and a trans-membrane mode at higher concentrations [165]. In this case, the
drug is anchored to the bilayer by a hydrogen bond near the phosphate group of
phospholipids in @ manner somewhat similar to cholesterol [165]. We have previously
demonstrated that curcumin from NDS27 is easily incorporated into PMNs [105], but NDS28
remained to be tested. By HPLC analyses, we determined that curcumin from NDS28
remained in great part in the extracellular medium (85 %) while 65 % of curcumin from
NDS27 was found within the cells [105]. These results suggest that HPBCD easily exchanges
curcumin lysinate for lipid components while y-CD does not, making HPBCD a better drug
delivery agent for curcumin lysinate salt. Moreover, HPBCD has been previously used in
complexation with other flavonoids to solubilise and increase their antioxidant capacities by
protecting molecules from oxidation by radical species [166]. Yancey et al. (1996) suggested

that HPBCD is able to diffuse into the proximity of the plasma membrane, meaning that
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cholesterol molecules could enter directly into the hydrophobic pocket of the cyclodextrin
without the necessity of completely desorbing through the aqueous phase [167]. While the
suitability of B-CD and its derivatives to interact with the phospholipids is questioned, the
potency of B-CD to preferentially extract cholesterol from cell membranes is broadly
recognised [138]. NDS27 appeared to perform more efficiently in the extraction of lipid
molecules than HPBCD alone. Owing to the incorporation of curcumin in the apolar cavity of
HPBCD, a direct exchange of curcumin for cholesterol could occur. On the contrary, HPBCD
will first fill its apolar cavity with water molecules that will be subsequently exchanged for
cholesterol [83]. The alteration of lipid distribution by curcumin lysinate [78, 116] and
HPBCD [168] can affect the activity of membrane proteins and the cell signaling through the
alteration of lipid raft systems (cholesterol-rich, detergent insoluble compartment
membranes) which participate in the signal transduction mechanism [31]. A recent study by
Tsukamoto and co-workers [169] showed that curcumin, at very low concentration,
modulates the lipid raft domains by localising between the liquid ordered (l,) raft and the
surrounding liquid disordered (l4) phase causing a domain fusion process. In neutrophils,
FcyRIIIB receptors, associated with lipid raft by a glycophosphatidyl inositol (GPI) anchor, are
implied in the oxidase activation. Upon stimulation, PKC6 and cytosolic components of
NADPH oxidase are recruited to these microdomains and PKC phosphorylates p47phox
inducing its conformational change and its interaction with the flavocytochrome bssg [117,
118]. A final possible mechanism to explain the inhibition of NADPH oxidase activity by the
action of curcumin on PKC (Ca2+ dependent or not) activation, is its interaction with the ca®
binding domain and with a stimulatory site located in the kinase domain of the enzyme

[170].
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In conclusion, our results indicate that both soluble forms of curcumin lysinate have similar
effects on the neutrophils' MPO and ROS scavenging activities. But, depending on the
cyclodextrin used, NDS27 and NDS28 have a totally different behavior regarding NADPH
oxidase and PKC§, two enzymes whose activities are strongly linked to lipid rafts. The choice
of cyclodextrin vehicle for curcumin lysinate seems essential to preserve and improve the
capacity of the salt to interact with membranes, disturb lipid raft domains and enter into the
cytosol, and thus to disrupt the pathways involved in the NADPH oxidase activation and the
ROS production. Our study demonstrates that NDS27, together with HPBCD, is a better
candidate than NDS28 with y-CD for the modulation of excessive activation of PMNs. These
findings may open up therapeutic perspectives to control equine or human pathologies with

excessive inflammatory reactions as already demonstrated in vivo in horses [4].
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Article IV

EquiNox2: a new method to measure NADPH oxidase activity and to study

effect of inhibitors and their interactions with the enzyme

Sandrine Derochette, Didier Serteyn, Ange Mouithys-Mickalad, Justine Ceusters, Ginette

Deby-Dupont, Philippe Neven, Thierry Franck
Talanta, Under review.

Abstract
Excessive neutrophil stimulation and reactive oxygen species (ROS) production are involved
in numerous human or horse pathologies. The modulation of the neutrophil NADPH oxidase
(Nox2) has a great therapeutic potential since this enzyme produces superoxide anion whose
most of the other ROS derive. The measurement of Nox2 activity by cell-free systems is
often used to test potential inhibitors of the enzyme. A major drawback of this technique is
the possible interferences between inhibitors and the probe, ferricytochrome C, used to
measure the activity. We designed the "EquiNox2", a new pharmacological tool, to
determine the direct interaction of potential inhibitors with equine Nox2 and their effect on
the enzyme activity or assembly. This method consists in binding the flavocytochrome bssg or
the entire Nox2 onto the wells of a microplate followed by incubation with potential
inhibitors or drugs. After incubation, the excess of the drug is simply eliminated or washed
prior measuring the activity of the reconstituted complex. This latter step avoid the risk of
interference between the inhibitor and the revelation solution and can distinguish if
inhibitors, strongly bound or not, could interfere with the assembly of the enzymatic
complex or with its activity. The EquiNox2 was validated using diphenyliodonium chloride
and Gp91-ds-tat, two well-known inhibitors largely described for human NADPH oxidase.
The present technique was used to study and understand better the effect of curcumin and
its water-soluble derivative, NDS27, on the assembly and activity of Nox2. We demonstrated
that curcumin and NDS27 can strongly bind to the enzyme and prevents its assembly making
these molecules good candidates for the treatment of horse or human pathologies implying

an excessive activation of neutrophils.
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Introduction
A number of inflammatory diseases [171, 172] are due to a disturbance of homeostasis and
an increased level of reactive oxygen species (ROS) partly linked to an increase activity of the
enzymes involved in their formation such as NADPH oxidase (Nox) [28, 171]. Nox were
primarily found into neutrophils (PMNs) but other non-phagocytic NADPH oxidases were
also found into different cells and tissues [29]. The neutrophil NADPH oxidase called Nox2 is
a multi-component enzyme including cytosolic and membrane subunits. Upon stimulation,
the translocation of the cytosolic components (p40phox, p47phox, p67phox and Rac) to the
membrane-bound flavocytochrome bssg (gp91phox and p22phox) is induced. This
translocation requires a conformational modification of the components and a complex set
of protein/protein interactions [18] necessary for the activity of NADPH oxidase. Nox2
produces 0,* from which other ROS are derived such as hydrogen peroxide, oxidising
halogen compounds (i.e. HOCI) and free radicals, all participating in the host defense by
killing invading microbes [29]. In some pathological conditions of acute or chronic
inflammation, the uncontrolled activation of PMNs is responsible for ROS releases in the
extracellular medium causing deleterious effects on neighbouring cells. Unlike other species,
horses are particularly sensitive to inflammation [67] and suffer from inflammatory
pathologies such as laminitis, recurrent airway obstruction or intestinal strangulation that
are often associated with an endotoxic shock [6, 142]. Several research groups highlighted
the PMNs implication in these pathologies, with a release of inflammatory mediators,
myeloperoxidase, proteases, ROS,... It appears that the modulation of enzymes involved in
neutrophil stimulation and ROS production such as Nox2 becomes therapeutic targets to
treat pathologies with excessive inflammation [18, 29, 69]. There are several techniques for
studying the activity of Nox2 on isolated neutrophils by measuring the extracellular
formation of superoxide anion; one of these are the cell-free systems (CFS) consisting of the
in vitro assembly of Nox2 subunits extracted from non stimulated PMNs followed by the Nox
activity measurement. Such techniques are widely used to study NADPH oxidase [45] and to
test potential inhibitors on the activity or assembly of the enzyme [95, 113] but with major
drawbacks because the tested molecules cannot be removed from the medium before the
measurement of the activity. This implies possible interferences between the tested
molecule and the probe used for the activity measurement (i.e. lucigenin, ferricytochrome

C), and we cannot exclude a scavenging effect of the molecule on 0,"".
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Based on our CFS for equine Nox2 [95], we designed the "EquiNox2", a new pharmacological
tool, to determine the direct interactions of potential inhibitors with equine Nox2 and their
effects on the enzyme activity or assembly. The method consists in the fixation of the
flavocytochrome bssg or the entire in vitro reconstituted complex on a solid support what
allows the incubation of the tested molecules and their washing before the measurement of
the activity. The washing steps are necessary for avoiding interferences between the
molecule being investigated and the revelation system. Our newly developed method
contributes also to evidence interactions between the molecules and flavocytochrome bssg
or the entire Nox2. We described here the development and optimization of the EquiNox2

method and its first application as pharmacological tool.
Material and methods

Chemicals and reagents
Analytical grade Na, K, Ca and Mg salts, dimethylsulfoxide (DMSO), ethanol (CHsCH,0H),
acetic acid and sucrose were from Merck. Dextran, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
leupeptine, guanosine 5’-[y-thio] triphosphate tetralithium salt  (GTP-y-S), sodium
arachidonate (AA), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced (NADPH),
superoxide dismutase from bovine erythrocyte (SOD), diphenyliodonium chloride (DPI) were
purchased from Sigma-Aldrich (Bornem, Belgium). Trypan blue was from ICN Biomedicals,
Inc (Ohio, USA). Gp91ds-tat was from Eurogentec (Seraing, Belgium). Ficoll 400 was
purchased from Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). Sodium dithionite was from
Oroboros (Innsbruck, Austria) and L-012 from Wako Pure Chemical Industries (Japan).
NDS27, (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (HPBCD) and curcumin were gifts from Philippe

Neven (Faculty of Pharmacy, University of Liege, Belgium).
Methods

Equine blood sampling
All the blood samplings were realised in accordance with the ethic committee of the Faculty
of Veterinary Medicine of the University of Liege (agreement number 1474). Blood was
drawn on citrate-phosphate-dextrose (PL146, Baxter Healthcare) from the jugular vein of
healthy horses, fed and bred in identical conditions and not under medical treatment

(Faculty of Veterinary Medicine, University of Liege, Belgium). Horses were considered as
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healthy if no clinical signs of acute disease were observed at the time of sampling. Each
batch for neutrophils isolation was 450 ml of blood drawn from one horse. The sampling was
made by a qualified Veterinarian from the equine clinic of the University of Liege in aseptic
conditions without any surgery or anaesthetic procedure and without any risk for the

animal.

Isolation of equine neutrophils
The neutrophils were isolated at room temperature (18-22°C) by two steps of sedimentation:
sedimentation on dextran followed by differential sedimentation on Hypaque-Ficoll as
described by Nauseef (2007) [147]. The polymorphonuclear fraction was gently collected and
washed in two volumes of physiological saline solution. The cell pellets were suspended in
sonication buffer [20 mM phosphate buffer, pH 7.4, supplemented with 340 mM sucrose, 7
mM MgS0O4;, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 50 uM leupeptine]. The cell
preparation was 2 90 % neutrophils with a viability of 95 % as measured by the Trypan blue
exclusion test [128]. The cells were used immediately after isolation and each experiment

was repeated at least twice with different cell batches from different horses.

Preparation of cytosol and membrane fractions from neutrophils
Neutrophils were sonicated 3 x 10 sec with an amplitude of 30 % (Labsonic P, Sartorius) and
the homogenate was centrifuged 10 min at 10,000xg (4°C). The sediment consisting of
unbroken cells, granules and nuclei was discarded, and the supernatant was centrifuged at
165,000xg for 1h (4°C). Pellets containing membranes were resuspended in 3 mL of
sonication buffer and frozen at -80°C for storage. The supernatant containing cytosolic
proteins was also stored at -80°C. Before freezing, the protein contents were determined by

the bicinchoninic acid method [148] with bovine serum albumin as standard.

Determination of cytochrome bssg concentration
Differential absorption spectra were performed to quantify cytochrome bssg content in the
membrane extracts. Spectra were recorded with a diode array spectrophotometer (Hewlett
Packard 8453) in 100 pL quartz cuvette of (Macro-Cell QS 10.00 mm). Spectrum of native
oxidized cytochrome bssg was recorded between 400 to 650 nm. Then the cytochrome was
reduced by the addition of few grains of sodium dithionite and a spectrum was recorded

again at the same wavelengths. The difference between the two spectra was calculated and
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showed two major peaks at 426 and 558 nm and a little one at 530 nm. The Beer-Lambert
law was used to calculate the heme concentration: the extinction molar coefficient at 426
nm (€42¢) is 106 mM™.cm™. Since the cytochrome bssg contains two hemes, the calculated
value was multiplied per two to determine the real concentration. The CL values expressed

in mV were reported by the cytochrome concentration used.
EquiNox2 oxidase activity measurement

Optimisation of the technique
As illustrated in Figure 52A, membrane fractions (1.5-4.5 pg) diluted in 100 pl of PBS + 10
mM MgSO,4 were coated in 96-wells white plates (Nunc, Maxisorp Thermo Fisher Scientific)
by an incubation of 1h to over night at 4, 20 or 37°C. Then the wells were emptied and
washed (0, 1, 2 or 3 times with 100 pl of PBS + 10 mM MgSQO,). The cytosolic proteins were
added keeping a cytosol/membrane ratio of 25, determined as optimal in previous
experiments [95], and the complex assembly was stimulated by the addition of 10 pL sodium
arachidonate (AA) (0-120 uM) and 2 pl of guanosine 5'-[y-thio] triphosphate tetralithium salt
(GTP-y-S) (0-40 uM), during 30 min, under stirring (600 rpm), at room temperature. Again,
the wells were emptied and the revelation was achieved by the addition of 170 ul of PBS +
10 mM MgS0Qy, 20 pl L-012 (1.2 mg/ml in distilled water) and just after the addition of 10 pl
NADPH (238 uM) the chemiluminescence response was followed with a multi-plate reader

(Fluoroscan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific) for 30 min at 37 °C.

In a second model (Figure 52B), the entire complex reconstituted in vitro as described for
CFS [95] was coated on 96-well microplates. The same concentrations of cytosolic and
membrane proteins previously used were stimulated with GTP-y-S (0-40 uM) and AA (0-120
uM) for 30 min, under stirring (600 rpm) at RT. The plate was then incubated for 1h to over
night at 4, 20 or 37°C to allow the fixation of the Nox2 complex. Then the wells were
emptied without or with a washing step (1, 2 or 3 times with 100 pl of PBS + 10 mM MgSQ,)

and the revelation was achieved as previously described.
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Figure 52. General scheme of the EquiNox2 technique to measure NADPH oxidase activity. (A)
Membrane proteins are fixed onto the wells of a microplate for 2h at 4°C, then the supernatant is
eliminated by washing steps and the cytosolic proteins are added with the activators : sodium
arachidonate (AA) and guanosine 5'-[y-thio] triphosphate tetralithium salt (GTP-y-S). The assembly
of the complex is favoured by stirring the plate for 30 min and then the unbound complexes are
eliminated by emptying the wells. The enzymatic activity is measured with L-012, NADPH and SOD
(or PBS+MgS0,). (B) Membranes, cytosolic proteins are loaded onto the wells of a microplate and
the assembly of the complex is stimulated with AA and GTP-y-S by stirring the plate for 30 min. The
whole complexes are bound by incubating the plate for 2h at 4°C. Then the supernatant is
eliminated by washing steps and the enzymatic activity is measured by the addition of L-012 and
NADPH in the presence or not of SOD (or PBS+MgS0,).

Validation of the EquiNox2 technique
The specificity of EquiNox2 was established with increasing concentrations of SOD to inhibit
the reaction due to 0,* production and with two well-known inhibitors of Nox2, DPI and

Gp91-ds-tat.

For SOD, in each assay, a control test was performed on the microplate with 0-300 U/ml of
superoxide dismutase (SOD) added together with the L-012 and NADPH solutions. The
difference in the chemiluminescence response obtained between the test performed with
and without SOD corresponds to the specific excitation of L-012 by 0,* generated by the

oxidase activity.

DPI and Gp91ds-tat were used at the concentrations of 10* to 10° M and 1 to 50 uM
respectively. In a first experimental condition, three washing steps were done after the

binding of the membrane or the complex and DPI or Gp91-ds-tat was incubated 15 min and

152



Présentation systématique des résultats

then simply eliminated without washing before starting the activity assay. In a second
experimental condition, after the binding of the membrane or complex, the excess of the
sample was simply eliminated without washing and DPI or Gp91-ds-tat was incubated 15

min and then eliminated by three washing steps before starting the activity assay.

EquiNox2 : a pharmacological tool
EquiNox2 was used as a pharmacological tool to study molecules that could inhibit the
enzymatic complex and a first application was to study the effect of two molecules on the
complex assembly. The tested molecules were curcumin and NDS27, a soluble form of
curcumin lysinate obtained by its complexation with (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin
(HPBCD) [81], as we have previously demonstrated that these two compounds interfere with
the enzyme assembly in cell-free system [95, 113]. In this case, the tested molecules were
incubated with the coated membranes for 15 min, under stirring (100 rpm, 4°C). Then, the
excess of the molecules was simply eliminated by emptying the wells or more intensively
eliminated by three washing steps before the addition of the cytosolic fraction and the
stimulation of the complex assembly. The revelation was achieved by the addition of NADPH

and L-012 allowing the measurement of the oxidase activity (following Figure 52A).

Controls with and without solvent used to dissolve the molecules (DMSO for curcumin and
H,O for NDS27) were also performed. As there was no significant difference between the
responses obtained in the presence and absence of the solvent, only the solvent controls

were represented on the graphs.

Statistical analysis
Data are given in relative values (%) in reference to the activated control group (A) or the
vehicle control groups consisting of reconstituted complex incubated with the solvent used
to dissolve the tested molecule (ex: ethanol, water,...) and defined as 100 %. All data are
expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M) of at least two independent
experiments made with different cell batches and carried out at least in duplicate. Statistical
analysis was performed with corresponding solvent vehicle control groups as reference. An
ANOVA Dunnett Multiple Comparison Test was performed with GraphPad Instat. A Kluskal
Wallis Dunn's Multiple Comparison Test was realised for data that did not respect a Gaussian

distribution. A p-value <0.05 was considered as significant.

153



Présentation systématique des résultats

Results

Choice of the probe for the EquiNox2 activity measurement
The reference method to measure the activity of NADPH oxidase in cell-free systems is based
on the reduction of cytochrome C [85-87] allowing the quantification of 0,* with a 1:1
stoichiometric ratio [36]. However the poor sensitivity of this technique [36] did not allow to
detect Nox2 activity with our new EquiNox2 method. Besides, some molecules such as H,0,
[36] or quercetin, a potential Nox2 inhibitors (personal observations), can interfere with the
probe at high concentrations. We have therefore chosen to work with the L-012
chemiluminescent probe, which has a higher sensitivity than luminol or lucigenin to measure

the production of superoxide anion [173].

Optimization of membrane proteins or entire complex binding

conditions

Membrane and cytosolic protein concentrations were progressively increased keeping a
cytosolic protein concentration 25 fold higher than for membranes as previously determined
for cell free system [95]. Figure 53A shows that the CL response increased with the growing
protein concentrations to reach a maximum at 3.5 ug of membranes and 87.5 ug of cytosolic
proteins as well when the membranes (dark grey) or the complex (light grey) were fixed. For
higher concentrations, the Nox2 activity decreased. The optimal volume for the protein
binding onto the wells was 100 ul (Figure 53B), as the CL response was higher with this
volume compared to the other volumes (50 ul and 200 pl). The incubation temperature
strongly influenced the binding of the proteins and thus the NADPH oxidase activity. We
determined that 4°C was the best incubation temperature, in comparison to 37°C or 20°C,
for fixing membranes or complex onto the wells, and that the best Nox2 activity was
obtained for 1,2 and 4 hours incubation (Figure 53C), with a maximal response after two

hours. The overnight incubation at 4°C drastically decreased the activity.

In summarise, our investigations led us to adopt 3.5 ug for membrane proteins and 87.5 ug
for cytosol proteins in 100 uL of final volume with an incubation for 2h at 4°C to afford the

best Nox2 activity as evidenced by L-012-enhanced CL assay.
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Figure 53. Dependence of the NADPH oxidase activity measured by EquiNox2 related to the
amount of fixed membrane proteins (A), the sample volume (B) or the time and temperature for
the binding of the proteins onto the wells (C). Dark grey left scale: the membranes were fixed onto
the wells followed by the in vitro reconstitution of the enzyme. Light grey right scale: the in vitro
reconstituted complexes were fixed onto the wells. O.N. : Over night. Data are given as mean *
S.E.M. (n23)
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Optimisation of activators for in vitro reconstitution of NADPH oxidase

We used two different cell batches to determine the optimal concentration of Nox2
activators, sodium arachidonate and GTP-y-S, to reach the maximal production of 0, and
the highest CL response for the EquiNox2 assay. The experiments showed that, for the same
batch, it is necessary to add a twofold higher concentration of AA for EqQuiNox2 assay than
for CFS (data not shown). A rise of GTP-y-S concentration until 4 uM resulted in an increase
of the CL response evidenced by the EquiNox2 method for both membranes and complex

bound to the plate (Figure 54).
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Figure 54. Activity of NADPH oxidase measured by EquiNox2 related to the GTP-y-S concentration
(0-20 uM) added to the membranes (dark grey, left scale) or entire complex (light grey, right scale).
Data are given as mean + S.E.M (n=6).

Effect of washing steps on the measurement of NADPH oxidase activity
by EquiNox2

The Nox2 activity slightly decreased with the number of washes, when the washings were
realised after the fixation of membranes (Figure 55, dark grey) or complex (Figure 55, light
grey). However, whatever the number of washings, this decrease appears not significant. We
decided to work with three washing steps either after the coating steps (membrane and

complex) or after the incubation with the tested molecules.
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Figure 55. Activity of NADPH oxidase measured by EquiNox2 method in function of the number of
washing (0, 1, 2 or 3) realised after fixation of membranes or reconstituted complex. Data are given
as mean = S.E.M. (n27).
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Figure 56. Activity of NADPH oxidase measured by EquiNox2 method in function of the SOD
concentration (0-250 U/ml) added after fixation of membranes (dark grey, left scale) or entire
complex (light grey, right scale) onto the wells. Data are given as mean + S.E.M. (n25).

The Nox2 activity decreases in relation with increasing concentrations of SOD to reach a

plateau starting at 50 U/ml (Figure 56) for both the coated membranes and complex. The

residual activity observed over 50 U/ml is not due to the reaction between L-012 and 0,°".
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Effects of diphenyleniodonium chloride (DPI) and Gp91-ds-tat
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Figure 57. Effect of DPI and Gp91-ds-tat on NADPH oxidase activity measured by EquiNox2 method.
DPI (10 to 10 M) and Gp91-ds-tat (1 to 50 uM) were simply eliminated by emptying the wells (A,
B) or more intensively eliminated by 3 washing steps (C, D) to evaluate the bond strength between
the molecule and the enzyme. The percentages of inhibition indicated above each column were
calculated versus the ethanol (EtOH) used as vehicle control for DPI and the acetic acid/NaCl
solution (Ac.Ac./NaCl) vehicle control for Gp91-ds-tat. *p<0.05; **p< 0.01. Data are given as mean t
S.E.M. (n26).

When DPI was incubated with washed membranes or complex and then eliminated by
emptying the well (Figure 57A), it significantly inhibited, until 10°M, the activity of NADPH
oxidase measured by EquiNox2 both with coated membranes (-82 %) or complex (-89 %).
However, when DPI was eliminated by washing steps (Figure 57C), it caused a weaker effect
than in the previous example and that was only significant until 5x10° M for fixed
membranes (-88 %) or at 10* M for coated complex (-79 %). When Gp91-ds-tat was
incubated with washed membranes or complex and then eliminated by emptying the well
(Figure 57B), it reduced the activity of NADPH oxidase measured by EquiNox2 but only at 50

UM with fixed membranes (-67 %). A significant inhibition of Gp91-ds-tat was also observed
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at 50 uM (-91 %) and 25 uM (-86 %) when the washes were done after the incubation with

the molecule (Figure 57D). Gp91-ds-tat did not have any effect on the bound complex.

Preliminary study of curcumin and NDS27 using EquiNox2 with fixed

membranes
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Figure 58. Effect of curcumin (Fig.7B) or NDS27 and HPBCD (Fig.7A) on NADPH oxidase assembly
measured by EquiNox2. Curcumin (10° to 10® M) and NDS27 (10° to 10* M) or HPBCD (5x10° to
5x10™ M) were simply eliminated by emptying the wells (dark grey) or more intensively eliminated
by 3 washing steps (light grey) to evaluate the bound strength between the molecule and the
membrane subunits. The percentages of inhibition indicated above each column were calculated
versus DMSO vehicle control group for curcumin and H,0 vehicle control group for NDS27 and
HPBCD. Data are given as mean £ S.E.M. (n2>5). *p<0.05; **p<0.01.
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When curcumin was incubated with washed membranes and then eliminated by emptying
the well, it significantly reduced, until 10°M, the NADPH oxidase activity (-96 %, Figure 58B).
The effect was slightly less marked when the molecule was removed after three washings

with significant inhibitions observed from 5x10™° M (-85 %, Figure 58B).

The water soluble form of curcumin (NDS27) seems to be a less efficient inhibitor than
curcumin on NADPH oxidase activity in EquiNox2, since after its elimination, without
washing, it induced an inhibition from 5x10° M (-74 %) to 10 (Figure 58A). When it was
eliminated by washings, the NDS27 maintained and even amplified its inhibitory effect on

bound membranes from 5x10™ M (-97 %, Figure 58A).

The excipient of NDS27, (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (HPBCD), had no effect when
simply eliminated from fixed membrane (Figure 58A). However, when it was washed, it

presented a strong inhibitory effect (5x10™ M).

Discussion
Among the enzymes producing ROS, implied in human [171] or horse pathologies [142],
NADPH oxidase is an important therapeutic target as it produces 0,° from which derives
most of the other ROS [29]. To study the effect of potential inhibitors on NADPH oxidase
activity, there are many indirect methods based on the measurement of 0,* produced by
whole cells, on the in vitro reconstitution of the enzyme using cell-free systems [2, 45, 95] or
on the determination of the expression rate of the enzyme [174]. These techniques have
inconveniences: they do not allow to ascertain the real target of the inhibitor (e.g. receptor,
signal transduction pathway, enzyme,...) and they cannot exclude a direct scavenging effect
on the superoxide anion [149]. Based on the cell free system [95], developed for equine
Nox2, the new method, EquiNox2, has the main advantage of studying the direct interaction
of potential Nox2 inhibitors with the enzyme or its membrane fractions. The binding of the
membrane fractions or the entire complex onto the wells of a microplate allows to
eliminate, with or without supplementary washings, the Nox2 inhibitor solutions before the
revelation of the enzyme activity. We used plates with a hydrophilic surface optimised for
the binding of 1gG which also display an increased binding of many other proteins and
biomolecules with hydrophilic/hydrophobic character [175], and we demonstrated that they

were able to fix membrane proteins from neutrophils.
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The optimal parameters to measure maximal activity of Nox2 by EquiNox2 were similar for
the two experimental conditions: membrane binding before complex formation or entire
complex binding after its assembly (Figure 52A and B). The optimal ratio between cytosolic
and membrane proteins (i.e. 25) was similar to that previously determined for the CFS of
equine Nox2 [95], but with a 2-fold higher protein concentrations. The buffer volume for an
optimal fixation was 100 pl, a volume usually used for enzymatic and immunological tests [6,
109]. The optimal incubation time and temperature for the protein binding were 2h and 4°C,
which are easy working conditions. As Pilloud et al. (1989) described for CFS [88], the
activation of Nox2 by AA depends on the concentration of cytosolic and membrane
components of the enzyme in the non purified extracts. Thus the optimal AA concentration
must be determined for each batch of PMNs. Compared to the CFS for equine Nox2[95], a
double concentration of AA and GTP-y-S (4 uM) are necessary for EquiNox2 which also
requires a two-fold higher protein content. The EquiNox2 response, was not significantly
decreased by the washings. Washings are key step to eliminate the tested molecule,
avoiding its direct scavenging effect on 0,", limiting its direct interference with the probe
and allowing to distinguish inhibitors able or not to bind to the membrane or the entire
complex. To ensure that the reaction between L-012 and 0,* was specific, a control assay
was performed with SOD. The addition in the control test of 200 U/ml SOD, corresponding to
the concentration used in CFS [95], inhibited almost all the CL response, leaving a residual CL
value which was subtracted from all the other assays. This residual CL value is questionable

and is probably due to the reaction with H,0, [176].

Concerning the validation of EquiNox2, DPI, an uncompetitive inhibitor of flavoenzymes
[150], reduced efficiently the oxidase activity in EquiNox2, when it was incubated with
membranes or entire complex then simply eliminated, demonstrating its interaction with
Nox2, membranes or complex. The reduction of the inhibitory effect of DPI by a
supplementary washing step suggests a low and reversible bond between DPl and the
enzyme. Previous studies showed that DPI binds flavocytochrome bssg at a site close to the
NADPH binding site and acts by preventing fixation of NADPH [91] and abstracting an
electron from FAD to form a radical [50]. It has also been suggested that DPI directly affects

the heme component Gp91phox [49].
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The chimeric peptide Gp91ds-tat, a potent inhibitor of human Nox2 [51], did not significantly
act when the complex was already reconstituted. However, the peptide induced a significant
inhibitory effect when it was added on the membranes and then eliminated before the
complex assembly, suggesting an interference on the Nox2 assembly as already stated by De
Leo et al. [92] and in our previous observations with CFS [95]. Curiously, when Gp91-ds-tat
was eliminated with a washing step after its incubation with the membranes, the EquiNox2
response was further decreased. A hypothesis is that the interaction of Gp91lds-tat with
membranes proteins weakens the membrane link to the plastic support with the
consequence of membrane loss during the washing. The tat peptide could be implicated in
this interaction, as it binds efficiently the membranes and is then internalised by an
endocytosis process [177]. Gp91-phox is recognised to bind specifically the cytosolic protein
p47phox [51, 69], but to our knowledge no studies have directly focused on the influence of
the tat region on the association of p47phox with the membranes [18]. Although DPI and
Gp91lds-tat are valuable inhibitors of NADPH oxidase for in vitro experiments, their use as
therapeutic agent can be unadvised. Indeed, DPI is toxic for cells as it blocks the
mitochondrial activity and impairs the activity of flavoenzymes [150]. It can also contribute
to the oxidative stress by inhibiting enzymes involved in the pentose phosphate pathway
controlling the intracellular reduced glutathione pool [49, 150]. Gp91ds-tat has a poor oral
bioavailability and its propensity to induce immunogenic response in patients, limits its use

in the treatment of vascular disease [18].

An alternative is to use natural molecules to inhibit NADPH oxidase without cellular toxicity.
Among them, curcumin is a natural compound that has been widely studied for its anti-
inflammatory and antioxidant capacities both on human [77, 126, 144] and horses [2, 6, 95,
105]. Our team had already demonstrated that the molecule, and its water-soluble form
NDS27 (curcumin lysinate complexed with 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPBCD)) [81],
can interfere with the Nox2 assembly in CFS. We used here the EquiNox2 method to
determine if these molecules interact with the membranes subunits of NADPH oxidase. We
showed the ability of curcumin to interact with the membrane of Nox2, an effect which was
maintained but reduced when the molecule was eliminated by a washing step. These
observations confirm the capacity of curcumin to perturb the assembly of Nox2 [95], and

suggest that its binding to the membrane fraction of Nox2 does not strongly resist to
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washes. Curcumin is a lipophilic molecule that accumulates in biological membranes and
disturbs membranes proteins especially those which need a conformational change for their
activity as Nox2 [78]. These lipophilic properties are maybe responsible for the activities of
curcumin on Nox2 assembly. NDS27, seemed to be less efficient than curcumin when the
molecule was simply eliminated but had a better inhibitory effect when the molecule was
washed. The excipient alone, HPBCD had no significant effect when it was simply eliminated
but with the washing step, a significant inhibition of the EquiNox2 response was observed at
the highest concentration used (5x10° M). These results suggest a strong interaction
between membranes and NDS27, that could weaken the fixation of the membrane proteins
to the plastic support, as already stated with Gp91-ds-tat. As we previously published [113],
the combination of curcumin lysinate with HPBCD allows an exchange of the membrane
lipids and cholesterol against curcumin. This curcumin incorporation into membranes is
higher with NDS27 than with curcumin alone (personal observations), and these
modifications in membranes composition can affect membrane binding strength onto the

wells of the microplate.

Our EquiNox2 results clearly evidence that curcumin and NDS27 can strongly bind the
membrane fraction and thus interfering with the enzyme assembly and activity. Further

studies are needed to target the real nature of this link.

In conclusion, we designed a new method called EquiNox2, and have established its optimal
working conditions to distinguish inhibitors that bind, strongly or not, to the membrane
fraction or the entire complex of equine neutrophil NADPH oxidase and disturb its activity.
By optimising and validating this research tool, we demonstrated that curcumin and its
soluble derivative, NDS27, could strongly bind to the enzyme and prevent the NADPH
oxidase assembly making these molecules good candidates for the treatment of horse or
human pathologies implying an increase of oxidative stress linked with the oxidative burst of

neutrophils.
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Le "cell-free system" et 'EquiNox2

Les chevaux sont particulierement sensibles a l'inflammation et certaines pathologies
équines, comme les maladies gastro-intestinales, s'accompagnent d'une stimulation
excessive des neutrophiles et de la libération de ROS dans le milieu extracellulaire,
responsables de dégats cellulaires secondaires et pouvant mener a la mort de l'animal [1,
68]. Une solution thérapeutique est de moduler I'activité des enzymes productrices de ROS
et principalement l'activité de la NADPH oxydase, premiere enzyme de la cascade de
production des ROS [29]. Cependant, les inhibiteurs actuellement décrits dans la littérature
sont peu utilisés en thérapie par manque de spécificité ou parce qu’ils ne remplissent pas les
critéres de sécurité [29]. Les études précédemment réalisées au CORD sur les inhibiteurs
potentiels de la NADPH oxydase utilisaient principalement des méthodes indirectes en
mesurant la production d'0,* libérés par les neutrophiles stimulés [2, 58, 60, 105, 178]. Pour
tester des inhibiteurs spécifiquement sur l'activité de la NADPH oxydase équine, une
solution est d'utiliser la technique "cell-free system", consistant en la reconstitution in vitro
de la NADPH oxydase aprés avoir séparé ses sous-unités cytosoliques et membranaires. Au
début de ma these, cette technique pour la mesure de l'activité de I'enzyme équine n’était

pas disponible au CORD.

Développement, optimalisation et validation du "cell-free system"
Nous avons développé et validé cette technique pour mesurer |'activité de la NADPH
oxydase des PMNs équins a partir de méthodes publiées pour les enzymes humaines ou
d'autres especes [86-89], car la méthode publiée par Heyneman et al. (1984) pour la Nox2
équine n'a jamais donné de résultats concluants dans nos conditions de travail [85]. Nous
avons déterminé les conditions optimales en protéines cytosoliques, en protéines
membranaires, en agents stimulant I'assemblage de I'enzyme (I'arachidonate de sodium et le
GTP-y-S) afin d'obtenir une production maximale d'0,* par l'enzyme. Comparée a des
techniques "cell-free system" pour la Nox2 humaine [87, 145], la quantité de protéines
membranaires que nous utilisons (2 pg) est largement inférieure aux concentrations utilisées
dans ces techniques (entre 10 et 30 pg), pour une production d'0,* similaire dans nos
conditions (304,97 + 94,36 nmol d'0,* /min/mg de protéines ) contre 215 + 21 nmol d'0,*
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/min/mg de protéines dans les conditions de Batot et al. (1995) [145]. La concentration en
SOD permettant d'inhiber la réduction du ferricytochrome C due a I'0,* (200 U/ml dans nos
conditions) est d'ailleurs comparable a celle utilisée par Gillibert et al. (2005) [87], suggérant
gue l'activité de I'enzyme équine pourrait étre supérieure a celle de I'enzyme humaine. Les
concentrations en GTP-y-S (2 uM) et en arachidonate de sodium (50-80 uM) que nous
utilisons pour l'assemblage de la Nox2 équine sont également inférieures a celles utilisées
pour la NADPH oxydase humaine (entre 80 et 120 uM d'arachidonate de sodium et entre 10
et 40 uM en GTP-y-S). Par contre, proportionnellement a la quantité de protéines
membranaires, nous utilisons plus de protéines cytosoliques suggérant que la quantité de
sous-unités cytosoliques récupérée dans nos échantillons est plus faible que celle obtenue

par les techniques de Batot et al. (1995) et Gillibert et al. (2005).

La mesure de la production d'0,* en "cell-free system" est généralement réalisée par
spectrophotométrie dans des cuvettes individuelles [85, 87, 145, 179]. Nous avons, pour
notre part, opté pour un dosage en microplaques de 96 puits, ce qui nous apporte |'avantage
de pouvoir réaliser plus rapidement un plus grand nombre de tests et de pouvoir comparer
I'effet de différents inhibiteurs ou de différentes concentrations d'un inhibiteur dans les

mémes conditions et sur la méme microplaque.

La validation de notre "cell-free system" a été réalisée avec des inhibiteurs connus de la
NADPH oxydase : le DPI et le Gp91ds-tat. Ces molécules inhibent le signal obtenu en "cell-
free system" et confirment, d'une part, que nous mesurons bien l'activité de la NADPH
oxydase et, d'autre part, que ces molécules sont également actives sur I'enzyme équine. A
notre connaissance, I'effet inhibiteur du Gp91ds-tat n’a jamais été démontré sur la Nox2
équine tandis que l'effet inhibiteur du DPI n’a été démontré que par une technique de
mesure de production d’anion superoxyde avec des PMNs isolés [3]. Par ailleurs, nous avons
exploité deux conditions pour étudier les effets d’inhibiteurs potentiels : une premiere
condition ou les molécules sont ajoutées avant I'assemblage et la seconde ou les molécules
sont ajoutées apres l'assemblage de I'enzyme, nous permettant ainsi de déterminer si elles
agissent plutét en empéchant I'assemblage de la Nox2 ou sur l'activité du complexe
reconstitué. Les résultats obtenus ont montré que le DPI agissait sur |I'enzyme reconstituée,
confirmant son activité décrite dans la littérature : il interfere avec la fixation du NADPH et

extrait les électrons de la chaine de transport du flavocytochrome bssg [50, 91]. Le Gp91ds-
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tat, lui, inhibe I'assemblage de I'enzyme en interférant avec |'assemblage des sous-unités
p47phox et Gp91phox, montrant que cette région est conservée chez le cheval par rapport a

d'autres espéeces [51, 92-94].

Le "cell-free system" présente |'avantage, par rapport a des techniques ou I'on mesure la
production d'0,* sur des neutrophiles entiers, d'étudier directement |'effet d'inhibiteurs
potentiels sur l'activité de I'enzyme. En plus, la mesure de la production d'0,* via la
réduction du ferricytochrome C permet de quantifier les O,* produits grace a une réaction
de stoechiométrie 1 : 1 [36]. Par rapport a d'autres "cell-free system" décrits dans la
littérature [87, 145], notre technique développée a partir des neutrophiles équins présente
divers avantages supplémentaires : (1) l'utilisation de plus faibles concentrations en
protéines membranaires et en agents stimulants, (2) la rapidité de la technique et (3)
I'utilisation de plagues multi-puits permettant de réaliser de nombreux tests en paralléle et
de tester plusieurs inhibiteurs dans les méme conditions. Les techniques "cell-free system"
présentent néanmoins un inconvénient majeur : elles ne permettent pas d'éliminer la
molécule testée avant la mesure et celle-ci peut interférer avec la sonde utilisée pour la
révélation de I'activité enzymatique [90] ou réagir en tant que "scavenger" avec les 0,*

produits.

Développement, optimalisation et validation de 'EquiNox2
Pour limiter ces interférences et les effets "scavenger" des molécules, notre premiere idée
était de développer une méthode immuno-enzymatique appelée SIEFED pour la NADPH
oxydase équine, comme notre équipe I'a décrit pour la MPO [56, 57]. Cette technique aurait
consisté a capturer de maniere spécifique, par des anticorps, une fraction de la Nox2 ou
I'enzyme entiére afin de mesurer son activité et de tester spécifiquement des inhibiteurs sur
celle-ci. Cependant, il n'existe pas sur le marché des anticorps reconnaissant spécifiquement
la NADPH oxydase équine et, jusqu'a présent, nos tentatives pour purifier I'enzyme dans le
but de produire des anticorps n'ont pas abouti. Nous avons donc trouvé une alternative aux
anticorps et développé la technique EquiNox2 ou la fixation de la NADPH oxydase se fait par
le biais de microplaques optimisées pour la fixation de protéines et d'anticorps via des
liaisons hydrophiles et/ou hydrophobes [175]. En utilisant ces microplagues, nous sommes
parvenus a fixer les protéines membranaires ou la Nox2 entiére puis a mesurer son activité

in vitro.
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Nous avons montré qu'il est possible de mesurer I'activité de I'enzyme fixée sur un support
et que la fixation des protéines membranaires n'empéchait pas I'assemblage du complexe.
Au contraire, en fixant d'abord les protéines cytosoliques sur la microplaque, il est
impossible de reconstituer I'enzyme et de mesurer son activité. Une autre étape cruciale
pour réaliser cette technique était de pouvoir détecter de maniére sensible les 0,* produits
par I'enzyme. L'utilisation du ferricytochrome C, sonde de référence pour le "cell-free
system", est impossible en EquiNox2 car elle est trop peu sensible [36]. C'est pourquoi, nous
avons opté pour une sonde chimiluminescente, le L-012, plus sensible pour la détection de ['

0, [173].

L'optimalisation de la méthode a consisté en la recherche des concentrations en protéines et
activateurs a utiliser pour permettre une production maximale d'0,*". Cette optimalisation a
été réalisée pour les deux variantes de I'EquiNox2 (fixation des membranes ou du complexe
assemblé in vitro) avec conditions optimales similaires obtenues pour les deux variantes. Le
rapport protéines cytosoliques/protéines membranaires (rapport de 25), déterminé comme
optimal pour le "cell-free system", est conservé pour I'EqQuiNox2. Par contre, la concentration
en protéines nécessaire pour obtenir |'activité maximale de I'enzyme est presque double par
rapport au "cell-free system" (3,5 ug de membranes et 87,5 ug de cytosol pour I'EquiNox2
contre 2 ug de membranes et 50 pg de cytosol pour le "Cell-free system"). De méme, les
concentrations optimales en arachidonate de sodium (déterminées pour chaque lot de

PMNs) et en GTP-y-S ont été doublées par rapport au "cell-free system".

Nous avons établi les parametres permettant la meilleure fixation du complexe ou des
protéines membranaires : le volume de tampon (100 pL), la température (4°C) et la durée
d'incubation (2h). Nous avons également démontré qu'il était possible d'opérer des lavages
apres cette étape de fixation et que la réalisation de trois lavages ne diminuait pas
significativement [l'activité de la Nox2, suggérant que la fixation des protéines aux
microplaques via des liaisons hydrophiles et/ou hydrophobes est relativement forte. Cette
étape de lavage est trés importante car elle permet d'éliminer de maniére exhaustive les
inhibiteurs potentiels incubés avec les membranes ou les complexes fixés sur les
microplaques. Tout comme en "cell-free system", nous nous sommes assurés que la réponse
obtenue était spécifique de I'0,*’, en réalisant un contréle avec une concentration saturante

en SOD (200 U/ml) qui permet de dismuter les 0,* en H,0,. Cependant, il semblerait que le
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signal persistant obtenu en présence de SOD serait d{i a une réaction de I'H,0, avec le L-012

[176].

Afin de valider I'EquiNox2 nous avons utilisé les mémes inhibiteurs (DPI et le Gp91ds-tat)
que ceux utilisés pour le "cell free system" et nous les avons testés avec les deux variantes
de la technique. Dans une premiére condition, les molécules sont incubées avec les
membranes ou les complexes fixés et éliminées en vidant simplement les puits. Dans une
seconde condition, les molécules sont pré-incubées avec les membranes ou complexes fixés
puis sont éliminées et lavées. Par ces différentes variantes, I'EquiNox2 apparait étre un outil
polyvalent permettant de vérifier si la molécule testée interfére sur I'assemblage de la Nox2
ou si elle agit sur le complexe reconstitué, tout en précisant si la molécule se fixe sur les
protéines membranaires ou sur le complexe protéique entier et si cette fixation est labile ou

forte.

Ainsi, nous avons confirmé que le DPI agit plutét sur l'activité de la Nox2 que sur son
assemblage et qu'il est capable de se lier aux sous-unités membranaires et sur I'enzyme
entiere, probablement parce que le flavocytochrome bssg reste accessible lorsque le
complexe est reconstitué, mais que cette liaison est affaiblie lorsque I'on réalise des lavages.
Nous avons également confirmé que le Gp9lds-tat empéche I'assemblage de I'enzyme
équine et qu'il interagit avec les sous-unités membranaires de la Nox2. Nous supposons qu'il
s'agit d'une liaison forte car cette molécule est plus efficace lorsqu'elle est éliminée par
lavage que simplement vidée des puits et que cette forte liaison avec les protéines
membranaires accompagnées d'un lavage, affaiblit la liaison des membranes sur le support
en plastique. Cette interaction est sans doute aspécifique puisque le Gp91ds-tat est décrit
comme se fixant a p47phox et empéchant son association au flavocytochrome bssg [69]. Il est
possible que la partie tat du peptide soit responsable de la fixation aux protéines
membranaires car il est utilisé pour l'internalisation du Gp91ds-tat et se fixe rapidement aux
cellules pour y étre ensuite incorporé par endocytose [177]. Une implication potentielle de
tat dans la modulation de I'activité de la NADPH oxydase reste a démontrer. Toutefois, ce
peptide peut induire la production de ROS via la NADPH oxydase dans des cellules nerveuses

[180].
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Par rapport au "cell-free system", I'EquiNox2 apporte des informations supplémentaires sur
les interactions entre les molécules testées et les sous-unités membranaires, ou I'enzyme
reconstituée, et sur la force de cette interaction. Cependant, il faut remarquer que cette
technique est plus difficile a mettre en ceuvre par rapport au "cell-free system" et qu'elle est

plus colteuse en temps, en concentration protéique et en réactifs.

Conclusions
Les travaux présentés dans ce travail décrivent deux nouvelles méthodes, le "cell-free
system", dérivé de méthodes publiées pour d'autres especes, et I'EquiNox2, technique
originale jamais décrite dans la littérature. Ces techniques sont des outils indispensables et
complémentaires a la recherche de nouveaux inhibiteurs capables de moduler |'activité de la
NADPH oxydase équine dans un but thérapeutique, lors de pathologies ol la stimulation
excessive des neutrophiles joue un réle néfaste. Par leur utilisation, nous pouvons aider a la
compréhension du mode d’action d’inhibiteurs potentiels de la Nox2, notamment en
précisant s’ils agissent sur la reconstitution de I'enzyme, sur son activité et s'ils peuvent se

lier plus ou moins fortement a ses sous-unités.
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Effet de molécules d'origine naturelle sur I'activité de la NADPH oxydase

Sur base d'études précédentes [2, 59] réalisées au CORD et de leurs propriétés anti-
inflammatoires décrites dans la littérature [4, 77, 151], nous avons sélectionné trois
inhibiteurs potentiels de la NADPH oxydase, la curcumine et son dérivé soluble, le NDS27, et
le resvératrol. Sans technique permettant de déterminer directement l'effet de ces
molécules sur l'activité de l'enzyme, nous ne pouvions confirmer cette hypothese ni
expliquer leurs mécanismes d'action. Avec des outils supplémentaires développés au cours
de ma theése, nous avons pu approfondir les mécanismes d'action du resvératrol, de la
curcumine et du NDS27 sur I'activité de la NADPH oxydase et sur la réponse oxydante des

neutrophiles.

Nos travaux ont montré que la curcumine et le resvératrol sont tous les deux capables
d'inhiber la production d'0O,* par les PMNs probablement, en partie, par leur effet
"scavenger", largement décrit dans la littérature [79, 96]. Bien que ces molécules soient
toutes les deux lipophiles [78, 152], nous avons montré que la curcumine est plus efficace
gue le resvératrol et semble étre plus facilement intégrée aux cellules ou a leurs
membranes, lui permettant d'avoir un effet intracellulaire et/ou membranaire. Ces
molécules sont également connues pour inhiber l'activité de la MPO [2, 59], réduire
I'expression de la NADPH oxydase [181, 182] et agir sur l'activité de la PKC [111, 154]. Nous
avons montré en "cell-free system" qu'elles pouvaient agir directement sur I'activité de la
NADPH oxydase. Le resvératrol semble étre efficace principalement apres la reconstitution
du complexe, mais un effet "scavenger" de cette molécule n'est pas a exclure. Cependant,
Chow et al. (2007) ont démontré que le resvératrol pouvait empécher 'assemblage de Rac
au flavocytochrome bssg [143]. Par rapport au resvératrol, la curcumine inhibe plus
efficacement et a plus faible dose (10° M) I'assemblage de la Nox2, démontrant pour la
premiere fois un effet direct de la curcumine sur cette enzyme. Par la technique EquiNox2,
nous avons mis en évidence une interaction forte de la curcumine avec les sous-unités
membranaires de I'enzyme et I'enzyme entiere. La lipophilie de cette molécule lui permet de
s'accumuler dans les biomembranes et de réduire son épaisseur, sa mobilité et son élasticité
affectant la fonction des protéines membranaires et plus particulierement celles qui
nécessitent un changement de conformation pour leur activité comme la Nox2 [78, 116,

137], expliguant les interférences sur I'assemblage et l'activité de la Nox2. La capacité de la
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curcumine a entrer facilement dans les PMNs ou a interagir avec leur membrane et a inhiber
efficacement I'activité de la NADPH oxydase en fait un meilleur candidat que le resvératrol
pour le traitement des pathologies inflammatoires aiglies ou chroniques, mais sa faible
solubilité dans I'eau combinée a une faible résorption intestinale réduit son utilisation
thérapeutique [75, 77]. C'est pourquoi notre équipe et d'autres [80, 164, 183] étudient les
bénéfices de complexer la curcumine avec d'autres molécules pour augmenter sa

biodisponibilité.

Nous avons synthétisé le NDS27, un complexe de lysinate de curcumine avec
I'hydroxypropyl-B-cyclodextrine, ce complexe est soluble dans I'eau, contrairement a la
curcumine, et ne présente pas de toxicité vis-a-vis des cellules [105]. Il inhibe efficacement la
production de ROS par les neutrophiles et les cellules immatures HL-60. Il agit non
seulement de facon extracellulaire, c'est-a-dire via un effet "scavenger" comme décrit pour
la curcumine [31, 75], mais nous avons montré qu'il possede également une activité
intracellulaire et/ou membranaire importante. En effet, la curcumine du NDS27 est capable
de s'incorporer dans les membranes. Nos résultats démontrent une incorporation plus
élevée de la curcumine dans les HL-60 par rapport aux PMNs, ce qui est sans doute d{ a la
différence de composition en lipides et protéines des membranes de ces deux types
cellulaires [106, 107]. La présence de I'HPBCD et sa capacité a extraire le cholestérol [135,
136] peuvent jouer un rble dans l'activité membranaire du NDS27. En effet, les cellules
prolifératives, comme c'est le cas des HL-60, sont particulierement riches en cholestérol par
rapport aux cellules normales [108], expliquant la meilleure incorporation de la curcumine

du NDS27 dans ces cellules.

La curcumine qui a intégré les membranes plasmiques, ou qui est entrée dans le cytosol,
peut alors agir sur les enzymes impliquées dans la flambée respiratoire. Nous avons montré
gue le NDS27 module I'activité de trois enzymes : la myéloperoxydase, la NADPH oxydase et
la PKC. Le NDS27 est capable de se fixer a la MPO et d'inhiber son activité. Son effet sur la
NADPH oxydase est multiple. Il agit d'une part sur la PKC, enzyme fortement impliquée dans
I'activation de Nox2 [12, 184], en perturbant sa translocation vers la membrane et en
inhibant son activité, comme cela a été démontré pour la curcumine "classique" [76, 111,
112]. Mais, nos résultats démontrent également que le NDS27 agit directement sur la

NADPH oxydase en se fixant fortement a ses sous-unités membranaires et en empéchant
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son assemblage. Ces résultats confirment ceux que nous avons obtenus avec la curcumine
[95] et montrent que le NDS27 est encore plus efficace pour inhiber |'activité de la NADPH
oxydase et ce, grace a la présence de I'HPBCD. En effet, nous avons démontré que le mode
d'action du NDS27 sur la translocation de la PKC et I'assemblage de la NADPH oxydase est d{
a la combinaison originale de I'hydroxypropyl-B-cyclodextrine avec le lysinate de curcumine.
Pour le confirmer, nous avons utilisé un autre complexe, le NDS28, formé de lysinate de
curcumine avec la y-cyclodextrine et nous avons montré que le changement de

cyclodextrine annihile les effets de la molécule sur ces deux enzymes.

Nos études, avec une technique de coloration des lipides a I""Oil Red O" et une technique de
résonance paramagnétique utilisant des sondes lipophiles, ont montré que le NDS27
influence le contenu lipidique des cellules pré-incubées avec cette molécule. Le NDS27
extrait facilement les lipides et le cholestérol membranaires (ou les sondes lipophiles
ancrées dans la membrane dans le cas de I'EPR) qui, en contrepartie, sont échangés contre le
lysinate de curcumine initialement présent dans I'HPBCD. Parmi, les cyclodextrines, les 3-CD
sont les meilleurs accepteurs de stérols grace a la taille de leur cavité qui est compatible
avec la taille de ces molécules [84]. Au niveau des membranes et des radeaux lipidiques, le
cholestérol joue un role stabilisateur et son extraction par les cyclodextrines [138, 168] est
responsable de la dissociation des protéines membranaires qui deviennent non
fonctionnelles [35]. Les radeaux lipidiques sont importants pour l'activation de la PKC et de
la Nox2 [117, 118] et I'extraction du cholestérol de ces domaines est responsable d'une
diminution de la translocation des sous-unités cytosoliques de la Nox2 [118, 141]. L' HPBCD
ne joue donc pas seulement un réle dans la solubilisation du lysinate de curcumine, mais elle
a aussi un role majeur dans l'activité du complexe : elle favorise l'incorporation de la
curcumine dans les membranes plasmiques et I'arrachement de cholestérol, ce qui perturbe
les radeaux lipidiques et |'activité des protéines membranaires. Dans le NDS28, I'utilisation
de la y-CD, une cyclodextrine ayant moins d'affinité pour le cholestérol, empéche cet
échange contrairement a I'HPBCD, ce qui explique la meilleure incorporation du NDS27 dans
les cellules HL-60 ayant plus de cholestérol que les PMNs. De plus, Mercader-Ros et al.
(2010) ont montré que I'HPBCD augmente la capacité antioxydante des flavonoides

complexés en les protégeant de I'oxydation par les espéces radicalaires [166].
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Conclusions
Le choix de la cyclodextrine est essentiel pour préserver et améliorer la capacité du sel de
curcumine a interagir avec les membranes, les radeaux lipidiques et les sous-unités
membranaires de la Nox2; pour perturber I'activation de la PKC et I'assemblage de la Nox2;
et pour assurer |'entrée de la curcumine dans le cytosol, lui permettant d'agir sur les voies de
signalisation impliquées dans l'activation de la Nox2 et la production de ROS. Le NDS27 est
donc un excellent candidat pour la modulation de I'activation excessive des neutrophiles
dans le cas de pathologies humaines ou équines accompagnées de réactions inflammatoires

excessives.
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Perspectives

Nos travaux présentent des nouvelles techniques pour mesurer l'activité de la NADPH
oxydase équine et tester de nouvelles molécules modulant son activité. La technique
originale EquiNox2 est un outil de recherche permettant de mettre en évidence des
molécules interagissant avec l'enzyme mais, a I'heure actuelle, elle ne peut pas étre
considérée comme un outil de "screening" large pour tester de nombreuses molécules, vu sa
complexité et le temps nécessaire pour sa réalisation. Pour améliorer cette technique, il
serait nécessaire de réduire les quantités de protéines cytosoliques et membranaires, ce qui
permettrait également de réduire les concentrations en activateurs. Pour cela, une solution
sera de trouver un moyen d'augmenter la fixation spécifique des sous-unités de la NADPH
oxydase provenant d'extraits cellulaires non purifiés ou de purifier ces sous-unités. Une
stratégie sera de recouvrir les microplaques d'anticorps spécifiques ou de molécules qui ont

une forte affinité pour le flavocytochrome bssg.

Il ressort également de notre étude que le NDS27 est un excellent modulateur de la réponse
oxydante des neutrophiles, ce qui en fait un bon candidat pour le traitement des pathologies
inflammatoires ou l'activation excessive des PMNs joue un role néfaste. Son injection sous
forme d'aérosol est en cours d'étude pour le traitement des chevaux souffrant d'obstruction
récurrentes des voies respiratoires (RAO), une pathologie inflammatoire caractérisée par
une activation et une infiltration des PMNs au niveau des voies pulmonaires basses. Cette
pathologie de type allergique apparait chez certains chevaux exposés a du foin ou de la paille
de mauvaise qualité. Les perspectives a court terme sont la réalisation d'une étude clinique
multicentrique dans le but d'obtenir une autorisation de mise sur le marché du NDS27 pour
le traitement de la RAO chez les chevaux. Les perspectives a long terme sont le
développement de cette molécule sous d'autres formes pour le traitement de pathologies
de type inflammatoire chez le cheval mais aussi chez I'homme. Une administration en intra-
articulaire pourrait étre envisagée pour le traitement de pathologies comme I'arthrite, orale
pour réduire l'inflammation intestinale chronique observée dans la maladie de Crohn, ou
encore sous forme de creme pour le traitement du Psoriasis. Une autre possibilité est I'étude
du NDS27 pour une utilisation thérapeutique dans le cadre du cancer et la comparaison de
son efficacité avec celle de la curcumine "classique" qui a des propriétés anticancéreuses

connues.
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