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RESUME

Les Polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) jouent un réle clé dans la défense anti-
infectieuse de I’hote par I’intermédiaire de la production massive des formes réactives de I’oxygene
(FRO) par la NADPH oxydase et la libération des protéines antibactériennes contenues dans les
granules. Cependant, la libération inappropriée de ces molécules dans le milieu extracellulaire peut
induire des dommages tissulaires severes, contribuant ainsi a la physiopathologie de plusieurs

maladies inflammatoires aigues et chroniques.

Dans le présent travail, nous avons montré que la thymoquinone (TQ) inhibe fortement les
fonctions du neutrophile humain induites par le fMLF, notamment la production des FRO (ICso =
0,08 pg/ml) et la dégranulation. L’inhibition de la production des FRO n’est pas due a un effet
scavenger, puisque la TQ n’inhibe pas la production d’anions superoxydes par le systéme
xanthine/xanthine oxydase, ni a un effet cytotoxique sur les neutrophiles comme 1’indique les tests
de viabilité. De méme, la TQ n’a montré aucun effet sur I’activité catalytique du complexe NADPH
oxydase préassemblé, ni sur la translocation vers la membrane de ses composantes cytosoliques.
De maniére intéressante, la TQ inhibe la phosphorylation de la sous unité cytosolique p477H%% de
la NADPH oxydase sur les Sérines 304 et 328 induite par le fMLF. La TQ inhibe également la
libération des granules spécifiques et azurophiles, comme en témoigne la diminution de
I’expression a la surface cellulaire de la gp91PHO% et du CD11b ainsi que de la libération
extracellulaire de la MPO. Parallélement, les voies des PKC et des MAPKSs, connues pour étre
impliquées dans la phosphorylation de la p47°H9% et la dégranulation respectivement, sont toutes
deux affectées par la TQ. Enfin, dans un modéle de pleurésie induite par la A-carraghénine chez le
rat, la TQ réduit I’accumulation des PMN dans la cavité pleurale, montrant ainsi que non seulement
elle inhibe les fonctions des neutrophiles, mais posséde également des propriétés anti-
inflammatoires in vivo. A cet égard, la TQ détiendrait un potentiel thérapeutique prometteur.

Mots clés : Thymoquinone ; neutrophiles ; NADPH Oxydase ; formes réactives de 1’oxygene ;
p47PHOX - phosphorylation ; dégranulation.



SUMMARY

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are key players in host defense against pathogens
through the robust production of reactive oxygen species (ROS) by NADPH oxidase, and the
release of antibacterial proteins from granules. However, inappropriate generation and liberation
of these molecules into the extracellular environment may induce severe tissue injuries, thereby

contributing to the physiopathology of acute and chronic inflammatory disorders.

In the present study, we show that thymoquinone (TQ) inhibits fMLF-induced neutrophils
functions, including ROS production (ICso = 0.08 pg/ml) and granules exocytosis. The inhibition
of ROS production was not due to a scavenger effect, as TQ did not inhibit superoxide anion
produced by the xanthine/xanthine oxidase system, nor to a cytotoxic effect on neutrophils. In
addition, TQ did not affect the catalytic activity of preassembled NADPH oxidase and also didn’t
affect the translocation of its cytosolic subunits towards the membrane. Interestingly, TQ impaired
p47PHOX phosphorylation, a cytosolic subunit of NADPH oxidase, on Ser-304 and Ser-328 in
response to fTMLF. TQ also attenuated specific and azurophilic granules exocytosis in fMLF-
stimulated neutrophils as shown by the decrease of cell surface expression of gp91PH%% CD11b
and release of MPO. Concomitantly, both PKC and MAPK pathways, which have been involved
in p47°H9X phosphorylation and granules exocytosis respectively, were inhibited by TQ in fMLF-
stimulated neutrophils. Finally, in a model of A-carrageenan-induced pleurisy in rats, TQ reduced
neutrophil accumulation in pleural space, showing that not only it inhibits PMN functions but also
holds anti-inflammatory properties in vivo. In this regard TQ exhibits promising therapeutic

potential.

Keywords: Thymoquinone; neutrophils; NADPH Oxidase; reactive oxygen species; p477Hox,

phosphorylation; degranulation.
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INTRODUCTION

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) sont les leucocytes les plus abondants
dans la circulation et représentent la premiére ligne de défense de 1’hote contre les infections
microbiennes. En réponse a un signal inflammatoire, les PMN quittent la circulation pour
rejoindre le site infectieux suivant un gradient de chimioattractants tels que le N-formyl-
méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLF) ou le composant C5a du complément. Une fois arrivés,
les PMN reconnaissent le pathogéne opsonisé, via les récepteurs Fc ou les récepteurs du
complément, conduisant & sa phagocytose et a sa destruction au sein du phagosome (Lee et al.,
2003).

Le mécanisme principal par lequel les neutrophiles tuent les microbes phagocytés est la
production massive des formes réactives de l'oxygéne (FRO) (Nauseef, 2007). L’anion
superoxyde, espéce réactive primaire a partir de laquelle les autres FRO sont générées (Babior,
1999), est produit par un complexe enzymatique appelé NADPH oxydase (ou NOX2). La
NADPH oxydase phagocytaire est constituée de deux protéines membranaires, gp91PHo* et
p22°HOX formant le flavocytochrome b558, et de sous-unités cytosoliques régulatrices (p40™HOX,
p47PHOX pe7PHOX et Rac1/2). L'activité de la NADPH oxydase des PMN est étroitement régulée,
ses composantes sont séparees entre les compartiments cytosoliques et membranaires dans les
cellules au repos ce qui permet de maintenir NOX2 inactive en I'absence de stimulation. La
stimulation des neutrophiles induit la translocation des sous-unités cytosoliques vers la
membrane plasmique ou elles s’assemblent avec le cytochrome b558 pour former I'enzyme
active (Nauseef, 2004). La phosphorylation de la p47PH%X (El Benna et al., 1994; El Benna et
al., 1996a) et I’activation de la petite GTPase Rac2 sont deux évenements requis pour l'activité
de la NADPH oxydase dans les PMN humains (Bokoch, 1994). Au cours de I’activation des
PMN, les granules spécifiques, qui contiennent 85% du cytochrome b558, sont mobilisés et
fusionnent avec la membrane plasmique ou le phagosome augmentant ainsi I'expression de
NOX2 a ces sites ce qui permet la production des FRO a l'intérieur du phagolysosome et a
I'extérieur de la cellule. En outre, les granules azurophiles liberent la myéloperoxydase (MPO)
dans le phagosome ou I'espace extracellulaire. La MPO catalyse la formation du HOCI, un
oxydant puissant et toxique, a partir du H2O- dérivé de la NADPH oxydase (Nauseef, 2007).
Simultanément, les protéines antibactériennes telles que les cathepsines, défensines,
lactoferrine et le lysozyme sont libérés de ces granules, et participent avec les FRO a la
destruction du pathogéne (Sheshachalam et al., 2014). Bien que la génération des FRO et la

libération des protéines antibactériennes par les phagocytes sont essentielles pour une défense
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antimicrobienne efficace de 1’hote, leur production et leur libération inappropriées peuvent
perturber 1’équilibre redox cellulaire et endommager les tissus environnants, contribuant ainsi
a une grande variété de désordres inflammatoires, tels que la polyarthrite rhumatoide (PR) et
les maladies inflammatoires de I'intestin (Wright et al., 2010). Dans ce contexte, de nombreuses
études ont été menées pour identifier des molécules capables d'inhiber les fonctions des

phagocytes, notamment la production des FRO, a des fins thérapeutiques.

Nous nous sommes intéressés a la thymoquinone (TQ) (2-isopropyl-5-méthylbenzo-1,4-
quinone), la principale composante active de I'huile volatile des graines de Nigella sativa
(cumin noir). Au cours de ces derniéres années, la TQ a suscité un intérét considérable pour ses
activités biologiques remarquables (Woo et al., 2012 ; Darakhshan et al., 2015). Bien que ses
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires ont été signalées dans un grand nombre d'études,
son effet sur les fonctions du neutrophile humain est encore obscur. Dans la présente étude,
nous nous sommes fixé comme objectif d’étudier l'effet de la TQ sur les fonctions du
neutrophile humain, en particulier la production d’anions superoxydes et la dégranulation et
d’analyser les mécanismes sous-jacents. En plus de cette étude in vitro, nous avons envisage
d’évaluer I’activité anti-inflammatoire de la TQ in vivo sur un modele de pleurésie induite par

la A- carraghénine chez le rat.

Ce manuscrit est organisé en deux principales parties. La premiére présente 1’essentiel
des données bibliographiques en relation avec ce travail de these, notamment le neutrophile et
ses fonctions, la NADPH oxydase phagocytaire et la thymoquinone. La seconde partie
développe I’ensemble des travaux de recherche réalisés, les résultats obtenus et enfin une

discussion générale par rapport aux données de la littérature.
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CHAPITRE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Les polymorphonucléaires neutrophiles
1.1.1. Description et production des neutrophiles

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) sont des phagocytes professionnels du
systeme immunitaire innée qui agissent comme une premiere ligne de défense contre les
pathogenes envahissants, principalement les bactéries et les champignons, et également les
virus (Cassatella, 2010). Ce sont les principales cellules et les premieres a étre mobilisées dans

le processus de la réaction inflammatoire aigue.

L’examen microscopique des neutrophiles matures dévoile deux traits caractéristiques :
un seul noyau multilobé et dense, et plusieurs granules cytoplasmiques (Fig. 1), d’ou leur nom
de granulocytes polymorphonucléaires. Le neutrophile mature a une forme sphérique de 12 a
15 um de diameétre avec plusieurs projections membranaires. Le cytoplasme constitue environ
65% du volume total de la cellule et le noyau en occupe 20%. Le cytoplasme est chargé de
granules qui occupent environ 15% du volume cellulaire (Edwards, 1994 ; Abbas et al., 2012).
Le cytoplasme des neutrophiles contient peu d’appareils de Golgi et de réticulum
endoplasmique, ces observations sont aussi a 1’origine de la conclusion erronée que les
neutrophiles matures soient biosynthétiguement inertes. 1l y a également tres peu de
mitochondries, les neutrophiles matures obtiennent donc I’énergie requise pour leurs fonctions
cellulaires de la glycolyse, qui est un processus indépendant de I’oxygene (Borregaard et Herlin,
1982 ; Edwards, 1994). Ainsi, les neutrophiles sont capables de fonctionner efficacement dans

un environnement a faible taux d’oxygene du tissu enflammé.

Figure 1. Micrographie électronique du neutrophile, montrant son noyau polymorphe et ses
nombreuses granules (Edwards, 1994)
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Le noyau comprend typiquement trois a quatre segments, ou la chromatine est
grossierement amassée. Cette structure anormale de la chromatine a été longtemps considérée
comme preuve de I’inactivité transcriptionnelle du neutrophile (Edwards, 1994). Cependant, et
malgré sa chromatine dense et la rareté de ces ARNm et ribosomes, le neutrophile est capable
d’augmenter 1’expression d’un large groupe de génes en réponse a divers stimuli (Zhang et al.,
2004). Le nombre des lobes du noyau des neutrophiles humains peut changer durant 1’activation
du neutrophile (2 a 6 lobes) (Campbell et al., 1995 ; Olins et Olins, 2005 ; Fuchs et al., 2007,
Hoffmann et al., 2007). La morphologie multilobée du noyau des neutrophiles humains serait
impliquée dans I’augmentation de la motilité cellulaire a travers les espaces tissulaires étroits
(Hoffmann et al., 2007), et dans le renforcement de la phagocytose comme le noyau segmenté
offre théoriquement un espace plus large pour englober le pathogéne dans le cytoplasme
(Carvalho et al., 2015).

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants du sang, comptant 40 a 60% des
globules blancs (Edwards, 1994). Le nombre des neutrophiles varie de 2,5 a 7,5 milliards de
cellules par litre de sang (Cassatella, 2010). Ce nombre peut dramatiquement augmenter,
jusqu’a dix fois plus, dans le cas d’une infection. Les neutrophiles sanguins ont une durée de
vie courte, de 8 a 20 heures, qui peut étre prolongée a plusieurs jours si les cellules quittent la
circulation et gagnent les tissus (Edwards, 1994). L’abondance des neutrophiles, couplée a leur
courte durée de vie dans la circulation, exige un taux de production basal par la moelle osseuse
de 5 x 10'% 4 10 x 10% de neutrophiles/jour, 1’avantage pour I’organisme de ce renouvellement
rapide est incertain (Summers et al., 2010). La production des neutrophiles est quantitativement
I’activité majeure de la moelle osseuse ; approximativement les deux tiers de D’activité
hématopoiétique est consacrée a la myélopoiese, un terme utilisé pour la production collective
des monocytes et granulocytes (Borregaard, 2010). Les granules sont formes sequentiellement
durant la différenciation granulocytaire dans la moelle osseuse. Les granules azurophiles et
spécifiques sont formés durant les stades promyélocyte et myélocyte-métamyélocyte
respectivement, tandis que les granules a gélatinase apparaissent au stade du granulocyte
segmenté (Borregaard, 2010). Au fur et @ mesure que les précurseurs myéloides se transforment
en neutrophiles matures, ils acquierent des récepteurs et des protéines necessaires a leur role de

défense (Faurschou et Borregaard, 2003).

La production des neutrophiles est largement régulée par le taux d’apoptose des
neutrophiles dans les tissus. Lorsque les macrophages et les cellules dendritiques phagocytent
les neutrophiles apoptotiques dans les tissus, leur taux de production de I’interleukine 23 (IL-
23) est réduit (Stark et al., 2005 ; Ley et al., 2006; von Vietinghoff et Ley, 2009). L’IL-23
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stimule la production de I’IL-17A par des lymphocytes T spécialisés connus sous le nom des
cellules T régulatrices des neutrophiles, largement localisés dans les ganglions lymphatiques
mésentériques, et représentés principalement par les lymphocytes T yo et NK-like (Ley et al.,
2006). L’IL-17A est un stimulus important de la production du G-CSF (granulocyte colony
stimulating factor) (Schwarzenberger et al., 2000). La production du G-CSF est par conséquent

réduite quand le nombre des neutrophiles dans les tissus augmente.
1.1.2. Les granules des neutrophiles

Les PMN contiennent quatre types de granules cytoplasmiques ; les granules azurophiles,
les granules spécifiques, les granules & gélatinase et les vésicules sécrétoires. Ces granules,
formés a différents stades du développement du neutrophile, différent dans leur contenu (Fig.
2). Cette distinction est opérationnelle puisqu’elle refléte aussi des différences de mobilisation,
ou les granules formés en dernier sont les premiers a étre libérés (Borregaard et al., 1995 ;
Borregaard et Cowland, 1997). Les granules sont formés par un processus continu, les vésicules
bourgeonnent de 1’appareil de Golgi et fusionnent, produisant des structures granulaires. Leur
contenu est dicté par le programme de transcription actif au moment de leur formation. Alors
que le neutrophile altére séquentiellement son profil transcriptionnel, le contenu des granules
change, résultant en un continuum d’espéces granulaires avec des cargos chevauchants

(Borregaard et Cowland, 1997 ; Amulic et al., 2012).

Les granules des neutrophiles jouent un réle important dans I’initiation de la réponse
inflammatoire et la digestion du matériel phagocyté grace aux lysozymes, protéases et
molécules bactéricides qu’ils contiennent (Borregaard et Cowland, 1997). Les granules
constituent également d’importants réservoirs de protéines membranaires qui sont exprimées a
la surface du neutrophile quand ces granules fusionnement avec la membrane plasmique
(Borregaard et al., 1983; Todd et al., 1984) de facon a changer la capacité du neutrophile a

interagir avec son environnement.

1.1.2.1. Les granules azurophiles (primaires)

Les granules azurophiles, appelés aussi peroxydase-positifs ou encore granules primaires,
sont les plus larges des granules du neutrophile, ils mesurent 0,3 um de diametre et sont les
premiers formés durant la maturation. Ils sont ainsi appelés pour leur capacité de retenir le
colorant basique azure A. Les granules azurophiles subissent une exocytose limitée en réponse
a la stimulation (Sengelov et al., 1993 ; Faurschou et al., 2002) et contribuent principalement a

la destruction des microorganismes phagocytés dans le phagolysosome (Joiner et al., 1989).
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Figure 2. Les granules des neutrophiles (Cassatella, 2010).

La protéine caractéristique des granules azurophiles est la Myéloperoxydase (MPO) ; une

enzyme requise pour une activité antimicrobienne optimale (Klebanoff, 2005). En présence du

H20., 1la MPO est capable d’oxyder le chlorure, la tyrosine et les nitrites, pour produire 1’acide

hypochloreux (HOCL), les radicaux tyrosines et des formes réactives de 1’azote, qui sont tous

capables d’attaquer les membranes des microorganismes (Klebanoff, 1999). Les granules

azurophiles sont également caractérisés par leur contenu en o-défensines qui en sont les

constituants majeurs. Les défensines sont de petits peptides cationiques qui exercent une

activité antimicrobiennes sur un groupe étendu de bactéries, champignons, virus et protozoaires
(Ganz et al., 1985 ; Daher et al., 1986; Lehrer et al., 1988). Le BPI (Bacterial Permiability-

Increasing protein) est un autre peptide antimicrobien des granules azurophiles qui tue les

bactéries Gram* a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire (Elsbach, 1998).

Les granules azurophiles contiennent trois sérine-protéases microbicides ; la protéinase-

3, la cathepsine G et 1’¢élastase, qui possédent une activité protéolytique contre une variéte de

composants de la matrice extracellulaire, comme 1’¢lastine, la fibronectine, la laminine, le
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collagene type IV et la vitronectine. Ces protéases induisent I’activation des cellules
endothéliales et épithéliales, des macrophages, des lymphocytes et des plaquettes, et possedent
des activités antimicrobiennes (Owen et Campbell, 1999). Un analogue des sérine protéases a
propriétés antimicrobienne ; 1’azurocidine, a été également identifié dans les granules
azurophiles des neutrophiles (Campanelli et al., 1990). L’azurocidine est chimiotactique pour
les monocytes, fibroblastes et lymphocytes T (Chertov et al., 1996) et augmente la perméabilité
vasculaire durant la diapédese des neutrophiles (Gautam et al., 2001). A I’inverse des autres

sérine protéases, 1’azurocidine est protéolytiquement inactive (Flodgaard et al., 1991).

1.1.2.2. Les granules spécifiques (secondaires)

Les granules spécifiques ou secondaires, appelés aussi peroxydase-négatifs, représentent
la seconde sous-population majeure des granules du neutrophile humain. Ils sont plus petits que
les granules azurophiles (mesurant 0,1 um de diametre) mais sont 3 fois plus nombreux (Nusse
et Lindau, 1988 ; Lacy, 2005). Les granules spécifiques sont formés apres les granules
azurophiles, ils ne contiennent pas de MPO et sont caractérisés par la présence de lactoferrine
et d’autres protéines antimicrobiennes comme le lysozyme, la lipocaline NGAL, et hCAP-18
(Scher et al., 2010). La lactoferrine possede une activité antimicrobienne directe contre les
bactéries qui implique la perméabilisation de leurs membranes (Bellamy et al., 1992). De plus,
elle séquestre le fer nécessaire a la croissance de plusieurs microorganismes et en méme temps
fourni le fer requis pour la génération du radical “OH dans le neutrophile contribuant ainsi a son
activité microbicide (Klebanoff et Waltersdorph, 1990). Les métalloprotéinases de la matrice
extracellulaire (MMPs), comme la collagénase-2 (MMP-8), la gélatinase-B (MMP-9) et la
leucolysine (MMP-25), constituent une famille particulierement importante des protéinases
rencontrées dans les granules spécifiques. Ces enzymes sont capables de déstabiliser les
composants structuraux majeurs des bactéries et membranes cellulaires et sont cruciaux, non
seulement a la destruction des bactéries, mais aussi a I’extravasation et la migration des PMN

(Owen et Campbell, 1999; Scher et al., 2010).

En plus des molécules solubles, les granules spécifiques possedent une large gamme de
protéines membranaires et constituent ainsi un dépét de stockage des protéines qui peuvent étre
orientées aussi bien vers la membrane des vacuoles phagocytaires que vers la surface cellulaire
(Scher etal., 2010). Les granules spécifiques abritent des molécules d’adhésion (CD11b/CD18)
(Bainton et al., 1987), des récepteurs pour les éléments de la matrice extracellulaire
(Fibronectin-R, Laminin-R, vitronectin-R) (Singer et al., 1989) ou encore des récepteurs pour
les chimioattractants comme le récepteur au peptide bactérien formyl-methionyl-leucyl-

phénylalanine (fMLF) appelé FPR (Fletcher et al., 1982). Les granules spécifiques expriment
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le pool cellulaire le plus important (80%) du flavocytochrome b558 (gp91 PHOX /p22PHOX) e
composant membranaire de la NADPH oxydase phagocytaire (Borregaard et al., 1983; Jesaitis
etal., 1990).

1.1.2.3. Les granules a gélatinase (tertiaires)

Les granules a gélatinase ou tertiaires, également MPO-négatifs, sont plus petits que les
granules spécifiques et ne contiennent pas de lactoferrine. Les granules a gélatinase sont les
derniers formés durant la maturation des neutrophiles (Borregaard, 2010) et sont caractérisés
par leur richesse en gélatinase (Kjeldsen et al., 1993). Le collagéne type IV, un constituant
majeur de la membrane basale, ainsi que le collagéne type V des tissus interstitiels sont des
substrats de la collagénase. L’exocytose de la gélatinase des granules tertiaires est essentiel a la

migration des neutrophiles a travers les membranes basales (Borregaard et al., 1997).

Bien que les granules secondaires et tertiaires ont plusieurs propriétés communes, ils
different significativement les uns des autres par leur contenu et leurs propriétés sécrétoires.
Alors que les granules spécifiques sont riches en substances bactéricides, les granules a
gélatinase ne le sont pas (Fig. 2). Inversement, les granules a gélatinase sont plus facilement
libérés (Sengelov et al., 1995). Ces caractéristiques reflétent 1’importance de ces granules
comme des réservoirs d’enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire et de récepteurs
membranaires requis durant I’extravasation et la diapédése, tandis que les granules spécifiques
participent essentiellement a la microbicidie du neutrophile par la mobilisation de leur arsenal
de substances antimicrobiennes vers le phagosome ou I’espace extracellulaire (Faurschou et

Borregaard, 2003).

1.1.2.4. Les vésicules sécrétoires

Les vésicules sécrétoires sont communément considérées comme une partie du systeme
granulaire des neutrophiles. A la différence des granules classiques, ces vésicules ne
bourgeonnent pas de 1’appareil de Golgi, mais sont plutdt formés par endocytose durant les
stades finaux de la maturation du neutrophile (Borregaard et al., 2007). Par conséquent, la
majeure partie de leur contenu est représentée par des protéines dérivées du plasma comme
I’albumine (Borregaard et al., 1992). Il est a noter que les vésicules sécrétoires ne font pas partie
du systéme constitutif d’endocytose/exocytose, une fois mobilisées elles ne sont pas reformées
(Borregaard et Cowland, 1997). L’importance des vésicules sécrétoires réside dans leur
membrane, qui est le principal réservoir de récepteurs (comprenant les f2-integrines ou CD18,
le recepteur du complément CR1, le récepteur FPR, le CD14, et le récepteur Fcy III ou CD16),

qui, une fois mobilisés a la membrane cellulaire, permettent au neutrophile d’interagir avec son
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environnement et de répondre aux différentes stimulations. En plus de ces molécules
membranaires, les vésicules sécrétoires hébergent une protéine liant I’héparine ou HBP (pour
heparin-binding protein) dont la libération durant le stade précoce de I’extravasation des
neutrophiles serait essentielle a ’augmentation de la perméabilité vasculaire induite par le

neutrophile (Cassatella, 2010).

Le contenu et 1’ordre de mobilisation des différents granules refléte leurs fonctions : i)
Les vésicules sécrétoires sont mobilisees en premier lorsque le contact primaire entre le
neutrophile et les cellules endothéliales activées est établi via les sélectines et leurs ligands ; ii)
Les molécules membranaires des vésicules sécrétoires ainsi intégrées a la membrane cellulaire
du neutrophile lui permettent de s’adhérer fermement a 1’endothélium ; iii) La libération
séquentielle de la gélatinase contenue dans les granules tertiaires induit la dégradation du
collagéne 1V des membranes basales permettant au neutrophile de tracer son chemin vers le
foyer inflammatoire ; iv) La mobilisation des granules spécifiques augmente le potentiel
phagocytaire du neutrophile en fournissant le CR3 (complement receptor 3 ou CD11/CD18) ;
v) et enfin, la fusion des granules azurophiles et spécifiques avec le phagosome crée un
environnement favorable pour la bactéricidie dépendante et indépendante de I’oxygene

(Borregaard et Cowland, 1997).
1.1.3. Fonctions du neutrophile

Chez le sujet sein, les neutrophiles existent dans un état de repos, assurant que leur
contenu granulaire toxique ne soit pas accidentellement libéré pour endommager le tissu hote.
Les neutrophiles deviennent activés via un processus en deux étapes ; i) les neutrophiles au
repos peuvent devenir primés par des agents incluant des produits bactériens, des cytokines ou
des chimiokines (ex. TNFo, GM-CSF, IL-8, IFNy) (Hallett et Lloyds, 1995) et ii) les
neutrophiles primés sont par la suite mobilisés vers le site de 1’agression, ou ils rencontrent les
signaux d’activation qui déclenchent la phagocytose et la destruction du microbe (Wright et al.,
2010).

La destruction optimale des microbes requiert la production des FRO toxiques générées
par le complexe multienzymatique NADPH oxydase, elle implique également des événements
indépendants de I’oxygéne, en particulier la libération dans le phagosome des enzymes
protéolytiques, des défensines et des peptides antibactériens contenus dans les granules
intracellulaires (Nauseef, 2007 ; El-Benna et al., 2009). Si les neutrophiles détectent le TNFa
(tumor necrosis factor o) mais ne rencontrent pas directement de particules microbiennes dans
le tissu, ils liberent leurs granules dans le milieu extracellulaire dans une tentative de créer un
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environnement inhospitalier aux pathogenes se trouvant a proximité (Nathan, 2006). Le contenu
de ces granules n’est pas uniquement toxique pour les organismes microbiens mais engendre
des Iésions significatives du tissu et des cellules de I’hote. Cette toxicité, ni aléatoire ni
accidentelle, sert a contenir I’infection durant la phase précoce, le temps que la réponse
immunitaire soit proprement développée (Barton, 2008). Les neutrophiles fortement actives
peuvent éliminer les microbes extracellulaires par libération des NETs (neutrophil extracellular
traps) ; il s’agit de fibres de chromatine auxquelles sont associées des protéines (comme la
lactoferrine et les cathepsines), et des enzymes (comme la MPO et 1’¢lastase) provenant des
granules des neutrophiles (Brinkmann et al., 2004). Les NETs immobilisent les pathogenes, les
empéchant ainsi de se disperser tout en facilitant leur phagocytose (Kolaczkowska et Kubes,
2013). Alors que les fonctions des neutrophiles ont longtemps été restreintes a leur role de
cellules phagocytaires « tueuses », il est maintenant bien reconnu qu’ils jouent un réle beaucoup
plus complexe, participant a I’engagement et a la régulation des réponses immunitaires innées

et adaptatives, ainsi qu’a ’homéostasie tissulaire (Nathan, 2006 ; Mantovani et al., 2011).
1.1.3.1. Recrutement et migration vers le foyer inflammatoire

Le recrutement des neutrophiles circulants vers le site de [’agression est
fondamentalement important. Ce processus comporte une séquence d’événements ou les
neutrophiles sensibilisés passent par les étapes de roulement, arrét, adhésion ferme et diapédese
(Fig. 3), suivies par le chimiotactisme qui assure leur migration vers le foyer inflammatoire en

suivant un gradient croissant de chimioattractants (Borregaard, 2010).

En réponse aux pathogenes envahissants, les macrophages et mastocytes résidents du
tissu secrétent le TNF, I’IL-1p et plusieurs autres cytokines qui activent les cellules
endothéliales, ces cellules expriment alors des molécules d’adhésion et capturent les
neutrophiles circulants (Schramm et Thorlacius, 2004 ; Kolaczkowska et Kubes, 2013). La
capacité des neutrophiles circulants a s’adhérer a 1’endothélium est une étape importante et
requise pour leur concentration et leur orientation vers le site de I’inflammation (Scher et al.,
2010). Les neutrophiles sont capturés par intermédiaire des sélectines qui activent les
neutrophiles, les polarisent et induisent 1’externalisation des CD11a et CD18 contenus dans les
réserves intracellulaires (Nauseef et Borregaard, 2014). Le débit sanguin, ralenti suite a la
vasodilatation, facilite I’interaction neutrophile-endothélium via les P- et L-sélectines sur les
neutrophiles et les E-sélectines sur les cellules endothéliales. Cette interaction étant réversible
et transitoire fait que le neutrophile se déplace en roulant le long de la surface endothéliale
(Scher et al., 2010) (Fig. 3).
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Figure 3. La cascade d’adhésion des leucocytes (Ley et al., 2007).

En réponse a I’IL-8 secrétée par les macrophages du tissu et activement transportée par
les cellules endothéliales (Middleton et al., 1997), aux fragments du complément ou aux
peptides formylés générés dans le foyer inflammatoire, les intégrines exprimés a la surface des
neutrophiles subissent des changements conformationnels qui leur permettent d’interagir avec
leur ligands ; ICAM-1 et ICAM-2 exprimés par les cellules endothéliales (Diacovo et al., 1996).
La liaison des intégrines aux ICAMs résulte en 1’arrét des neutrophiles et leur adhésion ferme
aux cellules endothéliales et dirige leur mouvement vers la traversée de 1’endothélium par
diapédese par voie paracellulaire ou transcellulaire (Fig. 3) (Borregaard, 2010; Kolaczkowska
et Kubes, 2013). La sécrétion des MMPs dégrade la membrane basale et permet aux
neutrophiles de tracer leur chemin a travers la matrice extracellulaire. Les MMPs peuvent
également améliorer la migration dirigée des neutrophiles en générant les fragments de
collagéne a propriétés chimiotactiques (Wolf et Friedl, 2011). Une fois dans le compartiment
interstitiel, les neutrophiles migrent tout au long d’un gradient croissant de chimioattractants
vers le site de la Iésion ou de D’infection (Baggiolini et Clark-Lewis, 1992). Un des

chimioattractants les plus puissants des neutrophiles est 1’interleukine-8.

L’IL-8 est produit par plusieurs types cellulaires comme les monocytes, les macrophages,
les mastocytes, les cellules épithéliales, les kératinocytes, les fibroblastes les cellules
endothéliales et les neutrophiles (Kobayashi et al., 2005). Les bactéries produisent aussi des
molécules qui recrutent directement les PMN (comme les peptides N-formylés) (Showell et al.,
1976 ; Schmeling et al., 1979). Le processus de migration altére 1’état fonctionnel des PMN ;
les neutrophiles tissulaires exhibent une activité NADPH oxydase augmentée en réponse aux
agonistes comme les peptides formylés, produisent plus de cytokines pro-inflammatoires et

deviennent plus résistants aux stimulations anti-apoptotiques (Kuhns et Gallin, 1995 ;
11



Christenson et al., 2011; Nauseef et Borregaard, 2014). La reprogrammation des neutrophiles
durant leur transformation de cellules circulantes en phagocytes tissulaires fagonne le
phénotype et I'activité des neutrophiles pour répondre aux besoins fonctionnels, comme la
phagocytose, la bactéricidie, la cicatrisation des plaies et la modulation de la réponse

immunitaire (Theilgaard-Monch et al., 2004 ; Mantovani et al., 2011).
1.1.3.2. La dégranulation

Au fur et a mesure gue le neutrophile poursuit son activation, ses granules sont mobilisés
et fusionnent soit avec la membrane plasmique ou le phagosome. Dans les deux cas, la
membrane des granules devient une partie permanente de la membrane cible altérant ainsi sa
composition moléculaire (Borregaard et Cowland, 1997). A cause de leurs tendances de
mobilisation variées, chaque type de granule a été associé a un stade particulier d’activation du
neutrophile (Amulic et al., 2012). Aprés le contact neutrophile-endothélium, la stimulation via
les sélectines et les chimioattractants induit la mobilisation des vésicules sécrétoires dont la
membrane est riche en récepteurs et molécules d’adhésion, ce qui favorise 1’adhésion ferme par
intermédiaire des B2-integrines. Au fur et a mesure que le neutrophile traverse 1’endothélium,
il regoit davantage de signaux d’activation qui initient la mobilisation des granules a gélatinase
et donc la libération des MMPs qui permettent au neutrophile de traverser la membrane basale.
Arrivant au site de I’inflammation, ’activation compléte du neutrophile s’ensuit, incitant
I’explosion oxydative et la mobilisation des granules spécifiques et azurophiles. La fusion de
ces granules avec le phagosome déclenche les mécanismes de bactéricidie et contribue a la

création d’un environnement antimicrobien favorisant la dégradation du matériel phagocyté.

Les mécanismes qui contrdlent la mobilisation différentielle des granules du neutrophile
ne sont pas entiérement élucidés, néanmoins, la régulation des taux de calcium intracellulaire
joue un role important (Sengelov et al., 1993). Les granules spécifiques, a gélatinase et les
vésicules sécrétoires sont plus sensibles et se mobilisent plus facilement que les granules
azurophiles en réponse aux stimuli chimiotactiques et a I’élévation du Ca®* intracellulaire. Ces
différences sont causées par les différentes molécules de signalisation impliquées dans
I’exocytose de chaque granule. Ainsi, le calcium est impliqué dans I’interaction des v-SNARE
(VAMP) de la surface de la granule avec le t-SNARE (Syntaxin, SNAP) de la membrane
plasmique (Borregaard et al., 1993; Sengelov et al., 1993). L’¢lévation des concentrations
cytosoliques du Ca?* est induite par divers stimuli incluant I’engagement des L-sélectines, des
CD11b/CD18 et du récepteur fMLF (Ng-Sikorski et al., 1991; Sengelov et al., 1993 ; Laudanna

etal., 1994). L’engagement des -2 intégrines induit I’activation des tyrosines kinases (Fuortes
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et al., 1993 ; Berton et al., 1994), qui phosphorylent et activent des protéines comme la
phospholipase Cy2 (PLC y2) et la phospholipase D (PLD) (Fallman et al., 1992; Hellberg et al.,
1996). Les phospholipases activées génerent I’inositol 1,4,5 triphosphate (IP3), le
diacylglycérol (DAG) et I’acide phosphatidique (PA), qui activent la protéine kinase C (PKC)
et induisent la libération du Ca?* des réserves intracellulaires et I’influx du Ca?* a travers la
membrane plasmique (Agwu et al., 1989; Fallman et al., 1992; Suchard et al., 1994 ; Hellberg
etal., 1996 ; Berton et Lowell, 1999). La stimulation via le récepteur fMLF couplé a la protéine
G augmente rapidement les concentrations cytosoliques de I’IP3 a des taux suffisants pour
mobiliser le Ca®* des réserves intracellulaires (Bradford et Rubin, 1986). La stimulation du
neutrophile via le récepteur fMLF entraine la phosphorylation d’une large gamme de kinases
qui activent leurs voies effectrices respectives. Les tyrosines kinases de la famille Src sont
impliquées dans I’exocytose dans le neutrophile, ou différentes populations de granules
semblent étre contr6lées par différentes Src kinases (Lacy, 2006). Mocsai et al. (2000) ont
montré que le traitement des neutrophiles humains par le PP1, un inhibiteur spécifique de la
famille Src, entraine 1’inhibition de la libération des granules primaires, secondaires et des
vésicules sécrétoires induite par le fMLF. De méme, dans les neutrophiles isolés des souris
déficientes en Src kinases Hck, Fgr et Lyn, une défaillance de libération des granules
secondaires est observée. Cette déficience est corrélée a une réduction de I’activité de la p38
MAPK (Fumagalli et al., 2007). En effet, le SB203580, un inhibiteur des p38 MAPK, entraine
la réduction de la libération des granules primaires et secondaires en réponse au fMLF, alors
qu’elle est insensible au blockage de la voie ERK par le PD98059. Le blocage de I’activité de
la p38 MAPK par le PP1 ainsi que par la triple mutation hck/ fgr/ lyn/ suggére que les
kinases Src agissent en amont de la p38 MAPK (Mocsai et al., 2000).

Le role des PKC dans la régulation de la dégranulation dans le neutrophile n’est pas trés
clair, toutefois, leur implication dans ce processus a été démontrée par 1’utilisation d’activateurs
non-physiologiques de la PKC, comme le Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) qui
provoque la libération des granules spécifiques (Esaguy et al., 1991; Zaman et al., 1994). Le
PMA n’affecte pas les niveaux basals du Ca?* intracellulaire méme a des concentrations élevés
(Pontremoli et al., 1986) et il est un faible inducteur de la libération des granules azurophiles
(Nagaji, 1999). Le neutrophile humain exprime différentes isoformes de PKC (a, BI, BIL, J, et
{) Majumdar et al., 1991; Smallwood et Malawista, 1992 ; Dang et al., 1994; Kent et al., 1996)
dont trois auraient des roles plus ou moins importants dans la dégranulation. Dans les
neutrophiles isolés de souris konck-out pour le géne de PKC-8, une réduction importante de la

libération de lactoferrine en réponse au fMLF ou au PMA est observée (Chou et al., 2004).

13



Popa-Nita et al. (2009) ont rapporté I’implication des isoformes classiques des PKC (cPKC)
dans la dégranulation induite par les cristaux d’urate, et ont démontré une translocation a la
membrane des isoformes classiques o et B aprés activation des neutrophiles par ces cristaux in
vitro. Il est a noter que les réponses exocytotiques aux divers stimuli physiologiques montrent
une faible sensibilité aux inhibiteurs pharmacologiques de la PKC. Bien que la dégranulation
induite par le fMLF ou le leucotriéne B4 (LTB4) soit réduite par le K252a, 1’exocytose des
granules en réponse au zymosan opsonisé n’en est que marginalement sensible (Smith et al.,
1988 ; Nagaji, 1999). Le role des PKC serait donc d’améliorer la réponse sécrétoire plutot que

I’induction de la fusion exocytique (Lacy, 2005).

Récemment, le role d’une autre kinase, Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2) dans le
processus de la dégranulation a été décrit (Kamen et al., 2011). Suite a I’engagement des
intégrines, Pyk2 subit une autophosphorylation Ca?*-dépendante permettant son association
aux Src kinases. Pyk2 agit en phosphorylant la paxilline et VVav. Cette derniere est un activateur
direct de la petite protéine G Rac qui remodéle I’actine et facilite la dégranulation (C Kim et
al., 2003), alors que la paxilline sert de protéine d’échafaudage et exerce un effet direct sur
I’assemblage des microtubules qui peut contribuer & la motilité polarisée des granules (Efimov
et al., 2008).

1.1.3.3. Phagocytose et mecanismes de bactericidie

Arrivés au site de I’infection, les PMN reconnaissent, phagocytent et détruisent les
pathogénes envahissants. La phagocytose est initiée par la reconnaissance de motifs microbiens
appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) par les TLRs (Toll like receptors)
(Ozinsky et al., 2000; Underhill et Ozinsky, 2002) et d’autres PRRs (Pattern Recognition
Receptors) exprimés par le neutrophile. L’engagement des TLRs, en particulier TLR2 et 4,
active des voies de signalisation qui prolongent la survie cellulaire, facilitent I’adhésion (Sabroe
et al., 2003) et la phagocytose (Hayashi et al., 2003), induisent la libération des cytokines, des
chimiokines et des FRO (Kurt-Jones et al., 2002 ; Hayashi et al., 2003; Sabroe et al., 2003) et
promeut la dégranulation (Bellocchio et al., 2004; Lotz et al., 2004) contribuant ainsi a I’activité
microbicide des neutrophiles. Quoique les PRRs jouent un rb6le important dans la
reconnaissance des microbes, ’efficacité de la phagocytose est nettement améliorée par
I’opsonisation des pathogenes par les immunoglobulines et les fragments C3b du complément.
L’opsonisation des bactéries par les immunoglobulines joue un réle particulier dans la réponse
des neutrophiles aux bactéries encapsulées comme leur capsule les aide a évader la phagocytose
directe (Ravetch et Kinet, 1991).
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Le neutrophile détruit les pathogénes par divers mécanismes qui impliquent la fusion des
granules cytoplasmiques, la production des FRO, I’activation des enzymes protéolytiques et
I’activité des protéines antimicrobiennes (Fig. 4). Le phagosome fusionne avec les granules du
neutrophile pour former le phagolysosome, un espace riche en molécules microbicides

nécessaires a la destruction des pathogenes (Scher et al., 2010).
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Figure 4. Phagocytose et activation des mécanismes de bacteéricidie du neutrophile
(Kobayashi et al., 2005).
Le PMN utilise deux mécanismes principaux, dépendants et indépendants de 1’oxygene,
pour tuer les microbes ingérés, le mécanisme prédominant dépend de 1’espéce microbienne et

du microenvironnement metabolique (aérobie ou anaérobique) (Rosen et Michel, 1997).
a) Mécanisme bactéricide dépendant de I’oxygéne

Le mécanisme dépendant de I’oxygéne repose sur la production rapide des FRO, appelée
« explosion oxydative », en réponse a divers stimuli inflammatoires. Ce phénomene,
accompagné d’une augmentation de la consommation de I’oxygene, permet la réduction de 1’O2
en anion superoxyde (O2" ) a travers I’activation d’un systéme enzymatique unique aux cellules
phagocytaires : la NADPH oxydase (Cassatella, 2010). Une fois libéré dans le phagosome, le
02" est converti par la superoxyde dismutase (SOD) en H202. En présence des ions Cl , le H202
est converti par la MPO en HOCI qui détient un fort potentiel antimicrobien (Hampton et al.,
1998). Le Oy peut également étre converti en d’autres formes réactives a propriétés
microbicide comme le radical hydroxyle (OH") et I’oxygéne singulet (:0,) (Klebanoff, 2005 ;
Kobayashi et al., 2005). L’anion superoxyde peut également servir de substrat aux réactions
avec les autres radicaux ; a titre d’exemple, il peut réagir avec 1’oxyde nitrique (NO) pour

former le peroxynitrite (ONOO’) hautement cytotoxique. Dans le phagosome, les
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concentrations élevées des FRO sont tres toxiques et contribuent ultimement a la destruction

des microbes phagocytés (Cassatella, 2010).
b) Meécanisme bactéricide indépendant de I’oxygéne

Le mécanisme de bactéricidie dit « indépendant de 1’oxygéne » repose sur la libération
dans le phagosome d’enzymes de dégradation et de molécules antimicrobiennes contenues dans
les granules cytosoliques du neutrophiles (Tableau 1) (Cassatella, 2010). Bien que les protéines
antibactériennes comme les BPI, les défensines et les cathelicidines, sont structuralement
différentes, mais elles sont toutes cationiques. Les charges positives servent probablement a la
liaison initiale des microorganismes, comme les surfaces bactériennes et fongiques sont
généralement anioniques. Une fois liées, les protéines antimicrobiennes perturberaient

I’intégrité de la membrane bactérienne (Brinkmann et Zychlinsky, 2007).

Tableau I. Mécanismes d’action des protéines microbicides du neutrophile (Amulic et al.,

2012)

Molécule antimicrobienne Mécanisme de microbicidie?

Peptides antimicrobiens cationiques

A-défensines (HNP-1, | = Perméabilise les bicouches membranaires contenant des
HNP-2, HNP-3, HNP-4) phospholipides négativement chargés

* Inhibe la biosynthése d’ADN, d’ARN et des protéines

= |nhibe la synthése de la paroi bactérienne

LL-37 Formation des pores transmembranaires

BPI Augmente la perméabilité bactérienne et [1’hydrolyse des
phospholipides bactériens en se fixant aux LPS

Histones Mécanismes inconnus

Enzymes protéolytiques

Lysozyme Dégrade la paroi cellulaire

Protéinase 3 Mécanisme indépendant de I’activité protéolytique par fixation a la
membrane bactérienne

Elastase du neutrophile, = Clive les facteurs de virulence bactériens et les protéines de la

Cathepsine G membrane externe

= Mécanisme indépendant de I’activité protéolytique par fixation a la
membrane bactérienne

Azurocidine Meécanisme indépendant de ’activité protéolytique par fixation a la
membrane bactérienne

Protéines chélatrices de métaux

Lactoferrine = Altere la croissance bactérienne en séquestrant le fer
= Lie le lipide A des LPS causant la libération des LPS de la paroi
cellulaire et I’augmentation de la perméabilité membranaire

Calprotectine Altere la croissance bactérienne en séquestrant le manganese et le zinc

a : ce tableau cite les activités antimicrobiennes directes uniquement.
LPS : Lipopolysaccharide ; HNP : human neutrophil peptid; BPI: bactericidal/permeability-increasing protein.
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c) Nouveau mécanisme bactéricide

En 2004, Brinkmann et ses collaborateurs ont décrit un nouveau mécanisme bactéricide
mis en ceuvre par les neutrophiles, qui émettent dans le milieu extracellulaire des filaments
appelées NETSs (neutrophil extracellular traps) composes de chromatine et de protéines comme
1’¢lastase, la cathepsine G, la lactoferrine et la gélatinase, issues des granulations primaires et
secondaires. Les auteurs ont montré que ces filaments se lient aux bactéries a Gram positif et a
Gram négatif, les piégent et exercent une activité bactéricide extracellulaire a distance sans
méme les englober (Brinkmann et al., 2004). La formation des NETs dépend des FRO, de la
MPO et de I’¢lastase du neutrophile (Papayannopoulos et al., 2010 ; Metzler et al., 2011). lls
sont libérés lorsque la cellule meurt, sa membrane se rompant brusquement. Cette mort, ou
NETose, par analogie avec d’autres formes de mort cellulaire, la nécrose et 1’apoptose, peut
ainsi étre comparée a un suicide cellulaire permettant au neutrophile d’étre une derniére fois
utile grace a son filet antimicrobien (Fuchs et al., 2007). Les NETs sont considérés donc comme
un mécanisme de défense innée, indépendant de la phagocytose, qui prévient la dissémination
bactérienne ou fungique, permet d’établir des concentrations importantes de substances
microbicides dans le voisinage des PMN et de tuer les agents pathogénes (Gougerot-Pocidalo
et al., 2007).

1.1.3.4. Régulation des réponses immunitaires et production de cytokines

En plus de ses fonctions de défense antimicrobienne, le neutrophile contribue au
développement et a la régulation fine des réponses immunitaires et inflammatoires. Les FRO
dérivés du neutrophile modulent la signalisation intracellulaire, régulant les fonctions des
cellules environnantes comme leur apoptose, les réponses prolifératives et la production de
cytokines (Droge, 2002). Les neutrophiles produisent de nombreux médiateurs de
I’inflammation (Hoesel et al., 2005), ainsi que des cytokines pro- et anti-inflammatoires
(Tecchio et al., 2014). Une originalité du neutrophile est de pouvoir libérer rapidement par
exocytose des médiateurs et cytokines des son arrivée sur le site inflammatoire et de relayer
dans un deuxieme temps cette production par une synthése de novo. Méme si la production de
cytokines par les neutrophiles est inférieure a celle des monocytes, les neutrophiles sont les
premiéres cellules infiltrant massivement le foyer inflammatoire, suggérant que leur production
de cytokines peut étre déterminante a ce stade précoce de la réponse immunitaire (Mantovani
etal., 2011). Ces molécules coordonnent potentiellement les fonctions précoces des monocytes,
macrophages, cellules dendritiques (DC) et lymphocytes. Les neutrophiles produisent le TNF

et d’autres cytokines qui induisent I’activation et la différenciation des macrophages et des DC
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(Bennouna et al., 2003; Nathan, 2006) et génerent des chimiokines pour la plupart des cellules
immunitaires et en particulier pour les DC participant de ce fait a I’engagement des réponses
immunitaires adaptatives. De plus, les neutrophiles interagissent directement avec les DC leur
transférant 1’antigéne et régulant leur maturation (Nathan, 2006 ; Mantovani et al., 2011). Les
neutrophiles possédent une certaine capacité de présenter 1’antigéne aux lymphocytes T,
notamment par présentation croisée (Beauvillain et al., 2007). Les neutrophiles migrent dans
les ganglions lymphatiques et sont donc susceptibles d’interagir avec les cellules immunitaires
qui y sont présentes (Gougerot-Pocidalo, 2012). lls contribuent en effet a la prolifération et a la
maturation des lymphocytes B en secrétant le BLyS (Scapini et al., 2005), ainsi qu’a la
différenciation des lymphocytes T et a 1’activation des macrophages par leur production
d’interféron-y (IFNy) (Ethuin et al., 2004).

1.1.3.5. Réle du neutrophile dans la résolution de I’'inflammation

Les neutrophiles sont impliqués dans I’induction de la résolution de I’inflammation a
travers la production des médiateurs lipidiques résolutifs. Durant les phases finales des réponses
inflammatoires aigiies, les PMN commutent leur biosynthése d’eicosanoides du LTB4 au
lipoxine A4 (LXA4) qui peut inhiber le recrutement des PMN (Serhan et al., 2008). Les
neutrophiles peuvent également contribuer a la biosynthese des résolvines et de la protectine.
Ces médiateurs lipidiques pro-résolutifs inhibent la migration transendothéliale des
neutrophiles et leur infiltration tissulaire (Schwab et al., 2007; Serhan et al., 2008; 2009; Spite
et al., 2009). Le role des neutrophiles dans la résolution de I’inflammation inclue également le
blocage et la séquestration des chimiokines et des cytokines. Les médiateurs lipidiques pro-
résolutifs (comme la LXA4, la résolvine E1 et la protectine D1) augmentent 1’expression du
CCRS par les neutrophiles apoptotiques qui peuvent donc agir comme piégeurs fonctionnels du
CCL3 et CCL5 (Ariel et al., 2006). De plus, les neutrophiles expriment le récepteur leurre D6
capable de piéger virtuellement toutes les CC-chimiokines inflammatoires (McKimmie et al.,
2008). Les neutrophiles produisent des taux élevés du récepteur leurre d’IL-1 type 2 dont
I’expression est davantage augmentée par les signaux anti-inflammatoires comme les
glucocorticoides. Ce récepteur leurre lie I’IL-1 et empéche son interaction avec son récepteur
IL-1R1 (Bourke et al., 2003). D’autre part, les neutrophiles, particulierement ceux stimulés par
la cytokine anti-inflammatoire IL-10, sont une source majeure de 1’antagoniste du récepteur
d’IL-1 (IL-1ra) (Bazzoni et al., 2010). Enfin, la reconnaissance et I’ingestion des neutrophiles
apoptotiques par les macrophages fagonne leur phénotype fonctionnel (Fox et al., 2010). Les
macrophages développent un phénotype M2-like IL-10" IL-12"° qui régule négativement
I’inflammation et promeut la réparation du tissu (Bystrom et al., 2008; Filardy et al., 2010).
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1.1.4. Implications du neutrophile dans les pathologies inflammatoires

Le recrutement et 1’activation des neutrophiles sont soigneusement controlés. Néanmoins,
la dérégulation de ces mécanismes finement orchestrés peut conduire a une infiltration tissulaire
persistante par des neutrophiles, & leur activation prolongée induisant des Iésions tissulaires,
sous 1’action des enzymes lytiques et des FRO, contribuant ainsi a la physiopathologie de
différentes maladies inflammatoires. Les neutrophiles, a travers la libération de leurs produits
cytotoxiques, jouent un role majeur dans la pathologie de I’arthrite rhumatoide. Ils contribuent
également au développement de cette pathologie inflammatoire par la sécrétion de cytokines et
chimiokines pouvant réguler les fonctions de diverses cellules immunitaires, la présentation des
antigenes aux lymphocytes T, I’activation des cellules NK via des interactions cellulaires, et la
libération de protéases qui peuvent activer ou désactiver les cytokines et chimiokines (Wright
etal., 2014).

Les enzymes de I’explosion oxydative du neutrophile (MPO et NADPH oxydase)
participent au développement de 1’athérosclérose via la production des FRO, ceci est illustré
par D’atténuation de la progression de 1’athérosclérose par I’inhibition pharmacologique de ces
deux enzymes (Liu et al., 2012 ; Kinkade et al., 2013). De plus, I’implication des NETs dans
cette pathologie a été récemment rapporté (Knight et al., 2014). Des exemples d’autres
pathologies associées aux neutrophiles sont résumés dans le tableau I1.

Tableau 1. Maladies associées au déréglement des fonctions du neutrophile (adapté de
Cassatella, 2010)
Maladies Exemples

Maladies causées par des lésions
d’ischémie/reperfusion

Infarctus de myocarde, transplantation

Syndrome de  détresse respiratoire de I'adulte, choc

Infections bactériennes endotoxique, ostéomyélite, endocardite, pyélonéphrite

aigle et chronique

Arthrite  rhumatoide, maladies inflammatoires de
I’intestin

Maladies médiées par les cytokines

Maladies causées par le dép6t des cristaux | Godte, chondrocalcinose articulaire
Maladies médiées par le complexe immun | Vascularite, Lupus, syndrome de Goodpasture
Vascularites associée aux anticorps anti- | Granulomatose de Wegener, glomérulonéphrite pauci-

neutrophiles cytoplasmiques immun
Maladie pulmonaire obstructive chronique,
Maladies des voies respiratoires bronchiectasie, bronchiolite, fibrose cystique et certaines

formes d’asthme
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1.2. La NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase (NOX) a été initialement décrite en 1964 dans les cellules
phagocytaires par Rossi et Zatti comme 1’enzyme responsable de 1’explosion respiratoire (Rossi
et Zatti, 1964). Neuf ans plus tard, Babior et al. (1973) ont apporté la premiére preuve que cette
enzyme catalyse la formation de I’anion superoxyde a partir de 1’oxygéne moléculaire, au
dépens du NADPH (Kleniewska et al., 2012). De nos jours, il est connu que les NADPH
oxydases constituent une famille comptant sept membres ; cing NOX et deux DUOX (pour dual
oxidase). Ces enzymes ont été identifiées dans différents tissus et présentent des similarités
avec la sous unité catalytiqgue gp91PHOX (PHOX pour phagocyte oxydase) de la NADPH
phagocytaire (appelée aussi NOX2) (Panday et al., 2015). NOX1, 2, 3 et 5 réduisent I’oxygéne
moléculaire en Oy" (Miller et al., 2006), alors que NOX4, DUOX1 et DUOX2 produisent
directement le H2O2 (Chen et al., 2008). La fonction essentielle des NOX est de générer les
FRO qui participent & la défense anti-infecticuse de 1’hote, a la signalisation cellulaire, a
I’activation des facteurs de transcription et la mobilisation des systémes de transport d’ions
(Lambeth et al., 2008). La NADPH oxydase phagocytaire joue un réle central dans la défense
anti-infectieuse de I’hote. Ce rdle est bien illustré par la granulomatose septique chronique
(CGD), un déficit immunitaire sévere causé par une mutation au niveau des génes qui codent
pour 1’'un des composants de la NADPH oxydase et caractérisé par des infections bactériennes
et fungiques graves et récidivantes (Roos et al., 1996).

1.2.1. Structure de la NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase phagocytaire est composée de deux protéines membranaires ;
gp91PHOX et p22PHOX de trois protéines cytosoliques p40°HOX, pa7PHOX et p67PHOX et de la petite
protéine G Rac. La sous unité catalytique gp91PH%* (ou NOX2) forme avec la p22°"°% un
hétérodimeére dénommeé flavocytochrome b558 (Leusen et al., 1996 ; Babior, 1999). Les sous
unités régulatrices p40™HOX pa7PHOX et p67PHOX forment un complexe cytosolique qui, suite a
une stimulation appropriée, migrent vers la membrane pour s’associer au flavocytochrome b558
et former I’oxydase active. Le flavocytochrome b558 s’associe aussi avec une petite protéine
G rapl A, mais le r6le de cette interaction n’est pas connu (El-Benna et al., 2005). L’activation
du complexe requiert également la petite protéine G Rac2 (Diebold et Bokoch, 2001) qui se
libére de son inhibiteur Rho-GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor) pour rejoindre les
autres composants a la membrane (Fig. 5). La NADPH oxydase ainsi activée catalyse le

transfert d’électrons du NADPH vers I’oxygéne moléculaire pour former 1’anion superoxyde :

20, + NADPH — 2 02" + NADP* + H*
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membrane

Figure 5. Le complexe NADPH oxydase phagocytaire (modifié de Heyworth et al., 1999)

Au repos (& gauche) les sous-unités de la NADPH oxydase sont réparties entre le cytosol et la membrane.
L’activation du phagocyte (a droite) entraine translocation des sous-unités cytosoliques p47PHOX p67 PHOX| pa0
PHOX et Rac2 vers la membrane, ce qui permet I’assemblage de ’oxydase active.

1.2.1.1. Les composants membranaires de la NADPH oxydase phagocytaire

Le flavocytochrome b558, constitué des composants membranaires gp91°HX et p22PHOX|
représente le centre catalytique de la NADPH oxydase phagocytaire. Il s’agit d’un complexe
hétérodimérique transmembranaire qui doit son nom a son spectre d’absorption comprenant
une bande & 558 nm (Cross et al., 1984). La gp91°"X et la p22PHOX sont assemblées de fagon
non-covalente selon une steechiométrie 1:1 (Wallach et Segal, 1996) formant une
hémoflavoprotéine qui contient le systéme de transport des électrons du NADPH vers
I’accepteur oxygene. Le cytochrome b558 a un potentiel d’oxydoréduction tres bas (-245 mV)
ce qui lui permet de réduire directement I’oxygéne de I’air (Rotrosen et al., 1992). Au cours de
I’activation du phagocyte, le cytochrome b558 constitue un point d’ancrage sur lequel se fixent
les autres composants cytosoliques, en particulier la pA7°"9X (Rotrosen et al., 1990), la p67°HO%
et Rac2 (Babior et al., 2002). Dans le neutrophile au repos, 85% du cytochrome b558 est

concentreé dans les granules spécifiques (Borregaard et Tauber, 1984).
a) Lagp91PHOX/NOX2

La gp91°HX (appelée aussi sous unité B du cytochrome b558) est une glycoprotéine de
570 acides aminés et un poids moléculaire de 65,3 kDa, mais donne un smear
d’approximativement 91 kDa sur les gels de SDS-PAGE a cause de son profil hétérogene de

glycosylation sur les résidus asparagine 132, 149 et 420 (Harper et al., 1985; Kleinberg et al.,
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1989; Wallach et Segal, 1996). Les 300 acides aminés en N-terminal forment six hélices
transmembranaires, alors que la partie C-terminal est cytosolique et contient les sites de liaison
au FAD et au NADPH (Fig. 6) (Rotrosen et al., 1992; Sumimoto et al., 1992 ; Groemping et
Rittinger, 2005).

La gp91PHOX est associée a deux groupes héme non identiques qui sont coordonnés d’une
maniere non-covalente par deux paires d’histidine (Cross et al., 1995; Yu et al., 1998 ;
Biberstine-Kinkade et al., 2001). La gp91PHO% contient donc tous les cofacteurs requis pour la
réaction de transfert d’électrons qui se produit en deux étapes : lors de la premiere étape
catalytique appelée diaphorase, les électrons sont transférés du NADPH aux groupements
héminiques via la flavine FAD, puis durant la seconde étape, les électrons sont transférés a

’oxygéne moléculaire pour former le O2" (Raad et al., 2009).

C-ter

570 C-ter
Figure 6. Structure du flavocytochrome b558 (modifié d’El-Benna et al., 2010).

La gp91P"OX/NOX2 (a gauche) est constituée de six hélices transmembranaires. Les deux domaines
transmembranaires 11 et V' contiennent chacun deux histidines en coordination avec deux hémes asymétriques. La
longue queue cytoplasmique en C-terminal contient les sites de liaison au FAD et au NADPH. La p22FHOX (3
droite) est formée par trois hélices transmembranaires et une queue cytosolique en C-terminale contenant un motif
PxxP.

b) La p22PHOX

La p22°HX (sous unité o du flavocytochrome b558) est une protéine non-glycosylée de
22 kDa comprenant 195 acides aminés (Yu et al., 1997). La partie N-terminale de la p22°H°X
contient deux hélices a transmembranaires, la partie C-terminale contient une région riche en

résidus proline (PRR ou prolin rich region) reconnaissable par le motif PxxP (Fig. 6).

Le domaine PRR de la p22PH%% interagit avec les domaines SH3 (Src homology 3) de la
p47PHOX Jorsque cette derniére est phosphorylée (Leto et al., 1994). La p22°HOX s’associe 4 la
gp91PHOX d’une fagon équimoléculaire, elle est indispensable & la maturation et la stabilisation

du cytochrome b558, aussi bien qu’a I’assemblage de la NADPH oxydase (DeLeo et al., 2000).
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1.2.1.2. Les composants cytosoliques de la NADPH oxydase phagocytaire

L’activité catalytique de NOX2 est régulée par les sous unités cytosoliques p477HOX,
p67PHOX et Rac1/2. Les p47°HO% et p67°HX des cellules au repos forment dans le cytosol un
complexe hétéromérique d’une stochiométrie 1:1:1 en association avec la p40PHO* (Wientjes et
al., 1993; Wientjes et al., 1996; Zhan et al., 1996 ; Lapouge et al., 2002). Quoique la p40PHOX
fasse partie du complexe, sa fonction dans 1’assemblage de 1’oxydase n’est pas clairement

définie (Nauseef, 2004).
a) La p47PHox

La p47°HX est la sous unité organisatrice du complexe NADPH oxydase phagocytaire ;
elle assure I’association du complexe cytosolique p40PHOX-p47PHOX_png7PHOX 3y cytochrome
b558 au cours de D’activation de 1’oxydase. La p477HOX est une protéine de de 44,7 kDa
composée de 390 acides aminés. Elle contient un domaine PX (Phox homolgy, aa : 4-121), deux
domaines SH3 en tandem (SH3A, aa : 159-214 et SH3B, aa : 229-284), une région d’auto-
inhibition AIR (auto-inhibitory region, a : 292-340), et une région riche en proline (PRR, aa :
363-368) (Fig.7) (El-Benna et al., 2009). La partie C-terminale de la p47PHO% est riche en

résidus sérine et arginine et confére a la protéine son caractere basique.

p22phox p67phox
Ptdins(3,4)P2
' t automh|bmon '
I 1 I
4 121 159 214 229 284 292 340 363 368
N-ter 1 |—| PX | 390 C-ter
303 379

SSIRNAHSIHQRSRKRLSQDAYRRNSVRFLQQ RRRQARPGPQSPGSPLEEERQTQRSKPQPAVPPRPSADLILNRCS

Figure 7. Structure de la pA7°"9X (modifié¢ d’El-Benna et al., 2009)

La p47°HX est composée de 390 acides aminés avec un domaine PX (phox homology, aminoacides 4 a 121), deux
domaines SH3 (src homology 3, aminoacides 159 a 214 (SH3A) et aminoacides 229 a 284 (SH3B)), une région
AIR (autoinhibitory region, aminoacides 292 a 340) et une région PRR (proline-rich region, aminoacides 363 a
368). La région C-terminale contient plusieurs sérines phosphorylabes (en rouge).

La p47PHOX existe au repos sous forme libre ou associée a la p67PHO% et & la p40oPHOX
constituant un complexe de 250-300kDa (Lapouge et al., 2002). Dans le neutrophile au repos,
les deux domaines SH3 de la p477H%X interagissent intra-moléculairement avec la région AIR
de la protéine non-phosphorylée maintenant la p47P°HO% dans un état d’auto-inhibition (de

Mendez et al., 1997; Groemping et al., 2003). Les deux domaines SH3 servent également a
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Iinteraction avec la p22°H9% dans 1’oxydase activée. La p47°H%X interagit, par son domaine
PRR, avec le domaine SH3 en C-terminal de la p677H%* (Bedard et Krause, 2007). Le domaine
PX reconnait préférentiellement le phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P2) et

7PHOX 34 1a membrane lors de I’assemblage de 1’oxydase (Kanai

permet donc 1’ancrage de la p4
et al., 2001). Durant ’activation de la NADPH oxydase, la p47°H%% est phosphorylée sur

plusieurs résidus sérine situés dans la partie C-terminale (Fig. 7) (El Benna et al., 1994).
b) Lap67PHOX

La p677HO% (ou sous-unité activatrice de NOX2) est une protéine de 59,8 kDa (526 acides
aminés) constituée d’un domaine contenant quatre motifs TPR (tetratricopeptide repeat), d’un
domaine PRR et de deux domaines SH3 séparés par un domaine PB1 (Phox and Bem1) (Fig.
8) (Groemping et Rittinger, 2005). La partie N-terminale de la p67°H* contenant les TPR est
responsable de I’interaction avec Rac d’une maniére GTP-dépendante (Koga et al., 1999). La
p67°H9X contient en outre un domaine activateur (AD, aa : 199-210) essentiel a la production
du Oy par NOX2. On pense que cette région pourrait interagir directement avec le
flavocytochrome participant ainsi a la régulation du transfert d’électrons (Babior et al., 2002;
Nisimoto et al., 1999). Le domaine SH3 en C-terminal de la p677H%X sert a I’interaction avec le
domaine PRR de la p47PHO%  alors que le role de I’autre domaine SH3 situé au centre de la
protéine n’est pas claire (Bedard et Krause, 2007; Yang et al., 2011). En plus de son interaction
inter moléculaire avec la p47PHO% | 1a p67°H%% interagit, par domaine PB1, avec le domaine PB1
de la p40PHOX (Kuribayashi et al., 2002; Wilson et al., 2003).

p40r2hox
NOX2
Rac t -{PB1}-
' b '
r | 199- 226- T 1T
3 36 70 104120 153 210 236 243 289 351 429

p67Phox 1 l- TPR4_4I AD' SH3-N PB1 [ swsc [ 526

Figure 8. Structure de la p67PH%* (modifié de Dahan et Pick, 2012)

La p46°HOX contient quatre motifs TPR en N-terminal servant & I’interaction avec Rac, un domaine d’activation
régulant I’activité de la gp91PHOX (NOX2), un domaine PB1 d’interaction avec la p40phox, et deux domaines SH3
dont celui en C-terminal interagit avec le domaine PRR de la p47°H0%,

c) La p4QPHOX

La p40PHO% (ou sous unité adaptatrice de la NADPH oxydase phagocytaire) est une
protéine nonglycosylée de 40 kDa, elle est composée d’un domaine PX, un domaine SH3 et un
domaine PBl1 (Fig. 9) (Kawahara et Lambeth, 2007). Le domaine PX lie le
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phosphatidylinositol-3-phosphate (PtdIns(3)P) et contribue a I’assemblage de 1’oxydase a la
membrane du phagosome (Ellson et al., 2001; Kanai et al., 2001). Le domaine PB1 est
responsable de 1’association de la p40°H* & la p67PHOX (interaction PB1-PB1) et facilite de ce
fait la localisation membranaire de la p67°"%* (Honbou et al., 2007). La p40PHX est absente
dans les patients CGD déficients pour la p67°"°X (Tsunawaki et al., 1994) suggérant que cette

protéine est uniquement stable aprés sa liaison a la p67°H%* (Bedard et al., 2007).

Il a été proposé que la p40PH% joue un role dans la stabilisation du complexe cytosolique
p47PHOX_ng7PHOX n40PHOX avec lequel elle co-transloque durant I’activation du neutrophile
(Wientjes et al., 1993). La p40°"X est également impliquée dans la régulation de NOX2. A
part I’¢tude de Sathyamoorthy et al. (1997) qui lui attribue une fonction inhibitrice de NOX2,
la plupart des travaux suggérent I’implication de la p40PHO% dans I’activation de I’oxydase. Bien
qu’elle soit dispensable a I’activation de I’oxydase phagocytaire in vitro (Honbou et al., 2007),
la p40”HOX contribue a 1’activation de la NADPH oxydase en facilitant la localisation
membranaire de la p67°HO% (et de sa protéine associée p477HO%) (Kuribayashi et al., 2002), en
augmentant 1’affinité de la p47°79X au flavocytochrome b (Cross, 2000) et en stimulant la
production du O2" via un signal PI3P qui augmente apreés internalisation du phagosome (Tian
et al., 2008).

h 18 136 173 228 237 329
OX
pa 0™ R R -

Figure 9. Structure de la p40°"°X (Groemping et Rittinger, 2005).

d) La petite protéine G Rac2

La petite protéine G Rac (21 kDa) est un membre de la superfamille Ras-GTPases
indispensable a I’activation de la NADPH oxydase (Pick, 2014). Les protéines Rac sont
clairement impliquées dans la régulation de NOX2, toutefois, elles ne sont pas des sous unités
de la NADPH oxydase dans le sens propre du terme puisqu’elles régulent d’autres fonctions
cellulaires, en particulier le cytosquelette (Bedard et al., 2007). Il existe deux isoformes de Rac
dans les cellules phagocytaires : Racl et Rac2. Les deux isoformes comptent 192 acides aminés
et présentent 92% d’homologie de séquence (Kwong et al., 1993). Les neutrophiles humains
expriment majoritairement I’isoforme Rac2 (>96%) qui se trouve associée a son inhibiteur Rho-
GDI dans le cytosol dans les cellules au repos (Bokoch et al., 1994; Heyworth et al., 1994).
L’activation du neutrophile entraine la dissociation de Rac2 de son inhibiteur et sa translocation
a la membrane (Abo et al., 1994), simultanément avec la translocation de p477H%%/p677HOX et
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I’activation de ’oxydase (Quinn et al., 1993). Rac transloque indépendamment des autres
composants cytosoliques de la NADPH oxydase (Heyworth et al., 1994), mais son activation
peut induire 1’assemblage du complexe enzymatique (Price et al., 2002), probablement par un
mécanisme indirect impliquant I’activation de la p21-activated kinase (PAK) qui entraine la
phosphorylation de la p47°"°% (Knaus et al., 1995; Quinn et Gauss, 2004).

Rac est absolument requise a I’activité de la NADPH oxydase (Bokoch, 1994 ; Babior,
1999); elle interagit avec la p67°H%% pour I’accomplissement du transfert d’électrons au
flavocytochrome b558. Rac exerce également un effet régulateur direct sur le flavocytochrome

b558 en interagissant avec cette protéine via son domaine d’insertion (Fig. 10) (Diebold et

Bokoch, 2001).

Step 1 Step 2

ADPH ,FAD
NADP* XFA :
7 KO
_ I
Rac 2 R N
 pao

Figure 10. Modele de régulation de I’activité du flavocytochrome b558 en deux étapes par
Rac2 (Bokoch et Diebold, 2002).

Dans I’étape 1, Rac2 migre a la membrane et interagit avec le cytochrome b558 par I’intermédiaire de son domaine
d’insertion (rectangle hachuré), elle contribue a I’activation du flux d’électrons du NADPH au FAD, sans interagir
avec p67PHOX La p67PHOX participe a la régulation de ce premier flux d’électrons via son domaine d’activation
représenté par un rectangle quadrillé. Dans 1’étape 2, Rac2 s’associe a la p67°"% et induit un changement de
conformation de p67°H%% qui permet la poursuite du flux d’électrons du FAD a 1’oxygéne via les hémes.

1.2.2. Activation de la NADPH oxydase

La NADPH oxydase existe dans trois états d’activation différents ; repos, primé et activé.
Le contrdle strict de I’activation de ce complexe prévient la surproduction du superoxyde et
assure, avec les systemes antioxydants abondants, la protection des structures cellulaires contre

les lésions oxydatives (EI-Benna et al., 2008).
1.2.2.1. La NADPH oxydase des neutrophiles au repos

Dans les neutrophiles au repos, les composants de la NADPH oxydase sont distribués
entre le cytosol et la membrane permettant de la maintenir dans un état inactif. La membrane
plasmique de ces cellules contient tres peu de flavocytochrome b558, qui est concentrée dans

la membrane des granules spécifiques (Borregaard et Tauber, 1984; EI-Benna et al., 2008). Les
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sous unités cytosoliques existent sous forme d’un complexe trimoléculaire p40°HOX-p47PHOX.
p67PHO% o la p67PHOX joue un role de «pont » entre la p47PH%X et la p40PHOX (Fig. 11)
(Sheppard et al., 2005) ; elle interagit avec le domaine PRR de la p47PH%% par son domaine
SH3-B, et avec le domaine PB1 de la p40PHO% via son domaine PB1 (Groemping et Rittinger,
2005).

P-rich

Figure 11. Modeéle du complexe p40PHOX-p47PHOX_n67PHOX dans le neutrophile au repos
(Modifié de Lapouge et al. (2002)).

La p47°H9% du neutrophile au repos n’est pas phosphorylée et adopte une conformation
autoinhibée repliée sur elle-méme (Fig.11) (Yuzawa et al., 2004 ; Marcoux et al., 2010). Cette
conformation est maintenue par des interactions intermoléculaires entre les domaines SH3, PX
et AIR. La région AIR masque les domaines SH3 (SH3A et SH3B), empéchant de ce fait leur
interaction avec le domaine PRR de la p22PH9X . La queue C-terminale de la p47PH%% joue un
role clé dans I’interaction AIR-SH3 et le maintien d’une conformation repli¢e au repos (Meijles
et al., 2014). L’interaction intramoléculaire SH3A-PX prévient la liaison de ce dernier avec les
phosphatidylinositol membranaires et inhibe la translocation des composants cytosoliques de
la NADPH oxydase a la membrane (Marcoux et al., 2010). Rac2 est aussi localisée dans le
cytosol ou se trouve liée a son inhibiteur Rho-GDI (Kwong et al., 1993).

1.2.2.2. Priming de la NADPH oxydase

Le priming (ou pré-activation) de la NADPH oxydase est opérationnellement défini
comme ’augmentation de la génération du O2" en réponse a un second stimulus activateur
(Sheppard et al., 2005). Le priming de la NADPH oxydase peut étre induit par différents agents
incluant des cytokines pro-inflammatoires (comme le TNF-a, le GM-SCF et I’IL-8) (Downey
et al., 1995; Hallett et Lloyds, 1995) et certains agonistes des TLRs (comme les
lipopolysaccharides ou LPS) (Forehand et al., 1989 ; El-Benna et al., 2008). Des activateurs

puissants de la NADPH oxydase comme le fMLF et le C5a peuvent exercer un effet primant a
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faible concentration (El-Benna et al., 2008). L’adhésion du neutrophile a I’endothélium
vasculaire et a la matrice extracellulaire durant sa migration peut primer la NADPH oxydase
(Sareila et al., 2011). Les agents primants comme le TNF ou le GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) induisent I’activation de la PLD (Bourgoin et al., 1990),
le priming de la phospholipase A2 (PLA2) (Bauldry et al., 1991) ou I’activation de la voie PI3K
(Phosphoinositide 3 kinases) (Cadwallader et al., 2002).

Le priming de la NADPH oxydase phagocytaire est caractérisé par des changements de
la localisation subcellulaire ou de la conformation des gp91°H9%/p22PHX et p47°HOX Durant le
priming, la p47°HOX est partiellement phosphorylée avec une relaxation de sa conformation
d’auto-inhibition. La phosphorylation de la p47°H%X sur la sérine 345 est un événement crucial
du priming de la production des FRO par les neutrophiles (EI-Benna et al., 2008). La Ser345
est localisée dans une séquence (-PXSP-) reconnue et phosphorylée par les MAPKinases
(mitogen activated protein kinases). En effet, les MAPKinases ERK1/2 (extracellular-regulated
kinase 1/2) phosphorylent la p47°"°% sur la Ser345 dans les PMN traités par le GM-CSF, alors
que cette méme sérine est phosphorylée par les p38 MAPKinases lorsque les PMN sont traités
par le TNF-a (Dang et al., 2006). La Ser345 phosphorylée de la p47PHO% dans le neutrophile
traité par le TNF-a constitue un site de liaison pour Pinl, une cis-trans prolyl isomérase, qui
induit des changements conformationnels de la p47°" facilitant sa phosphorylation ultérieure
par la PKC (Boussetta et al., 2010).

1.2.2.3. Activation de la NADPH oxydase

L’activation de la NADPH oxydase phagocytaire requiert la translocation des composants
cytosoliques p47°HOX p67PHOX  p40PHOX et Rac a la membrane plasmique ou phagolysosomale
et I’assemblage de 1’oxydase active. Ce processus nécessite 1’activation de Rac et la
phosphorylation des sous unités cytosoliques p47°"X, p67PHOX et pd0PHOX ainsi que de
p22PHOX et gp91PHOX (Groemping et Rittinger, 2005; Raad et al., 2009). Ces événements sont
induits par divers stimuli via différentes voies de signalisation qui peuvent se recouper ou agir

en synergie.

L’activation de la NADPH oxydase peut étre induite par une multitude de facteurs
solubles ou particulaires, tels que les bactéries opsonisées, le zymosan opsonisé (ZOP), les
particules en latex, le fragment du complément C5a, les peptides formylés (fMLF), le LTB4, le
PAF, le DAG, les calcium ionophores (inomycine) ainsi que les activateurs des PKCs comme

les esters de phorpol tel que le PMA (El-Benna et al., 2005 ; Belambri, 2014). Ces agents
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stimulent I’explosion oxydative au sein du neutrophile en activant différentes voies de

signalisation dépendantes ou non des récepteurs membranaires.

L'activation de la NADPH oxydase emprunte différentes voies de transduction du signal
intracellulaire par intermédiaire des récepteurs a motif ITAM (ex. récepteurs Fc) qui
reconnaissent les particules opsonisées (Chuang et al., 2000), ou des récepteurs couplés a la
protéine G en réponse aux agents chimioattractants comme le fMLF (Migeotte et al., 2006). La
stimulation des neutrophiles par le fMLF (Fig. 12) conduit a I’activation des protéines G
hétérotrimériques (Gafy) associées au récepteur a sept domaines membranaires. Il s’ensuit une
activation de la phospholipase Cp (PLCp) qui réalise I'nydrolyse du P1(4,5)P2 en DAG et IP3.
L’IP3 induit la libération du calcium intracellulaire alors que le DAG active les isoformes de
PKC (Migeotte et al., 2006). Le DAG produit par la PLCB peut étre converti en acide
phosphatidique par une diacylglycérol kinase (Ishitoya et al., 1987) ou par la PLD activée par
les MAPK (Pai et al., 1988 ; Djerdjouri et al., 1999). L’acide phosphatidique stimule la PKC{
(Erickson et al., 1999), capable de phosphoryler la p47PH%X dans des cellules stimulées par le
fMLF (Dang et al., 2001).

fMLF
p—
:@:
[@Lf”\(})
¥ PLCB
GEF PI3K > PKC, Akt, p38, other kinases
(p-Rex1)
¢ l —— p47rhox phosphorylation —
Rac PI(3,4,5)P3
l l ——» p67Phox phosphorylation —
——p p40rhox phosphorylation —
Membrane PI(3,4)P2 ——
translocation v
¢ p47rhox structural change,
PIB)P — complex with p67prhox/p4Qrhox
v v
Blnging to - PX d°':"ai“ binding Membrane translocation,
gp91Pex, p67P (p47P"ex, p4Phex) —————— p47phox docking to p22°hox

\—bl Activation of phagocyte NADPH oxidase I!—‘

Figure 12. Evénements majeurs de signalisation induits par le fMLF conduisant a I’activation
de la NADPH oxydase phagocytaire (Ye et al., 2009).

Ce schéma simplifié représente les voies de signalisation majeures activées dans le neutrophile en réponse au fMLF. Suite a
I'activation des protéines Gai, la libération des sous unités Gy induit 'activation de la PI3K résultant en la production du PIP3
et de ses produits de dégradation. Le GEF (GDP/GTP exchange factor) alors activé par le PIP3 catalyse la conversion de Rac-
GDP en Rac-GTP qui translogue a la membrane pour s'associer a la gp91°HO%. Les protéines GBy sont également responsables
de l'activation de la PLCPB2 dont les produits (DAG et IP3) stimulent l'activation des PKCs. Différentes kinases, incluant les
isoformes de PKC (PKC$, PKCC, PKCBII, et PKCa), les MAPK (p38 et ERK1/2) et Akt, sont capables de catalyser la
phosphorylation de la p47°H°X dans le neutrophile stimulé par le fMLF, et induire de ce fait la translocation des facteurs
cytosoliques a la membrane. L'association & la membrane est également facilitée par le domaine PX de la p47PH0X,
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Les protéines kinase C jouent un réle particulierement important dans la cascade
d'activation de la NADPH oxydase. Comme mentionné plus loin dans ce chapitre, les
neutrophiles humains expriment cing isoformes de PKC : trois isoformes conventionnelles
(cPKC) a, BI et BII, qui requiérent le Ca?*, le DAG et la phosphatidylsérine (PS) pour leur
activation ; une nouvelle isoforme (nPKC) &, qui requiert la PS et le DAG mais est Caz+-
indépendante ; et une isoforme atypique (aPKC) (, insensibles au calcium et au DAG, mais
activée par la PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) et le PIP3 (phosphatidylinositol
3,4,5-trisphosphate) (Bertram et Ley, 2011). L’activation des PKCs dans les neutrophiles est
également accompagnée de leur translocation a la membrane au niveau de la NADPH oxydase
(Dang et al., 1995; Sergeant et McPhail, 1997). Les PKCs participent aussi bien a la
transduction du signal d’activation qu’a la phosphorylation finale des facteurs cytosoliques de
la NADPH oxydase. Elles stimulent les ERK1/2 et p38 MAPKinases, comme elles
phosphorylent les composants p22PHOX p4QPHOX  p47PHOX et p67PHOX de la NADPH oxydase
(Voir section 1.2.2.4).

L’activation des protéines Gfy induit en outre ’activation de la voie des PI3K, en
particulier la PI3Ky qui participe a 1’activation de la NADPH oxydase (Karlsson et al., 2000;
Sasaki et al., 2000) et & la phosphorylation de la p477H%% (Kodama et al., 1999). Les PI3K
phosphorylent le phosphoinositol (P1) pour produire le PI(3)P, PI(3,4)P2, et le PI(3,4,5)P3. Ces
molécules peuvent réguler I’activité de I’oxydase en activant Rac (Welch et al., 2003) ou en
augmentant la liaison a la membrane de la p40PH%% par son domaine PX (Ellson et al., 2001).
La PI3K, directement activée par la protéine G du récepteur FPR, peut activer des
phospholipases et des kinases phosphatidylinositide-dépendantes, telles que la PLC, la PDK1,
Akt, ERK1/2 et p38 MAPK (Rane et al., 1997 ; Le Good et al., 1998). La PDK1 phosphoryle
et contribue a I’activation de Akt (Rane et al., 2001), cette derniéere joue un réle important dans
I’activité de la NADPH oxydase en controlant la phosphorylation et la translocation de la
p47PHOX (Chen et al., 2010). ERK1/2 et p38 MAPK sont impliqués dans la phosphorylation de
la p47PHO% et de la p677HOX (Dewas et al., 2000 ; Dang et al., 2003) et I’activation de la NADPH
oxydase (El Benna et al., 1996a; El Benna et al., 1996b; Krump et al., 1997) dans le neutrophile
stimulé par le fMLF.

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 via des
récepteurs couplés a la protéine G permet la libération d'’AA qui participe a la stimulation de
I’activité de diverses molécules de signalisation impliquées dans 1’activation de la NADPH
oxydase telles que les PKCs (McPhail et al., 1984 ; Huang et al., 1997 ; Hii et Ferrante, 2007).
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Il agit également de fagon synergique avec ces kinases en modifiant la conformation de la

p477HOX facilitant ainsi son interaction avec la p22°H9X (Shiose et Sumimoto, 2000).
1.2.2.4. Phosphorylations des composants de la NADPH oxydase phagocytaire

La phosphorylation est I’'un des événements clés de 1’activation de la NADPH oxydase,
et la plupart des composants de I’oxydase (a part Rac) sont phosphorylés durant le processus

d’activation.
a) Phosphorylation de la p477Ho%

La p477H%% est la plus intensément phosphorylée des sous unités de la NADPH oxydase,
avec un total de 11 sites de phosphorylation (comprenant les résidus sérines 303, 304, 310, 315,
320, 328, 345, 348, 359, 370 et 379). Toutes ces serines sont localisées en C-terminale du
domaine SH3B (El Benna et al., 1994; El Benna et al., 1996a; El Benna et al., 1996b; Inanami
et al., 1998 ; Dang et al., 2001; Fontayne et al., 2002; Chen et al., 2003;). En fonction du
stimulus, une combinaison de différentes kinases peut contribuer a la phosphorylation de la
p47PH9X La PKC joue un réle dominant avec ses isoformes { (Dang et al., 2001), B (Dekker et
al., 2000; Korchak et Kilpatrick, 2001), et 6 (Brown et al., 2003; Bey et al., 2004; Cheng et al.,
2007), mais aussi la PAK (p21- activated kinase) (Martyn et al., 2005), les MAP kinases
ERK1/2 et p38 (Dewas et al., 2000 ; Dang et al., 2006) et Akt (Chen et al., 2003), contribuent
a la phosphorylation de la p47°H et réguleraient positivement I’activité de la NADPH oxydase.
Alors que d’autres kinases, comme la PKA ou la caséine kinase 2 (CKII), auraient un effet

régulateur négatif (Bengis-Garber et Gruener, 1996; Park et al., 2001).

La p47PH9% du neutrophile au repos adopte une conformation d’auto-inhibition ou la
protéine est repliée sur elle-méme grace aux interactions intermoléculaires entre les domaines
SH3, AIR et PX. La phosphorylation de la partie C-terminale de la p477H%% libére le tandem
SH3 et le domaine PX qui deviennent capables d’interagir avec la région PRR de la p22”"%% et
les phosphatidylinositol membranaires respectivement (Fig. 13). La phosphorylation de
seulement 3 sérines 303, 304 et 328, situées dans une séquence substrat de PKC (EI Benna et
al., 1994), est requise pour induire ce changement conformationnel et initier I’assemblage de
I’oxydase (Shiose et Sumimoto, 2000). Des études par mutagénese dirigée et par activation de
la NADPH oxydase dans un systeme acellulaire ont montré que la phosphorylation de ces trois
sérines, localisées dans la région AIR, est particuliérement importante a 1’activité de 1’oxydase
(El Benna et al., 1994; El Benna et al., 1996a; EI Benna et al., 1996b; Ago et al., 1999;
Fontayne et al., 2002 ; Ago et al., 2003). La Ser303 forme des liaisons hydrogéne avec le résidu
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Glu241, et la phosphorylation de cette sérine conduit donc a une répulsion de charges. De plus,
les résidus arginine de la région polybasique proximale pourraient interagir avec les Ser303 et
304 phosphorylées les éloignant de ce fait du tandem SH3 et offrant un site vacant pour la
fixation de la p22°HOX La Ser328 est engagée dans des interactions hydrogéne avec la chaine
latérale de I’Arg267 du domaine SH3B, sa phosphorylation induit la rupture de ces liaisons et
a I’ouverture de la structure repliée de la p47°"°% (Groemping et Rittinger, 2005). Les sérines
345 et 348 localiseées dans la séquence consensus des MAPK sont phosphorylées durant
I’activation de 1’oxydase (El Benna et al., 1994). La Ser345 a €té identifiée comme un site de
priming de la NADPH oxydase, sa phosphorylation serait nécessaire au priming de I’explosion

oxydative induite par le GM-CSF et le TNFa (Dang et al., 2006).

AIR release and destructuration
of AIR/SH3A interface

p22r-Cter

PX release due to destructuration

X Activated p47°hox
of PX/SH3A interface

Figure 13. Mécanisme d’activation de la p477H%* (Marcoux et al., 2010).

La p47°"9X du neutrophile au repos adapte une conformation d’auto-inhibition ou la protéine est repliée sur elle-
méme grace aux interactions intermoléculaires entre les domaines SH3, AIR et PX (1). La phosphorylation de la
région AIR (2) entraine la déstabilisation des Interactions AIR-SH3-PX (3) le domaine PX est des lors libéré (4)
pour interagir avec les Ptins membranaires (5). Les domaines SH3 maintenant accessibles interagissent a leur tour
avec la p22PHox,

En plus de la phosphorylation des résidus sérines localisés dans la région polybasique de
la p47°HOX trois autres sites de phosphorylations, incluant les sérines 359, 370 et 379 localisées
dans le site d’interaction avec la p67°7%, ont été identifiés. La substitution des sérines 359 et
370 en alanine réduit gravement la phosphorylation des autres résidus sérine, altére la
translocation des composants cytosoliques de la NADPH oxydase a la membrane et réduit
séverement la production du superoxyde (Johnson et al., 1998). Les Ser359 et Ser370 font partie
’interface d’interaction avec la p67°7°% loin de la région d’auto-inhibition, et plutot

qu’intervenir dans Dinitiation de Dl’activation de 1’oxydase, elles participeraient dans la

régulation de I’interaction avec la p67°"%% (Groemping et Rittinger, 2005). La mutation
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individuelle de chaque sérine de la région C-terminale de la p47°"°% a montré que seule la
mutation de la Ser379 en alanine entraine la perte totale de I’activité de la NADPH oxydase
(Faust et al., 1995). Meijles et al. (2014) ont récemment démontré que la phosphorylation de la
Ser379 est un switch moléculaire qui initie les changements conformationnels de la p47PH%% et
la production du superoxyde par la NADPH oxydase. Dans les cellules au repos, la Ser379
forme des liaisons hydrogéne avec la Ser215 (localisée dans la charniere qui sépare les deux
domaines SH3) et la Ser315 localisée au cceur de la région AIR. Ces liaisons hydrogéne
connectent le tandem SH3 et la région AIR ensembles et stabilisent la conformation auto-
inhibitrice de la p47°H°%X, Quand la Ser379 est phosphorylée, les liaisons hydrogénes sont
immédiatement rompues par les charges négatives générées et la queue C-terminale est
disloquée. Ceci expose partiellement le tandem SH3 et libere la région AIR qui devient

maintenant accessible a la phosphorylation (Meijles et al., 2014).
b) Phosphorylation de la p67°HOX

La p67°HO% est phosphorylée durant 1’activation du neutrophile par différents agonistes
comme le PMA, le fMLF et le zymosan opsonisé (Dusi et Rossi, 1993; El Benna et al., 1997;
Forbes et al., 1999). Forbes et al. (1999) ont identifié la Thr223, située dans la région PRR,
comme le site majeur de phosphorylation. L’équipe d’El-Benna a montré plus tard I’existence
d’autres sites de la p67°H% phosphorylés chez les neutrophiles quiescents ou stimulés par le
fMLF ou le PMA. La signalisation responsable de cette phosphorylation emprunterait des voies
PKC-dépendante, ainsi que des voies PKC-indépendantes impliquant ERK2 et p38 MAPK
(Dang et al., 2003). La méme équipe a montré que la p67°H% est constitutivement phosphorylée
dans le neutrophile au repos ; elle entreprend des cycles répétés de phosphorylation et de
déphosphorylation contrélés par les tyrosine kinases et MEK1/2 (Mitogen extracellular kinase
1/2) ainsi que les phosphatases de type 1 et 2A (PP1/2A) qui pourraient ainsi jouer un role dans
la régulation de la production des FRO par les neutrophiles au niveau du site inflammatoire
(Dang et al., 2011).

c) Phosphorylation de la p40PHOX

Comme pour les autres composants cytosoliques de la NADPH oxydase, la p40°HX est
phosphorylée durant I’activation de I’oxydase (Fuchs et al., 1997; Bouin et al., 1998; Someya
et al., 1999). Bouin et al. (1998) ont identifié sur la p40™HOX deux sites de phosphorylation
dépendante de la PKC ; la Thrl54 (située tout prés du domaine SH3 central) et la Ser315
(localisée dans la partie C-terminale du domaine PB1). Ces phosphorylations pourraient inhiber
I’interaction intramoléculaire du domaine PX (résidus 24-143) avec le domaine PB1 (résidus
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237-329) qui prévient la liaison de la p40”"°% au PI(3)P dans la membrane du phagosome
(Ueyama et al., 2007). Plus récemment, Chessa et al. (2010) ont montré que seule la
phosphorylation de la Thr154 était requise a I’activation de 1’oxydase en réponse a différents
stimuli physiologiques, et que cette phosphorylation effectuée par la PKC9 était nécessaire a la

translocation de la p477H%% vers le phagosome.
d) Phosphorylation de la p22PHoX

La p22PHO% peut &tre phosphorylée in vitro sur un résidu thréonine par une kinase activée
par I’acide phosphatidique (PAAK ou phosphatidic acid activated kinase) et les isoformes
conventionnelles de PKC a et B (Regier et al., 1999). Dans les neutrophiles intacts, différents
agonistes (PMA, zymosan opsonisé et fMLF) induisent la phosphorylation de la p22PH, Cette
phosphorylation est corrélée a I’activité de la NADPH oxydase et implique des mécanismes
dépendants et indépendants de la PLD (Regier et al., 2000). Une étude par mutagénése dirigée
dans des cellules CHO (Chinese hamster ovarian cells) a révélé que la mutation de la Thr147
en alanine inhibe a 70% la production du superoxyde in vivo, blogue la phosphorylation de la
p22PHOX in vitro par les deux isoformes a et & de la PKC, et prévient ’interaction p22PHO%-
p47PH%X dans les cellules intactes. L’activité de la NADPH oxydase et ’interaction p22°Ho%-
p477HO% dans la membrane ont été rétablies en introduisant un résidu aspartyl a la place de la
Thr147 pour mimer sa phosphorylation in vivo (Lewis et al., 2010).

e) Phosphorylation de la gp91PHOX

L’¢équipe d’El Benna a présenté en 2009 la premiere preuve de la phosphorylation de la
gp91PHOX dans le neutrophile humain stimulé par le fMLF, le PMA et le zymosan opsonisé.
Cette phosphorylation est PKC-dépendante et se produit dans la région cytosolique C-terminale
de la gp91PHO% au niveau des séquences 321-405 et 466-570. Ces séquences contiennent trois
sites potentiels de phosphorylation par la PKC : Thr309, Ser333 et Ser550. Les deux premiers
sites se situent a proximité du domaine de liaison du FAD tandis que le dernier se situe au
niveau du site de liaison du NADPH. La phosphorylation de ces résidus augmente I’activité
diaphorase du domaine cytosolique de la flavoprotéine gp91”"X et améliore I’interaction aux
protéines cytosoliques Rac2, p47°H%% et p67PHOX, La phosphorylation de la gp91°"X régulerait
donc I’activité catalytique et I’assemblage de la NADPH oxydase phagocytaire (Raad et al.,
2009).
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1.2.2.5. Assemblage du complexe NADPH oxydase

L’activation de la NADPH oxydase se produit a travers une série complexe d’interactions
protéine/protéine (Fig. 14). Dans les membranes des neutrophiles au repos, la gp91PHO* est
associée a la p22°"9X qui contribue a sa maturation et sa stabilisation (Parkos et al., 1989; Yu
et al., 1997). L’hétérotrimére p40°HOX-p67PHOX.p47PHOX et |a protéine Rac sont maintenues
dans le cytosol via des interactions intramoléculaires inhibitrices, et la protéine inhibitrice
RhoGDI respectivement. Au cours de [D’activation du neutrophile, les interactions
intramoléculaires sont levées par des événements de phosphorylation qui entrainent des
changements conformationnels permettant aux composants cytosoliques de transloquer vers le
complexe gp91PHOX/p22PHOX | a phosphorylation de la p47°"°% expose le tandem SH3, qui
interagit alors avec le domaine PRR C-terminal de la p22PH%% (Marcoux et al., 2010). Le role
de cette interaction serait de ramener la p47°H%% et la p677HO% & proximité de la gp91°HoX et
]’établissement d’un contact p67°"%-gp91PHOX. p47PHOX (Dahan et Pick, 2012). L’acces de ces
deux facteurs cytosoliques a la gp91°"9%X est important a activité de I’oxydase puisque la
p67PHOX et 1a p47PHOX sont requises au transfert d’électrons du NADPH au centre flavine, et du
centre flavine a ’héme respectivement (Cross et Curnutte, 1995). Le contact p47°H%-gp91PHOX
et p67°PHOX-gp91PHOX est davantage amélioré par la phosphorylation de la gp91PHO* avec une

augmentation de 1’activité diaphorase du complexe (Raad et al., 2009).
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Figure 14. Représentation de 1’assemblage de la NADPH oxydase phagocytaire (modifié de
Dahan et Pick, 2012)

AD: activation domain; SH3: src homology 3; TPR: tetratricopeptide repeat; PB1: Phox and Bem1; PRR: proline-
rich region; PX: phox homology.
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Une étape cruciale dans 1’assemblage de 1’oxydase est ’interaction entre la p67°7 % et la
forme active de Rac (Rac-GTP) via leurs domaines respectifs TPR et Switch 1, aprés que ces
deux protéines aient transloqué indépendamment a la membrane. La p67°H% est dépourvue
d’un signal d’attachement a la membrane, elle requiert I’assistance de la p47°H°%, mais aussi de
Rac, pour rentrer en contact avec la gp91°HoX. Toutefois, seule Rac est capable d’induire des
changements conformationnels qui activent la p67°H%% (Sarfstein et al., 2004). Rac s’accroche
a la membrane par une interaction entre sa queue C-terminale isoprenylée et les phospholipides
anioniques de la face cytosolique de la membrane. La présence d’une région polybasique en C-
terminale de Rac, et les forces hydrophobes, représentés par le groupe geranylgeranyl attaché a
une cyctéine, augmentent I’affinité de la queue cytosolique de Rac a la membrane (Dahan et
Pick, 2012). Une autre catégorie de contacts assurant I’assemblage de 1I’oxydase implique les
domaines PX en N-terminal des p47°"°% et p40PHOX Libérés par phosphorylation, ces domaines
interagissent avec les phosphoinositides membranaires (P1(3,4)P2 et PI(3)P pour la p47°HX et
la p40PHOX respectivement) dont les concentrations augmentent dans les phagocytes stimulés
(Dahan et Pick, 2012). Le domaine PX de la p47°"%X assure un réle crucial dans I’assemblage

de la NADPH oxydase au niveau de la membrane (Ago et al., 2003).
1.2.3. Les pathologies inflammatoires associées au déréglement de NOX2

L’hyperproduction des FRO par les neutrophiles est responsable d’une large étendue de
maladies inflammatoires, parmi lesquels la polyarthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires chroniques de ’intestin, le syndrome de détresse respiratoire aigiie, le sepsis,
les complications diabétiques, les maladies cardiovasculaires, les dommages tissulaires
ischémiques et les maladies neurodégénératives (Babior, 2000; Lambeth, 2007 ; EI-Benna et
al., 2010). Le liquide synovial des patients arthritiques contient un nombre considérable de
neutrophiles. L’activité NOX2 de ces neutrophiles ainsi que la phosphorylation de la p47°~HX
sont largement augmentées (EI Benna et al., 2002 ; Dang et al., 2006). Ainsi, les protéines
oxydées par les FRO sont abondantes dans le liquide synovial des patients arthritiques
(Chapman et al., 1989). L’augmentation de la NETose dans les PMN des patients arthritiques
en comparaison aux contrdles sains suggere un roéle des FRO dérivés de NOX2 dans cette
pathologie par leur capacité de promouvoir la formation des NETs (Khandpur et al., 2013). La
NADPH oxydase phagocytaire constitue donc une cible thérapeutique importante et la
modulation de son activité permettrait d'affaiblir la réponse excessive des neutrophiles associée

aux pathologies inflammatoires.
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1.3. La plante médicinale Nigella sativa
1.3.1. Propriétés et principaux constituants

Nigella sativa L., communément appelée « nigelle », est une plante médicinale originaire
d’Asie, spécifiquement de la Syrie et de I’Iraq (Kacem, 2011), elle est largement cultivée dans
les pays de la région méditerranéenne et dans I’ Afrique sub-saharienne, ainsi qu’en Europe
centrale, en Russie et en Amérique du Nord (Malhotra, 2012). Les graines noires de la nigelle,
auxquelles elle doit son nom, sont depuis des milliers d’années utilisées comme épice et
conservateur alimentaire, ainsi qu’en médecine traditionnelle pour le traitement de nombreuses
maladies et maux comme 1’asthme, la toux, la bronchite, les maux de téte, le rhumatisme, la
fievre et I’eczéma. Elles sont également utilisées comme diurétique, lactagogue et vermifuge
(Chopra, 1956; Nadkarni, 1976 ; Burits et Bucar, 2000; Ramadan, 2007).

Les graines de Nigella sativa sont trés riches en divers composés dont la teneur varie
selon les conditions géographiques et climatiques, ainsi que des méthodes d’analyse. Elles
contiennent plus de 30% d’huile fixe et environ 0,5% d’huile volatile. L analyse qualitative par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS) a permis
I’identification de 67 constituants appartenant a différents groupes fonctionnels (Aboutabl et
al., 1986 ; Malhotra, 2012). Burits et Bucar (2000) ont analysé 1’huile volatile de la nigelle par
GC-MS et ont pu caractériser plusieurs composés dont la TQ est majoritaire (27,8% - 57,0%),
suivie par la p-cymene, et le carvacrol. D’autres études plus récentes ont caractérisé la p-cyméne
comme étant le composé majoritaire de I’huile volatile (Ashraf et al., 2006 ; Wajs et al., 2008 ;
Jrah Harzallah et al., 2011). Aussi intéressant qu’il puisse paraitre, une étude analysant toute la
plante N. sativa a révélé que les cals des feuilles contiennent 12 fois plus de TQ que les extraits
des graines (Alemi et al., 2013). Les graines de N. sativa contiennent aussi des alcaloides (Atta-
ur-Rahman et al., 1985; 1995), des flavonoides, des saponines, des phospholipides (Merfort et
al., 1997; Ramadan et Morsel, 2002a) et des vitamines (Nergiz et Otles, 1993 ; Ramadan et
Marsel, 2002Db).

Les graines de N. sativa ont fait I’objet d’innombrables études qui lui ont attribué diverses
propriétés pharmacologiques intéressantes (pour revue voir Gali-Muhtasib et al., 2006a; Butt
et Sultan, 2010; Malhotra, 2012 ; Majdalawieh et Fayyad, 2015; Amin et Hosseinzadeh, 2016).
Un nombre considérable de ces travaux révele que les activités observées soient dues aux
quinones, principalement & la TQ, que 1’on considére comme étant le composé actif majeur de

la nigelle.
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1.3.2. La thymoquinone
1.3.2.1. Structures et propriétés

La thymoquinone (TQ) est un monoterpéne isolé pour la premiére fois a partir des graines
de N. sativa en 1963 par El-Dakhakhny (1963) par biais de chromatographie en couches minces.
Un nombre d’études ultérieures a signalé sa présence dans d’autres plantes comme Eupatorium
ayapana (Trang et al., 1993), Calocedrus decurrens (Manter et al., 2007), Satureja spicigera
(Gohari et al., 2012), Nepeta distans Raul (Hussain et al., 2010), Thymus vulgaris L. (Grosso
et al., 2010) et diverses populations d’Origanum syriacum L. (Lukas et al., 2009). La TQ
contient un noyau quinone attaché a des chaines latérales isopropyl et méthyl en position 2 et 5
respectivement (Tableau I11). La TQ existe en solution sous deux formes tautomériques
différentes ; énol et céto. Cette derniere (~90%) est responsable des propriétés

pharmacologiques de ce composeé (Alkharfy et al., 2011).

Tableau I11. Structure et propriétés de la thymoquinone (Darakhshan et al., 2015).

Nom systématique/lUPAC 2-1sopropyl-5-méthyl-1,4-benzoquinone

O CHs Formule moléculaire C10H120,

1
CH; Masse molaire 164,20 g.mol

Jaune/Cristallin

HsC Aspect
C Nombre CAS 490-91-5
PubChem CID 10281

La TQ réagit avec les groupements amino ou thio des acides aminés (Cremer et al., 1987),
et peut aussi subir une série de réactions enzymatiques d’oxydoréduction résultant en la
formation de la thymohydroquinone (THQ). Différentes enzymes cellulaires (NADPH Cyt
P450 réductase et NADH Cyt-b5 réductase microsomales, NADH ubiguinone oxydoréductase
mitochondriale) catalysent la réduction monoélectronique de la TQ en semiquinone et
subséquemment en THQ (Fig. 15). Alternativement, la TQ peut étre directement convertie en
THQ par la NADPH quinone oxydoréductase. La TQ peut également subir une réduction non
enzymatique par le glutathion pour former le glutathionyl-dihydrothymoquinone (Khalife et
Lupidi, 2007) (Fig. 15). Les produits de la reduction de la TQ sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes qui dépassent largement celles de la TQ (Tesarovaet al., 2011 ; Khalife et Lupidi,
2007 ; 2008).
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Figure 15. Réactions d’oxydoréduction de la thymoquinone (Darakhshan et al., 2015).

Quoique la TQ exerce des effets antioxydants a faible dose, un nombre de rapports
affirment ses propriétés pro-oxydantes a forte dose, en particulier dans 1’environnement
tumorale (Zubair et al., 2013 ; EI-Najjar et al., 2010) ou elle induit la production des FRO et la
réduction des taux de GSH (Schneider-Stock et al., 2014). Dans I’environnement tumorale,
caractérisé par 1’absence des enzymes antioxydantes SOD et catalase, le superoxyde généré de
la conversion TQ — semiquinone — THQ n’est pas proprement détoxifi€. L’accumulation du
superoxyde et de ses dérivés contribue ainsi aux effets pro-oxydants de la TQ (Darakhshan et
al., 2015).

1.3.2.2. Activités biologiques de la thymoquinone

Depuis son isolement dans les années soixante, la TQ a fait I’objet de nombreuses études

pour ses activités biologiques multiples. Dans ce qui suit sont décrites les plus éminentes :
a) Activité antioxydante

En utilisant des systemes chimiques, Mansour et al. (2002) ont rapporté que la TQ peut
agir comme un puissant piégeur du Oy" et d’autres radicaux libres générés photochimiquement.
De leur c6té, Badary et al. (2003) ont montré que la TQ exerce un effet scavenger du Oy" et
inhibiteur de la peroxydation lipidique supérieur a celui obtenu avec le tert-butylhydroquinone
(TBHQ), tandis que son pouvoir scavenger des radicaux DPPH et OH" est faible. Les capacites
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antioxydantes de la TQ in vitro sont controversées. En effet, Staniek et Gille (2010) attestent
gue la TQ est un trés faible antioxydant, contrairement a sa forme réduite, la
thymohydroquinone, qui exerce un pouvoir scavenger puissant, comparable au pentamethyl-
chromanol, un analogon de tocophérols. Ils suggerent que les propriétés antioxydantes de la TQ
dans la cellule soient favorisees par la chaine respiratoire mitochondriale qui la convertie en

hydroquinone.

Des études in vivo révélent que la TQ renforce le statut antioxydant en induisant
I’expression et/ou ’activité de la glutathion S transférase (GST) (Badary et Gamal El-Din,
2001; Kanter et al., 2005 ; Elbarbry et al., 2012), la glutathion peroxydase (GPX) (Elbarbry et
al., 2012), la SOD (Mansour et al., 2002 ; Badary et al., 2003; Kanter et al., 2005) et la
glutathion réductase (Elbarbry et al., 2012). Elle active I’expression des génes codant la GST,
la GPX et la catalase permettant de surmonter le stress oxydant induit dans un modele
d’hypercholestérolémie chez le rat (Ismail et al., 2010). De méme, Sankaranarayanan et Pari
(2011) ont rapporté que les niveaux de différentes enzymes antioxydantes (GPX, GST, catalase)
et du glutathion, réduits dans le foie et le rein dans un modele de diabéte induit par la
streptozotocine chez le rat, sont restaurés par la TQ. En outre, Mohamed et al. (2003) ont montré
que la TQ améliore I’encéphalomyélite expérimentale chez le rat par augmentation du niveau
du glutathion et suggerent son réle dans le traitement de la sclérose en plagues. Grace a ses
propriétés antioxydantes, la TQ est capable de protéger différents organes contre les Iésions
oxydatives induites par une variété de substances et médicaments genérateurs de radicaux libres

(pour revue voir Darakhshan et al., 2015).
b) Activite antiinflammatoire et immunomodulatrice

Dans leur étude datant d’une vingtaine d’années, Houghton et al. (1995) ont démontré
que la TQ exerce un effet anti-inflammatoire en inhibant la génération des eicosanoides
(thromboxane B2 et leucotriéne B4) par les leucocytes du rat stimulés par le calcium ionophore
A23187. Quelques années plus tard, El-Dakhakhny et al. (2002) et Mansour et Tornhamre
(2004) viennent confirmer ces observations en montrant que la TQ inhibe fortement la
formation, induite par le A23178, des produits de la 5-lipooxygénase par les PMN murins et
humains respectivement. Par suite de sa capacité d’inhiber I’expression de la 5-lipooxygénase
et la biosynthése des leucotriénes, la TQ est en mesure d’atténuer 1’inflammation dans un
modele d’asthme allergique chez la souris (El Gazzar et al., 2006b). Par ailleurs, elle reduit
I’inflammation allergique en inhibant 1’expression de la cyclooxygénase 2 (COX-2) et la

production de la prostaglandine D2 (PGD2) et des cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13),
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ainsi que I’accumulation des éosinophiles dans les voies respiratoires (El Gazzar et al., 2006a;
El Mezayen et al., 2006). Ammar et al. (2011) ont par la suite montré qu’en plus de 1’inhibition
de I’accumulation des cellules inflammatoires dans le lavage broncho-alvéolaire et les tissus
pulmonaires des souris asthmatiques, la TQ réduit significativement les taux d’IgE ainsi que
I’expression du TGF-B1 (transforming growth factor-Bf1) et de I’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS).

L’efficacité de la TQ a été observée dans d’autres pathologies inflammatoires, notamment
I’arthrite rhumatoide (AR). La TQ est capable de controler le score arthritique et les niveaux
d’IL-1pB et de TNFa dans I’arthrite induite par adjuvent chez le rat (Tekeoglu et al., 2007). En
utilisant des modeles in vitro et in vivo d’AR, Vaillancourt et al. (2011) ont montré que la TQ
atténue significativement les facteurs cataboliques connus pour leur implication dans la
pathologie de la maladie. En effet, 1a TQ réprime la production de I’'IL-1p, du TNFa, de COX-
2 et de la métalloprotéinase-13 dans les synoviocytes fibroblaste-like humains isolés de patients
arthritiques, et réduit les taux sériques d’IL-1B, du TNFa et de la prostaglandine E2 (PGE2)
dans les rats arthritiques. De méme, Umar et al. (2012) ont rapporté que la TQ réduit
significativement les signes cliniques de 1’arthrite induite par le collagene chez le rat en
réduisant le taux de la PGE2, de I’ IFN-y et des cytokines pro-inflammatoires TNFa, IL-1, et
IL-6, en faveur de la cytokine antiinflammatoire IL-10. La méme équipe a révelé que la TQ
prévient 1’élévation des taux des peroxydes lipidiques, de I’oxyde nitrique et de 1’activité de la
MPO, améliore I’activité des enzymes antioxydantes et diminue I’infiltration des PMN dans
I’articulation (Umar et al., 2015). L’effet protecteur de la TQ contre ’arthrite serait via
I’inhibition des voies de signalisation induites par le LPS (p38 MAPK, ERK1/2 et NF-xB)
(Vaillancourt et al., 2011) et par le TNFa (ASK1, c-Jun, p38 MAPK et JNK) (Umar et al.,
2015).

c) Activité anticancéreuse et chimiopréventive

Il 'y a actuellement un intérét croissant pour le potentiel thérapeutique de la TQ, en
particulier dans la thérapie anti-cancéreuse. Un nombre considérable d’études ont démontré que
la TQ exerce une activité anticancéreuse remarquable et qu’elle inhibe la prolifération et induit
I’apoptose des lignées cellulaires humaines des cancers du colon, du sein, du cerveau, du
pancréas, du poumon, du foie, de la prostate, des ovaires et bien d’autres (Gali-Muhtasib et al.,
20044a; Rooney et Ryan, 2005; Chehl et al., 2009; Jafri et al., 2010; Koka et al., 2010; Woo et
al., 2011; Odeh et al., 2012; Attoub et al., 2013; Taha et al., 2016). Il semble que I’inhibition

de la prolifération cellulaire par la TQ soit spécifique aux cellules cancéreuses alors que sa
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toxicité est minimale vis-a-vis des cellules normales (Worthen et al., 1998 ; Shoieb et al., 2003;
Gali-Muhtasib et al., 2004a&b ; EI-Najjar et al., 2010).

La TQ induit I’apoptose d’un grand nombre de lignées cancéreuses principalement par
activation de la voie apoptotique intrinseque. Elle provoque la mort cellulaire d’une maniére
p53-dépendante (Gali-Muhtasib et al., 2004a) ou p53-indépendante par activation des caspases
et augmentation du ratio Bax/Bcl-2 (EI-Mahdy et al., 2005; Roepke et al., 2007). Des études
récentes ont démontré 1’induction de 1’apoptose des cellules tumorales par la TQ a travers la
génération des FRO (EI-Najjar et al., 2010) et la déplétion des niveaux du GSH (Koka et al.,
2010 ; Dergarabetian et al., 2013). Zubair et al. (2013) ont montré que la TQ est capable de lier
a la fois I’ADN et les ions de cuivre Cu(Il) et de réduire ces derniers en Cu(I), un processus a
travers lequel les radicaux hydroxyles sont générés provoquant des cassures dans I’ADN.
L’inhibition de I’apoptose, induite par la TQ, des lignées cellulaires du cancer de prostate par
des agents scavenger et chelateurs supporte ce mécanisme cytotoxique pro-oxydant de la TQ
(Zubair et al., 2013).

La TQ protege différents organes des lésions induites par la chimiothérapie et améliore
I’efficacité de ces médicaments méme contre des cancers résistants (Gali-Muhtasib et al.,
2006b). Les différents travaux publiés sur I’effet protecteur de la TQ contre la toxicité induite
par les médicaments anti-cancéreux suggerent un role possible de la TQ comme adjuvent dans

I’amélioration de la qualité de vie des patients cancéreux (Woo et al., 2012 ; Attoub et al., 2013).
d) Activité antidiabétique

En plus des activités décrites ci-haut, la TQ détient des propriétés anti-diabétiques. Dans
un modeéle de diabéte induit par la streptozotocine chez le rat, EI-Mahmoudy et al. (2005) ont
montré que la TQ abroge les réponses hyperglycémiques et hypo-insulinémiques. Ces effets
impliqueraient I’inhibition des p44/42 (ERK1/2) et p38 MAPK qui contribuent a la machinerie
transcriptionnelle de la iNOS et a la production du NO (EI-Mahmoudy et al., 2005). La TQ
atténue la plupart des effets toxiques de la streptozotocine et préserve 1’intégrité des cellules
béta en diminuant le stress oxydatif (Abdelmeguid et al., 2010). Elle améliore les fonctions
cardiovasculaires et atténue I’inflammation, le stress oxydatif et I’apoptose en interférant avec
la voie PI3K/Akt (Liu et al., 2016). L’amélioration de la neuropathie (Kanter, 2008) et de la
néphropathie (Kanter, 2009; Omran, 2014) dans le modele de diabéte induit par la
streptozotocine chez le rat suggere un réle potentiel de la TQ dans I’amélioration des

complications associees au diabéte (Woo et al., 2012).
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1.3.2.3. Toxicité et efficacite thérapeutique de la TQ

La toxicité de la TQ a été évaluee dans différents modéles animaux ainsi que dans des
essais cliniques de phase I. Chez la souris, les DLso obtenues suivant une administration orale
et intrapéritonéale de la TQ étaient de 870,9 mg/kg et 104,7 mg/kg respectivement, et chez le
rat de 794,3 mg/ kg et 57,5 mg/kg respectivement (Al-Ali et al., 2008). Une seule étude clinique
a été effectuée sur I’efficacité anti-cancéreuse de la TQ chez des patients en situation de récidive
ou apres échec de thérapies standards (Al-Amri et Bambosa, 2009). Malgré 1’absence de
réponse thérapeutique chez ces patients, la TQ a été bien tolérée a des doses allant jusqu’a
2600mg/jour et ce aprés une période de traitement s’étalant a 20 semaines (Al-Amri et Bambosa,
2009). Il est a noter que les propriétés anti-cancereuses de la TQ ont été observées a des doses
beaucoup plus faibles (5 a 20 mg/kg) que les DLsg correspondantes (Gali-Mubhtasib et al., 2008;
Jafri et al., 2010).
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CHAPITRE II
MATERIEL & METHODES




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11.1. Réactifs et animaux

Des rats males de type Wistar dont le poids varie de 180 & 220 g sont procurés de I’institut

Pasteur d’Alger.

Les réactifs suivants : Thymoquinone, fMLF, PMA, zymosan, Cytochrome C,
Superoxyde dismutase (SOD), xanthine, xanthine oxydase, FAD, ATP, GTPys, sucrose, A-
carraghénine, DFP, BSA, inhibiteurs des protéases et des phosphatases, tampons et solutions
salines, proviennent de Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Le réactif Cyto-X est
acheté chez Cell Applications Inc. (San Diego, CA, USA). Le RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) est fourni par Gibco. La NADPH provient de Roche Life Science
(Indianapolis, IN, USA). Le Dextran T500 provient de Pharmacosmos (Holbaek, Denmark) et
le Ficoll de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden). Le Fura-2/AM est fourni par
Bioprobe (Paris, France). Les réactifs pour la SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) et Western blot sont procurés chez Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, USA).

Les anticorps monoclonaux anti-CD11b humain conjugués a la phycoérythrine (PE) sont
de Beckman Coulter (Marseille, France), les anticorps monoclonaux anti-flavocytochrome
b558 (7D5) conjugués a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) sont de MBL Medical and
Biological Laboratories (Naka-Ku Nagoya, Japan). Les anticorps anti-Rac1/2 proviennent de
BD Transduction Laboratories (Lexington, KY, USA), les anticorps anti-(P)ERK1/2 et anti-
(P)p38 MAPK sont procurés de R&D Systems (Minneapolis, USA), les anticorps anti-p38
MAPK et anti-Phospho-PKC (pan) (BIl Ser660) proviennent de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA), les anticorps anti-MPO sont fournis par Abcam (Cambridge, UK), les
anticorps anti-p22PHo% anti-ERK1/2, anti-PKC, anti-lgG de lapin et de souris conjugués a la
peroxydase et anti-lgG de lapin et de souris conjugués a la phosphatase alcalise sont achetés
chez Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg, Germany), les anticorps monoclonaux de
souris anti-p-Actine proviennent de Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Les Kits
ECL (Enhanced Chemiluminescence) proviennent de Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA,
USA).

Les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la p47PHO%| p47PHOX phospho-Ser304 et
p47PHOX phospho-Ser328 ont été généreusement offert par Dr. El-Benna Jamel (INSERM
U1149, ERL 8252 CNRS, Centre de Recherche sur I’Inflammation, Paris, France).
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11.2. Isolement des neutrophiles humains

Les neutrophiles ont été isolés dans des conditions stériles a partir du sang frais de
donneurs sains, fourni par I’Etablissement Frangais du Sang (Hopital Neker-Cabanel, Paris
15éme et Hopital Bichat-Claude Bernard- Paris 18eme), suivant les étapes décrites par El-
Benna et Dang (2007). Un volume de sang collecté sur citrate est mélangé a un volume de
Dextran T500 dissout dans du NaCl 0,9% stérile afin de sédimenter les globules rouges. Apres
30 minutes d’incubation a température ambiante, le surnageant est récupéré pour étre centrifugé
a 400g pendant 10 minutes et a 20°C. Les culots sont récupérés et resuspendus dans du PBS,
puis la suspension cellulaire est delicatement déposeée sur Ficoll a raison de 2 volumes de
cellules par volume de Ficoll. Apres 30 minutes de centrifugation a 400g et a 20°C, 1’anneau
des monocytes/lymphocytes formé a I’interface PBS-Ficoll est éliminé, et le culot contenant les
neutrophiles et les hématies contaminants est dispersé puis soumis a une hémolyse par ajout de
15 ml d’eau distillée froide. Au bout de 30 secondes, I’isotonicité est rétablie par ajout du méme
volume de NaCl 1,8% froid. Aprés une centrifugation de 10 minutes a 400g et a 4°C, le culot
des neutrophiles est récupéré dans du PBS, et les cellules sont comptées en utilisant un
hémocytomeétre Malassez aprés coloration des cellules par la solution de Tirk (contenant 25

mg de violet de Gentiane et 2 ml d’acide acétique dans 100 ml d’eau distillée).

11.3. Test de production d’anions superoxydes dans les neutrophiles stimulés par le fMLF

etle PMA

La production d’anions superoxydes (O2") est mesurée par la méthode de réduction du
cytochrome C inhibable par la SOD a 550 nm dans un spectrophotomeétre double faisceau
Uvikon 860 thermostaté a 37°C (Markert et al., 1984). Cette technique simple et hautement
reproductible est basée sur la réduction, par le O, produit par la NADPH oxydase du
neutrophile stimulé, du cytochrome C qui est incapable de traverser la membrane plasmique
(Bylund et al., 2014). Ainsi, cette technique est congue pour mesurer exclusivement les FRO

libérés dans le milieu extracellulaire.

Les neutrophiles (1 x 108 /ml) resuspendus dans le tampon Hanks (HBSS) sont incubés
avec le cytochrome C (100 puM concentration finale) en preésence ou absence (contrdle) de
différentes concentrations de la thymoquinone (0,005 a 0,5 pg/ml dissoute dans le DMSO)
pendant 15 minutes & 37°C. Les cellules sont ensuite stimulées ou pas par le fMLF (10 M) ou
par le PMA (100 ng/ml) et la variation de 1’absorbance est enregistrée pendant 5 et 15 minutes

respectivement.
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Pour pouvoir analyser le mécanisme d’action de la TQ sur la production du O2" et les
autres fonctions du neutrophile, nous avons adapté les conditions du test de réduction du
cytochrome C pour qu’elles soient compatibles avec celles utilisées dans les tests de la
phosphorylation de la p47°"%% et de la dégranulation décrits plus loin. Briévement, les
neutrophiles (5 x 10° /ml dans de HBSS) sont incubés avec le cytochrome C (200 uM) en
présence ou absence de la TQ (0,1 a 2,5 pg/ml) pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules sont
ensuite stimulées par le fMLF (10°M) ou le PMA (100 ng/ml) et ’augmentation de
I’absorbance a 550 nm est suivie pendant 5 et 15 minutes respectivement. La SOD (75 U) est

utilisée pour contréler la spécificité de la réaction.

La production du O2" est exprimée en nmoles de cytochrome C réduit/min’108 cellules
(ecytc s50nm)= 21,1 mM-t.cm™). La concentration finale du DMSO était inférieure 4 0,1% et n’a

aucun effet discernable sur la production du O;" par les PMN.

11.4. Test de production des FRO dans les neutrophiles stimulés par le zymosan opsonisé
(ZOP)

11.4.1. Opsonisation du zymosan au sérum humain

2 ml de zymosan (10 mg/ml dans du HBSS) sont mélangés a 2 ml de sérum humain AB,
le tout est incubé 30 min a 37°C sous agitation. Le zymosan opsonisé est récupéré apres une
centrifugation de 10 min a 3500 rpm a température ambiante, lavé a 2 reprises en HBSS et
repris dans un volume final de 1 ml de HBSS. Le ZOP est aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a

utilisation.

11.4.2. Mesure de la production d’anions superoxydes dans les neutrophiles stimulés

avec le ZOP par la méthode de réduction du cytochrome C

La production du Oy" par les neutrophiles stimulés par le ZOP est mesurée par la méthode
de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD. La réaction est conduite dans du tampon
HBSS, contenant 0,5 x 108 cellules et 100 uM de cytochrome C, en présence de la TQ (0,005
a 0,5 pg/ml dans du DMSO) avec laquelle les cellules sont préalablement incubées pendant 15
minutes a 37°C. La production du O;" est initiée par ajout de 500 pg/ml de zymosan opsoniseé.
Apres 30 minutes d’incubation a 37°C, suivie d’une centrifugation rapide de 30 secondes a
13000 rpm (Centrifugeuse Eppendorf 5415D, Hamburg, Germany), 1’absorbance des

surnageants est mesurée a 550 nm. La production totale de superoxyde est exprimée en nmoles

46



de cytochrome C réduit/10° cellules (cyt c ss0nm) = 21,1 mM™.cm™). La SOD (75 U) est utilisée

pour contréler la spécificité de la réaction.

11.4.3. Mesure de la production des FRO dans les neutrophiles stimulés avec le ZOP

par chimioluminescence

La production des FRO par les neutrophiles stimulés par le ZOP est également mesurée
par chimioluminescence amplifiée par le luminol selon les étapes décrites par Makni-Maalej et
al. (2013). Les membranes cellulaires sont perméables au luminol qui réagit avec différentes
FRO ce qui permet leur détection aussi bien dans le milieu extracellulaire qu’intracellulaire
(Bylund et al., 2014). Briévement, 0,5 x 10° de neutrophiles, resuspendus dans 500 pl de
tampon HBSS contenant 10 uM de luminol, sont incubées en présence ou en absence de
différentes concentrations de la TQ (0,005 a 0,5 pg/ml dans du DMSO) pendant 15 minutes a
37°C. Les cellules sont stimulées par 500 pg/ml de zymosan opsonisé et 1’émission de
luminescence est enregistrée pendant 30 minutes dans un luminometre thermostate (Biolumat
LB937; Berthold). L’émission de la luminescence est exprimée en unité relative de

luminescence (RLU).
11.5. Test de viabilité des neutrophiles en présence de la thymoquinone

La viabilité des neutrophiles humains en présence des diverses concentrations de la TQ

est évaluée par deux méthodes différentes :

11.5.1. Test au bleu trypan

La viabilité des neutrophiles est d’abord déterminée par la méthode d’exclusion au bleu
trypan. Le bleu trypan est le colorant le plus communément utilisé pour distinguer les cellules
viables des cellules non-viables. Ce colorant a tendance a entrer dans les cellules. Les cellules
vivantes sont capables d’engager un mécanisme d’exclusion actif expulsant la molécule dans
le milieu extracellulaire. Ainsi, les cellules vivantes ont une apparence réfractile et blanche au
microscope. Inversement, les cellules mortes sont incapables d’expulser le colorant et

apparaissent bleues et asymétriques.

Les neutrophiles (5 x 10%/ml suspendus dans 500 pl de HBSS) sont incubés en présence
de différentes concentrations de TQ (dissoute dans du DMSO) pendant 15 minutes a 37°C.
Aprés une stimulation de 5 minutes par le fMLF (10°M), ou de 15 minutes par le PMA (100

ng/ml), les cellules sont centrifugées a 400g pendant 10 minutes et a 4°C. Le culot est
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resuspendu dans 100 pl de bleu trypan et les cellules sont comptées dans un hémocytometre de

Malassez.
Le taux de viabilité est calculé comme suit :
% Viabilité = (nombre des cellules vivantes / nombre total des cellules) x 100.
11.5.2. Test de cytotoxicité (Cyto-X)

La viabilité des neutrophiles en présence des concentrations croissantes de la TQ est par
la suite déterminée par le Kit Cyto-X de Prolifération/Cytotoxicité cellulaire (Cell Applications,
inc. San Diego, CA) suivant les instructions du fabricant. Le réactif Cyto-X est réduit, par les
déshydrogénases dans les cellules vivantes, en formazan soluble de couleur orange qui absorbe
a450 nm. Lateneur du formozan produit est directement proportionnelle au nombre des cellules

vivantes.

Les neutrophiles (2 x 10°dans 100 pl de RPMI), préalablement incubés avec différentes
concentrations de la TQ pendant 15 minutes a 37°C et stimulés ou pas par le fMLF (10°M) ou
le PMA (100 ng/ml) pour 5 et 15 minutes respectivement, sont mélangés a 10 pl du réactif
Cyto-X dans une microplague de 96 puits. La plaque est incubée 2 heures dans un incubateur
humidifié a 37°C avec 5% de CO». L’absorbance est ensuite mesurée a 450 nm dans un lecteur

de microplaques (Molecular Devices ThermoMax Microplate Reader).

La viabilité des neutrophiles est exprimée en pourcentage par rapport au contréle non

traité par la TQ.
11.6. Effet scavenger d’anions superoxydes produits par la xanthine oxydase

L’effet scavenger de I’anion superoxyde par la TQ est déterminé dans le systeme
acellulaire xanthine/xanthine oxydase en suivant la réduction du cytochrome C a 550 nm
(McCord et Fridovich, 1969). Le mélange réactionnel, préparé dans du HBSS, contient 0,02 U
de xanthine oxydase et 100 uM de cytochrome C en présence ou absence de différentes
concentrations de la TQ. La production du O2" est initiée par ajout de 500 uM de xanthine et
la variation de I’absorbance a 550 nm est suivie pendant 10 minutes a 37°C dans un
spectrophotométre (UVIKON®860, KONTRON Instruments). La SOD (75 U) est utilisée pour
contréler la spécificité d la réaction. La quantité du O produit est exprimée en nmoles de
cytochrome C réduit/min/0,02U XO (ecyt ¢ (ss0nm) = 21,1 mML.cm?).
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11.7. Assemblage du complexe NADPH oxydase du neutrophile

Les membranes des neutrophiles, contenant le complexe NADPH oxydase préassemblé

et actif, sont préparées comme suit :

Suivant 1’isolement, les neutrophiles sont traités par 2,7 mM de Diisopropyl
fluorophosphate (DFP) pendant 20 minutes & 4°C. Les cellules sont ensuite lavées et
resuspendues dans du HBSS pour atteindre une concentration finale de 25 x 108 cellules/ml,
avant d’étre stimulées par 200 ng/ml de PMA pendant 30 minutes a 37°C. La stimulation est
arrétee par ajout de 40 ml de PBS glacé et les cellules sont centrifugées a 400 g pendant 10
minutes a 4°C. Le culot cellulaire résultant est resuspendu dans 1 ml de tampon de relaxation
(100 mM KCI; 3 mM NacCl; 3,5 mM MgClz; 10 mM PIPES) contenant 1 mM d’ATP et 1,25
mM d’EGTA et les cellules sont lysées par sonication (4 10 sec sur la glace). Les cellules non
cassées et les débris cellulaires sont sédimentés par une centrifugation de 10 minutes & 400 g.
Le surnageant contenant le lysat cellulaire est déposé sur un gradient discontinu de sucrose
(40% et 15% dans le tampon de relaxation + 1 mM ATP), puis soumis a une ultracentrifugation
dans un rotor libre (sw55Ti, Beckman XL-90 Ultracentrifuge) a 35 000 rpm pendant 45 minutes
a4°C. La fraction cytosolique (phase supérieure) et la fraction membranaire (2 I’interface entre
les deux milieux de sucrose 40% et 15%) sont récupérées. La fraction membranaire contenant
le complexe NADPH oxydase préassemblé est lavée dans le tampon de relaxation + 1 mM
d’ATP, et les membranes sont ensuite resuspendues dans le méme tampon contenant 1 mM
d’ATP, 1,25 mM d’EGTA et 0,34 M de sucrose, a une concentration finale de 12,5 x 108 de

cellule equivalent par millilitre. Les membranes sont conservées a -80°C jusqu’a utilisation.

11.8. Test de production d’anions superoxyde par le complexe NADPH oxydase
préassemblé (systeme acellulaire)

L’activité du complexe NADPH oxydase préassemblé est déterminée par la méthode de
réduction du cytochrome C inhibable par la SOD en présence et en absence de la TQ a 37°C.
Le mélange réactionnel, préparé dans du HBSS (500 pl volume final), contient 1,5 x 107 de
cellule équivalent des membranes précédemment préparées, 10 uM de GTPys, 10 uM de FAD,
et 100 uM de cytochrome C. La reaction est initiée par ajout de 200 uM de NADPH. Le taux
de O2" produit est mesuré en suivant la réduction du cytochrome C a 550 nm. La spécificité de

la réaction est contrélée par la SOD (75 U).
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11.9. Analyse de la phosphorylation de la p47°H%% dans le neutrophile stimulé par le fMLF
et le PMA

Les neutrophiles (5 x 10° suspendus dans 500 de HBSS) sont traités ou pas par
différentes concentrations de la TQ (0,2 a 2,5 pg/ml dans du DMSO) pendant 15 minutes a
37°C. Les cellules sont stimulées pendant 10 secondes par le fMLF (10 M) ou 5 minutes par
le PMA (100 ng/ml) a 37°C. La stimulation est arrétée par ajout de 125 ul de tampon Laemmli
5 fois concentré (Laemmli, 1970) contenant 12,5 mM de NazVOa, 25 mM de NaF, 6,25 mM de
p-NPP, 12,5 mM d’EDTA, 12,5 mM d’EGTA, 50 pg/ml de leupeptine, 50 pg/ml de pepstatine
et 50 ug/ml d’aprotinine. Les échantillons sont ensuite dénaturés a 100°C pendant 5 minutes

puis conserveés a -80°C pour étre analysés ultérieurement par Western Blot.

11.10. Analyse de la translocation des composantes cytosoliques de la NADPH oxydase

vers la membrane des neutrophiles

L’analyse de la translocation des composantes cytosoliques de la NADPH oxydase vers
la membrane plasmique est effectuée en analysant la distribution de ces composantes entre le

cytosol et la membrane suivant une stimulation appropriée des neutrophiles.

Les neutrophiles (50 x 10° dans 1 ml de HBSS) sont incubés a 37°C pour 15 minutes
avec la TQ et 5 minutes avec la cytochalasine B (5 pg/ml). Les cellules sont ensuite stimulées
par le fMLF (10 M) pour 30 secondes a 37°C, et la stimulation est arrétée par ajout de 40 mi
de PBS glacé. Apres une centrifugation de 10 minutes a 400 g et a 4°C, le culot cellulaire est
récupéré dans 1 ml de tampon de relaxation décrit précédemment, contenant 1 mM d’ATP, 1,25
mM d’EGTA, 10 pg/ml de pepstatine, d’aprotinine et de leupeptine, et | mM de PMSF. Les
cellules sont soumises a une lyse par sonication (3 x 10 secondes sur la glace). Les cellules non
cassées et les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation de 400 g pendant 10 minutes a
4°C. Le fractionnement subcellulaire est effectué en centrifugeant le lysat cellulaire a 45000
rpm pendant 1 heure a 4°C (rotor angulaire TL1003, Beckman Coulter Optima TLX
Ultracentrifuge). La fraction cytosolique (surnageant) est récupérée, mélangée avec le tampon
Laemmli (décrit précédemment), puis dénaturée a 100°C pendant 5 minutes. Le culot
(contenant les membranes) est lavé dans le tampon de relaxation additionné d’ATP, d’EGTA
et des anti-proteases (pepstatine, aprotinine et leupeptine), et les membranes sont enfin
récupérées dans le tampon Laemmli puis dénaturées a 100°C pendant 5 minutes. Les

échantillons sont conservés a -80°C jusqu’a analyse par Western Blot.

50



La translocation des composants cytosoliques est également analysée dans les
neutrophiles stimulés par la PMA. Les neutrophiles (50 x 10%/ml de HBSS) sont pré-incubés
pendant 15 min et a 37°C avec différentes concentration de TQ avant d’étre stimulés pendant 5
minutes par le PMA (100 ng/ml) a 37°C. Apres arrét de la stimulation par du PBS glace, les
cellules sont lysées puis soumises a un fractionnement cellulaire par ultracentrifugation sur un
gradient discontinu de sucrose comme décrit plus haut. Les fractions cytosoliques et
membranaires récupérées sont dénaturées a 100°C pendant 5 minutes dans du tampon Laemmli

et conserveés a -80°C jusqu’a analyse ultérieure par Western Blot.

11.11. Analyse de I’expression membranaire de la gp91°H%% du CD11b par cytométrie en

flux

Les neutrophiles (5x10%ml dans du HBSS) sont incubés avec la TQ a 37°C pendant 15
minutes avant d’étre stimulés par du fMLF (10® M) pendant 5 minutes, ou avec du PMA (100
ng/ml) pendant 15 minutes a 37°C. La stimulation est arrétée en transférant les tubes sur la
glace. 100 pl de chaque échantillon sont marqués par 10 ul d’anticorps monoclonaux anti-
CD11b humaine conjugués a la phycoérythrine (PE) (Beckman Coulter, Marseille, France), ou
d’anticorps monoclonaux 7D5 anti-flavocytochrome b558 humaine conjugués a
I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (MBL Medical and Biological Laboratories, Naka-Ku
Nagoya, Japan), pendant 15 minutes dans un bain de glace. 350 pl de PBS glacé sont ensuite
ajoutés et les échantillons sont immédiatement analysés par cytométrie en flux (FACS Canto I,
BD Biosciences, Oxford, UK). Les interactions non spécifiques des anticorps sont contrdlées
en utilisant des anticorps du méme isotype (controle isotypique). L’intensité de fluorescence
moyenne (MFI) des cellules CD11b positives et des cellules 7D5 positives est déterminée dans
les neutrophiles aprés I’identification de la population des neutrophiles et 1’¢limination les
autres types cellulaires et les débris par Forward et side scatter. Cing milles événements par
échantillon sont analysés et tous les résultats sont obtenus avec une valeur constante du gain

des PMT (photomultiplicateurs).

11.12. Mesure de la libération de la MPO

Les neutrophiles (5x108/ml dans 250 pl de HBSS) sont incubés & 37°C pour 15 minutes
avec la TQ (0 a 2,5 pug/ml) et 5 minutes avec la cytochalasine B (5 pg/ml). Les cellules sont
stimulées par le fMLF (10 M) pendant 2 minutes a 37°C. Aprés une centrifugation rapide de
30 secondes a 13000 rpm (Centrifugeuse Eppendorf 5415D, Hamburg, Germany), le surnageant

contenant la MPO libérée dans le milieu extracellulaire est récupéré, puis dénaturée par ajout
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de tampon Laemmli 5 fois concentré et chauffage a 100 °C pendant 5 minutes. Les échantillons

sont conservés a -80°C jusqu’a analyse par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques
anti-MPO (1 :5000).

11.13. Analyse de la phosphorylation de la PKC, ERK1/2 et p38 MAPK dans le neutrophile
stimulé par le fMLF

Les neutrophiles (5x10° dans 500 pl de HBSS), préalablement incubés ou pas avec
différentes concentrations de la TQ (0,2 a 2,5 pg/ml dans du DMSO) pendant 15 minutes a
37°C, sont stimulés pendant 3 minutes & 37°C par 10° M de fMLF. La stimulation est arrétée
par ajout de 125 pl de tampon Laemmli 5 fois concentré et les échantillons sont dénaturés a

100 °C pendant 5 minutes, puis conservé a -80°C jusqu’a analyse par Western blot.

11.14. Mesure de la libération du calcium intracellulaire dans le neutrophile stimulé par
le fMLF

Les variations des taux du calcium intracellulaire sont mesurées par Fura-2/AM
(acétoxymeéthylester), un indicateur fluorescent sélectif du calcium intracellulaire. Fura-2 est
une sonde a double longueur d’onde d’excitation et une seule longueur d’onde d’émission. Le
Fura-2 non complexé au calcium posséde un pic d’excitation a 380 nm, alors que le Fura-2
complexeé au calcium présente une excitation maximale a 340 nm. La sonde est alternativement
excitée a 340 nm puis a 380 nm tout au long de I’expérience. La longueur d’onde d’émission
est mesurée a 510 nm dans les deux cas. De ce fait, une augmentation de la fluorescence émise
lors d’une excitation a 340 nm (F340) accompagnée d’une diminution de la fluorescence émise
lors d’une excitation a 380 nm (F380) traduit une augmentation du calcium cytoplasmique. Les
variations du rapport F340/F380 refletent donc les variations en calcium intracellulaire
(Grynkiewicz et al., 1985).

Les neutrophiles (2,5%108 cellules/ml de HBSS), sont incubés avec 5 uM de Fura-2/AM
contenant 0,01% d’acide pluronique pendant 45 minutes a 37°C. Les cellules sont lavées dans
du HBSS et les changements des taux du Ca?* intracellulaire induits par le fMLF (10® M) sont
suivis en présence et en absence de la TQ (1 pg/ml). La fluorescence est mesurée dans un
fluorimétre & double longueur d’onde excitation, a 340 et 380nm pour I’excitation et a 510nm

pour I’émission.
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11.15. SDS-PAGE et Western Blot

Les échantillons sont soniqués pendant 10 secondes puis soumis a une électrophorése
en gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Les protéines
dans les échantillons sont séparées par un gel de 10% dans un tampon de migration contenant
0,025 M de Tris-Base, 0,192 M de Glycine et 0,1% de SDS. Apres separation électrophorétique,
les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose par transfert liquide pendant
90 minutes a 70V, dans un tampon contenant 0,05 M de Tris-Base, 0,095 M de Glycine, 0,1%
de SDS et 20% de Méthanol (Towbin et al., 1979). Aprés 1 heure de saturation dans du lait
écréme 5% préparé dans du TBS-Tween 0,1% (contenant 25mM de Tris-HCI pH 7,5, 150mM
de NaCl et 0,1% de tween 20), les membranes sont incubées pendant une nuit a 4°C avec les
anticorps primaires : anti-p67°"9% (1:5000), anti-Rac2 (1:5000), anti-p47°"°X (1:5000), anti-
phospho-Ser304-p47°PHoX (1:2500), anti-phospho-Ser328-p47PHO* (1:5000), anti-phospho-
PKC (pan) (BII ser660) (1:1000), anti-p-actine (1:5000), anti-PKC (1:500), anti-phospho-
ERK1/2 (1:1000), anti-ERK1 (1:1000), anti-ERK2 (1:1000), anti-phospho-p38 MAPK
(1:1000), anti-p38 MAPK (1:1000) ou anti-MPO (1:5000). Apres 3 lavages de 5 minutes par
du TBS-Tween 0,1%, les membranes sont incubées, pendant 1 heure a température ambiante,
avec les anticorps secondaires correspondants : anticorps de chevre anti-IgG de lapin marqués
a la peroxydase (1 :30 000), anticorps de chévre anti-lgG de souris marqués a la peroxydase
(1:10 000), anticorps de chévre anti-1gG de lapin marqués a la phosphatase alcaline (1:10 000),
ou anticorps de chévre anti-lgG de souris marqués a la phosphatase alcaline (1:10 000).

Les bandes protéiques sont révélées en utilisant le kit ECL (Enhanced
Chemiluminescence, Santa Cruz, CA, USA) lorsque les anticorps marqués a la peroxydase sont
utilisés, ou une cameéra (Fusion Fx7) est utilisée pour détecter le signal. Dans le cas ou
’anticorps secondaire est conjugué a la phosphatase alcaline, la révélation est effectuée par
ajout d’un substrat chromogéne contenant 0,015% de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) et 0,3 mg/ml de NBT (nitroblue tetrazolium) dans 0,1 M de tampon carbonate
contenant 1 mM de MgCl.. Les bandes protéiques obtenues sont quantifiées en utilisant le
logiciel Image J 1.43u (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA).

11.16. Effet de la TQ sur la pleurésie induite par la A-carraghénine chez le rat

L’activité anti-inflammatoire de la TQ in vivo est évaluée dans un modele
d’inflammation aigiie induite par la A-carraghénine chez le rat. Des groupes de 6 rats Wistar
males dont le poids varie de 180 a 220 g sont formés. Les animaux sont traités par la TQ (10 et

50 mg/kg) ou par de 1’eau physiologique stérile (groupe controle) par injection intrapéritoneale
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une heure avant I’induction de I’inflammation. Les concentrations de la TQ choisies sont
inférieures a la DLso de 57,5 mg/ml déterminée par injection intrapéritonéale chez le rat (Al-
Ali et al., 2008). L’ inflammation pleurale est induite selon la méthode décrite par Cuzzocrea et
al. (2000) et Moore (2003) avec quelgues modifications. Chez les rats légérement anesthésiés
par exposition au dichlorométhane, une petite incision dermique est effectuée sur le coté gauche
des animaux pour exposer les muscles intercorsaux. 0,2 ml d’eau physiologique stérile (groupe
placébo) ou de A- carraghénine 1% sont injectés dans la cavité pleurale au niveau du sixiéme
espace intercorsal. L’incision dermique est refermée par des points de suture et les animaux
sont réanimés. Apres 4 heures de I’injection, les animaux sont sacrifiés, la cage thoracique est
ouverte, et 1 ml de solution physiologique stérile est introduit dans la cavité pleurale. L’exsudat
est récupéeré par aspiration et le volume total est mesuré. Les neutrophiles présents dans
I’exsudat sont comptés en utilisant un hémocytometre Malassez apres coloration des cellules

par la solution de Turk.
11.17. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM d’au moins trois expériences
indépendantes. L’analyse de variance par One-way ANOVA suivie par le test de Tukey pour
les comparaisons multiples est effectuée en utilisant la version 5.0 de GraphPad Prism pour
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Le seuil de signification est fixé a p < 0.05.
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CHAPITRE 11 : RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Effet de la TQ sur la production d’anions superoxydes par le neutrophile humain

La thymoquinone, un produit naturel des graines du cumin noir, a fait ’objet de
nombreuses etudes qui lui ont attribué des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires
intéressantes. Toutefois, son effet sur les fonctions du neutrophile humain, notamment la
production des formes réactives de I’oxygene, n’a jamais ét¢ examiné. Nous nous sommes donc
intéressés a 1’étude de ’effet de la TQ sur la production des anions superoxydes dans le
neutrophile humain en réponse a trois stimuli ; le fMLF, le PMA et le zymosan opsonise (ZOP).
Chacun de ces agonistes induit une signalisation différente au sein du neutrophile, mais

aboutissent tous a I’activation du complexe NADPH oxydase et a la production du O2" .

Le fMLF et le PMA induisent 1’assemblage de la NADPH oxydase a membrane
plasmique du neutrophile et une production extracellulaire du superoxyde pouvant étre détectée
par méthode de réduction du cytochrome C. Le fMLF induit une production rapide et transitoire
du superoxyde, avec un temps de latence tres court (environ 10 sec), alors que le PMA induit
une activation intense et prolongée de la NADPH oxydase ce qui explique sa popularité entre
les expérimentateurs malgré sa nature artificielle. Comme pour le PMA, le ZOP produit une
réponse forte avec un temps de latence prolongé, mais une durée courte d’explosion oxydative.
La plupart du superoxyde produit en réponse au ZOP est intraphagosomale, mais il y a aussi
une fraction extracellulaire détectable par réduction du cytochrome C (DeCoursey et Ligeti,
2005).

La production du O" par les neutrophiles pré-incubés avec la TQ pendant 15 minutes,
et stimulés par le fMLF, le PMA ou le ZOP, a été déterminée par la méthode de réduction du
cytochrome C inhibable par la SOD. Cette méthode permet de mesurer spécifiquement les
anions O2" libérés dans le milieu extracellulaire (Elferink, 1984). Les résultats présentés dans
les figures 16 et 17 montrent que la TQ inhibe fortement la production de O," dans le
neutrophile humain stimulé par le fMLF et le PMA d’une maniére dépendante de la
concentration. Cette inhibition est trés significative et est plus prononcée dans le cas du
neutrophile stimulé par le fMLF (Fig 16) ou elle est presque compléte a une concentration de

0,1 pg/ml de TQ contre 0,5 pg/ml dans le neutrophile stimulé par le PMA (Fig 17).
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Figure 16. Effet de la TQ sur la production des anions superoxydes dans le neutrophile
stimulé par le fMLF.

La production de Oy" est déterminée par la méthode de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD.
Les neutrophiles (10%/ml) sont pré-incubés avec différentes concentrations de TQ pendant 15 minutes a 37°C
avant d’étre stimulés par le fMLF (10M). (A) Vélocités initiales de réduction du cytochrome C exprimées
en pourcentage par rapport au contr6le non traité par la TQ. Production du contrble = 10,35 + 3,59
nmoles/min/108 cellules. (B) Cinétique de réduction du cytochrome C en présence des concentrations
croissantes de TQ, graphes représentatifs de 4 expériences indépendantes. Les valeurs sont une moyenne de
4 lectures + SEM, ***: p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contréle non traité par la TQ.
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Figure 17. Effet de la TQ sur la production des anions superoxydes dans le neutrophile
stimulé par le PMA.

La production de O;* est déterminée par la méthode de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD.
Les neutrophiles (108/ml) sont pré-incubés avec différentes concentrations de TQ pendant 15 minutes a 37°C
puis stimulés par le PMA (100 ng/ml). (A) Vélocités initiales de réduction du cytochrome C exprimées en
pourcentage par rapport au contr6le non ftrait¢é par la TQ. Production du contrle = 6,69 * 2,84
nmoles/min/108 cellules. (B) Cinétique de réduction du cytochrome C en présence des différentes
concentrations de TQ, une représentation de 4 expériences indépendantes. Les valeurs sont une moyenne de

4 lectures £ SEM, ** : p < 0,01 ; ***: p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contrdle non traité
par la TQ.
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Dans le neutrophile stimulé par le ZOP, la TQ semble inhiber la réduction du
cytochrome C de maniere assez efficace, ou les 3 derniéres concentrations de la TQ ont réussi
a réduire I’absorbance enregistrée a des niveaux inférieurs a la basale (Fig 18.A). Toutefois, il
s’avere que ce systeme expérimental ne soit pas adéquat pour la mesure de la production de
I’anion superoxyde induite par le zymosan et que 1’inhibition observée soit sur-estimee. En effet,
le cytochrome C ne détecte que 1’anion superoxyde libéré extracellulairement, or la production
de I’anion superoxyde induite par le ZOP est principalement intracellulaire (Makni-Maalej et
al., 2013). D’autre part, le ZOP stimule les neutrophiles et induit la phagocytose avec
internalisation d’une fraction non négligeable de cytochrome C réduit. La diminution de la
quantité du cytochrome C extracellulaire (dans le surnageant) résulterait donc en une

surestimation de ’inhibition de la production du O2" par la TQ dans ce systéme.

Pour avoir une idée plus correcte de I’effet de la TQ sur la production des FRO par le
neutrophile en réponse au ZOP, nous avons eu recours a une autre méthode qu’est la
chimioluminescence. Bien que cette méthode ne soit pas spécifique au superoxyde, et qu’elle
mesure la production extra et intracellulaire des FRO, elle permet de donner une estimation de

I’effet de la TQ sur I’activité oxydative globale du neutrophile.

Les résultats obtenus dans le test de chimioluminescence révélent que dans les
neutrophiles stimulés par le ZOP, la TQ arrive a inhiber la génération des FRO mais uniguement
a partir de 0,2 pg/ml (Fig 18.B). Cette méme concentration inhibe a 75% la production des FRO
dans le neutrophile stimulé par le PMA, alors qu’elle abolie compleétement cette production

dans le neutrophile stimulé par le fMLF (Fig 19).

Les résultats obtenus jusqu’ici révelent la capacité de la TQ a inhiber la production des
FRO, et par conséquent la fonction oxydative du neutrophile, induite par trois stimuli
différents ; le fMLF, le PMA et le ZOP. La différence de ’efficacité inhibitrice de la TQ en
fonction du stimulus utilisé est probablement due au fait que ces différents agonistes ne
mobilisent pas les mémes voies de signalisation intracellulaires dans le neutrophile ni n’activent

avec le méme degré la NADPH oxydase.

Etant donné que la présente étude s’intéresse uniquement a la production extracellulaire
du superoxyde, et en raison de la difficulté d’avoir une estimation précise de cette production
extracellulaire lorsque le ZOP est utilisé comme stimulant, nous nous sommes focalisés
uniquement sur le fMLF et le PMA.
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Figure 18. Effet de la TQ sur la production des FRO dans le neutrophile humain stimulé par
le ZOP.

(A) La production de O," est déterminée par la méthode de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD. Les
neutrophiles (10%/ml) sont pré-incubés avec différentes concentrations de TQ pendant 15 minutes a 37°C avant
d’étre stimulés par le ZOP (500 pg/ml). La production totale du O, aprés 30 minutes d’incubation est estimée en
nmoles/ 108 cellules, et est exprimée en pourcentage par rapport au contréle non traité par la TQ. (B) La production
des FRO dans le neutrophile (108/ml) en réponse au ZOP (500 pg/ml) est déterminée par chimioluminescence, les
colonnes de I’histogramme montrent les valeurs de 1’intégrale de la chimioluminescence enregistrée pendant 30
minutes, et exprimées en pourcentage par rapport au contrdle non traité par la TQ. Les valeurs sont une moyenne
de 4 lectures + SEM, *:p<0,05, **:p<0,01 ***:p<0,005, comparaisons effectuées par rapport au contréle
non traité par la TQ.
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Figure 19. Comparaison des effets inhibiteurs de la TQ sur la production totale des FRO
induite par le fMLF, le PMA et le ZOP

La production des FRO dans le neutrophile (108/ml) en réponse au fMLF (10-M), au PMA (100 ng/ml) et au ZOP
(500 pg/ml) est déterminée par chimioluminescence. Les valeurs représentent les intégrales des courbes de
chimioluminescence enregistrées pendant 10, 15 et 30 minutes (pour le fMLF, le PMA et le ZOP respectivement),
et exprimées en pourcentage par rapport au contrle non traité par la TQ.

58



Les tests de production de O2" par la méthode de réduction du cytochrome C réalisé
jusqu’ici ont été menée dans les conditions standards décrits dans la littérature ou la production
optimale est obtenue avec 108 cellules/ml. Etant donné que le but de la présente étude s’étend
a I’élucidation des mécanismes d’inhibition de la production de O2" par la TQ, en analysant
I’activation de la NADPH oxydase phagocytaire, les différentes voies de signalisation
contrélant la production des FRO et la dégranulation, nous avons donc refait le test de
production de O2" par la méthode de réduction du cytochrome C, cette fois-ci dans des
conditions similaires aux tests de phosphorylation de la p47°"9X, des PKC et MAPKinases, et
de dégranulation , afin d’établir le lien entre ces derniers et la production des FRO par le

neutrophile.

Comme le montre la figure 20, la TQ inhibe toujours assez fortement la réduction du
cytochrome C par les neutrophiles humains en réponse au fMLF et au PMA d’une maniécre
dépendante de la concentration. Cette inhibition est hautement significative (p < 0,005) a toutes
les concentrations utilisées et, comme observé précédemment, est plus prononcée dans les
neutrophiles stimulés par le fMLF. Le calcul des I1Cso correspondantes montre que la TQ inhibe
cing fois plus efficacement la production du superoxyde lorsque le fMLF est utilisé comme

stimulant.
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Figure 20. Effet de la TQ sur la production d’anions superoxydes dans le neutrophile stimulé
par le fMLF (A) ; et le PMA (B)

Les neutrophiles (5 x 108/ml) sont pré-incubés avec différentes concentrations de TQ pendant 15 minutes a 37°C
avant d’étre stimulés par 10°M de fMLF ou 100 ng/ml de PMA. La production de O2" est déterminée par méthode
de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD. Les histogrammes a gauche représentent la vitesse initiale de
la réaction de production de O, exprimée en pourcentage par rapport au contréle non traité par la TQ. Production
des cellules du contrdle stimulées par le fMLF = 8,44 + 0,96 nmoles/min/10° cellules ; production des cellules du
contréle stimulées par le PMA = 2,19 + 0,24 nmoles/min/10° cellules. A droite la cinétique de réduction du
cytochrome C en présence des concentrations croissantes de la TQ, une représentation de 4 expériences
indépendantes. Les valeurs sont une moyenne de 4 lectures + SEM, ***: p < 0.,005, comparaisons effectuées par
rapport au controle non traité par la TQ.
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111.2. Effet de la TQ sur la viabilité des neutrophiles

Afin de Vérifier que les activités observées de la TQ ne sont pas dues a un effet
cytotoxique sur les neutrophiles, la viabilité de ces derniers a été évaluée par deux méthodes
différentes ; par I’essai d’exclusion du bleu trypan, et par le kit Cyto-X de
prolifération/cytotoxicité cellulaire. Ces essais ont été réalisés dans les mémes conditions de

I’essai de production des anions superoxydes.

Les résultats du test au bleu trypan présentés dans la figure 21.A montrent que la TQ n’a
aucun effet sur la viabilité des neutrophiles et ce a toutes les concentrations de TQ utilisées. Ce
test n’étant pas trés précis, nous avons effectué un autre test plus spécifique pour s’assurer de
la non-toxicité de la TQ vis-a-vis des neutrophiles. Ainsi, les résultats obtenus avec le test Cyto-
X vont dans le méme sens que le test au bleu trypan, et ce pour les neutrophiles stimulés par le
fMLF et le PMA (Fig. 21.B). On note cependant une augmentation de la production du
formozan dans les neutrophiles stimulés par le PMA par rapport aux cellules non stimulées.
Cette production diminue uniquement a la concentration la plus forte de la TQ, sans pour autant

descendre au-dessous de la lecture basale observée avec les cellules au repos (Fig. 21.B).

Les données de la littérature montrent que la TQ possede des propriétés cytotoxiques
sélectives ; elle est capable de tuer les cellules cancéreuses humaines sans étre nocive pour les
cellules normales (Gali-Muhtasib et al., 2006b). A des concentrations allant jusqu’a 60uM (=10
pg/ml), la TQ est completement inoffensive vis-a-vis des cellules humaines normales de
I’intestin, alors qu’elle inhibe a plus de 90% la prolifération de certaines lignées du cancer de
colon (EI-Najjar et al., 2010). Quant a la toxicité de la TQ envers les leucocytes ; Surber et al.
(2009) n’ont rapporté aucun effet de la TQ (50 uM) sur le nombre de macrophages apres 48h
d’administration. De méme, Houghton et al. (1995) et Mansour et Tornhamre (2004) n’ont
remarqué aucune cytotoxicité de la TQ vis-a-vis des leucocytes péritonéaux murins et les
granulocytes polymorphonucléaires humains respectivement. Notant que les concentrations
maximales utilisées dans ces deux études (50 pg/ml et 100 UM respectivement) dépassent

largement celles utilisées dans la notre.
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Figure 21. Effet de la TQ sur la viabilité des neutrophiles.

(A) Viabilité des neutrophiles stimulés par le fMLF (10-°M) ou le PMA (100 ng/ml) en présence de différentes
concentrations de la TQ déterminée par 1’essai d’exclusion du bleu trypan. (B) Viabilité des neutrophiles
stimulés ou pas par le fMLF (10°M) ou le PMA (100 ng/ml) en présence de la TQ, déterminée par le Kit
Cyto-X de prolifération/cytotoxicité cellulaire. La viabilité est exprimée en pourcentage par rapport au
contréle non stimulé et non traité par la TQ. Les valeurs sont une moyenne de 3 essais + SEM. ns : non
significatif ; ** : p < 0.01, comparaison effectuée par rapport au contréle stimulé et non traité par la TQ.

(B)
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111.3. Effet de 1a TQ sur la production d’anions superoxydes produits par la xanthine

oxydase

Dans le but de vérifier que la TQ inhibe réellement la production d’anions superoxydes
par le neutrophile sans que cet effet soit dd a une quelconque propriété scavenger de la TQ vis-
a-vis de I’anion superoxyde, 1’essai de réduction du cytochrome C dans le systeme acellulaire
xanthine/xanthine oxydase a été réalisé en absence et en présences des différentes
concentrations de la TQ. Les résultats, présentés dans la figure 22 montrent que la production
d’anions superoxydes n’a été réduite par aucune des concentrations de TQ utilisées, alors
qu’elle a été complétement abolie par la SOD, démontrant que la TQ est dépourvue d’activité
scavenger du O;". En revanche, les concentrations de 1 et 2,5 pg/ml de TQ augmentent
significativement la production du superoxyde par la xanthine oxydase. Nous n’avons observé

aucun effet réducteur direct de la TQ sur le cytochrome C (Résultats non montrés).

Dans leurs études s’intéressant aux propriétés antioxydantes de la TQ, Mansour et al.
(2002) et Badary et al. (2003) ont attribué a la TQ un effet scavenger du O2" généré par le
systéme xanthine/xanthine oxydase, ce qui va a I’encontre de nos résultats. La raison de cette
divergence n’est pas claire, sauf que dans ces deux études, les sels de tetrazolium [le NBT
(nitroblue tetrazolium) et le INT (iodophenyl-nitrophenyl-phenyltetrazolium)], ont été utilises
comme accepteurs d’électrons au lieu du cytochrome C (Mansour et al., 2002 ; Badary et al.,
2003). Le cytochrome C est le seul accepteur a étre réduit par un seul électron, il est donc plus
spécifique pour I’anion superoxyde. La réduction des sels de tetrazolium requiert deux électrons
résultant en la formation du formozan, un précipité insoluble, ce qui rend la quantification plus
difficile. Nous pensons que la méthode de réduction du cytochrome C pour la détection de la
production du superoxyde soit plus fiable. Il nous semble justifiable de déduire que I’inhibition
de la production du superoxyde par le neutrophile humain ne soit pas due a effet direct de la

TQ sur ce radical libre, mais plutét sur le systeme cellulaire qui le génere ; la NADPH oxydase.
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Figure 22. Effet de la TQ sur la production d’anions superoxydes par le systéme
xanthine/xanthine oxydase.

La production de O, est déterminée par la méthode de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD. Les
résultats sont estimés en nmoles/min/0,02 U XO et exprimés en pourcentage du controle. Les valeurs sont une
moyenne de 3 lectures + SEM, ***: p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contréle non traité par la
TQ.
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111.4. Effet de 1a TQ sur P’activité catalytique du complexe NADPH oxydase préassemblé

La TQ démontre une activité inhibitrice importante sur la production des anions
superoxydes par le neutrophile humain. Afin de déterminer a quel niveau la TQ agit, nous avons
tout d’abord déterminé son effet direct sur I’activité catalytique du complexe NADPH oxydase,
le systéme enzymatique professionnel générateur d’anions superoxydes dans les phagocytes. A
cette fin, les fractions membranaires contenant le complexe NADPH oxydase préassemblé ont
été préparées en traitant les neutrophiles par le PMA, un activateur direct des PKC qui entraine
la translocation des composantes cytosoliques p47°"9X, p67PHOoX et Rac2 de la NADPH oxydase
a la membrane pour rejoindre le cytochrome b558 et former une oxydase active. Les fractions
membranaires contenant 1I’enzyme catalytiquement active sont purifiées par ultracentrifugation
sur gradient discontinue de sucrose. Les blots présentés dans la figure 23.A confirment que les
composantes cytosoliques (p47°H%, p67PHOX et Rac2) sont bien présentes a la membrane des

cellules stimulées par le PMA et que 1’assemblage du complexe NADPH oxydase est réussi.

L’effet de la TQ sur le complexe NADPH oxydase préassemblé a été par la suite
déterminé par la méthode de réduction du cytochrome C inhibable par la SOD, en présence de
GTPys, FAD et du substrat NADPH. Les membranes des PMN contenant le complexe NADPH
oxydase actif (membranes préparées a partir de PMN stimulés par le PMA) produisent en effet
des quantités significatives de O2" (p < 0,005) en comparaison a celles ne contenant pas le
complexe actif (membranes préparées a partir des cellules non stimulées) (Fig. 23.B). La
specificité de cette réaction a été controlée par ajout de la SOD, qui a réduit la production
d’anions superoxydes au niveau basal. Lorsque les membranes des PMN stimulés par le PMA
ont été incubées avec la TQ, la production du O a demeuré inchangée, méme a la
concentration de TQ de 0,5 pg/ml qui a été capable d’abolir complétement la production de Oz
par les neutrophiles intacts en réponse au fMLF et au PMA (Fig 16 & 17). Ces observations
montrent clairement que la TQ n’inhibe pas directement ’activité catalytique de la NADPH
oxydase, mais agit plutét en interférant avec le processus d’activation de ce complexe

enzymatique.
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Figure 23. Effet de la TQ sur I’activité catalytique du complexe NADPH oxydase

préassemble.

(A) Les fractions membranaires contenant le complexe NADPH oxydase préassemblée sont préparées a partir des
neutrophiles stimulés par le PMA comme décrit dans la partie « Matériel et Méthodes ». Les blots en hauts
montrent les sous unités cytosoliques de la NADPH oxydase (p47°7X, p67PHX et Rac2) détectées dans la fraction
membranaires issue des PMN stimulés alors qu’elles ne sont pas présentes dans les membranes des cellules au
repos. Les résultats de la quantification des bandes issues des fractions membranaires sont présentés dans
I’histogramme en bas. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01, comparaisons effectuées par rapport au contrdle (membranes
des cellules au repos). (B) Effet des différentes concentrations de la TQ sur I’activité catalytique du complexe
NADPH oxydase dans un systéme acellulaire, évaluée par méthode de réduction du cytochrome C inhibable par
la SOD. La production de O, est exprimée en nmoles/min/1,5 x 107 cell.eq.mb. Les valeurs sont une moyenne de
deux lectures £ SEM. *** : p < 0,05.
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111.5. Effet de la TQ sur la phosphorylation de la p47°H%X sur les sérines 304 et 328

Dans les PMN au repos, les composantes de la NADPH oxydase sont distribuées entre le
cytosol et la membrane plasmique. Pour que cette enzyme soit catalytiquement active, les
composantes cytosoliques doivent étre phosphorylées, en réponse & une stimulation appropriée,
pour étre capables de rejoindre les composantes membranaires et former le complexe NADPH

actif.

La phosphorylation de la p47PH9% est un événement crucial a I’activation de la NADPH
oxydase. Afin de voir si la TQ interfére avec ce processus, nous avons analysé son effet sur la
phosphorylation de la p47PHo% sur les Ser304 et Ser328, particuliérement nécessaires a
I’activation de la NADPH oxydase (Ago et al., 1999 ; 2003).

Les résultats illustrés dans la figure 24 montrent que le fMLF induit une phosphorylation
trés forte de la p47°H%% sur les Ser304 et Ser328 en comparaisons au PMN non stimulés. Cette
phosphorylation est inhibée par la TQ d’une manicre dépendante de la concentration, avec un
effet plus apparent sur la Ser304 (Fig. 24.A). L’analyse par Western blot en utilisant des
anticorps dirigés contre la p47°"%% non phosphorylée permet de s’assurer que la méme quantité
de protéine a été déposee dans chaque puit de la SDS-PAGE. Les bandes ont été quantifiées par
densitométrie et les rapports entre les phospho- p47°H% et les p47PHOX totales ont été calculés.
Les résultats de la quantification montrent que 1’inhibition de la phosphorylation de la p47°HX
sur les Ser304 et Ser328 est hautement significative (p < 0,005) a partir de 0,5 pg/ml de TQ
(Fig. 24.A et 24.B). Ces résultats suggerent que la TQ inhibe la production des anions
superoxydes par la NADPH oxydase dans les neutrophiles stimulés par le fMLF en inhibant la

phosphorylation de la p47°H°% bloquant ainsi I’activation du complexe NADPH oxydase.

Nous constatons cependant que la TQ inhibe la phosphorylation des Ser304 et 328 induite
par le fMLF (ICso de 0,545 et 0,892 pg/ml respectivement) a des concentrations plus élevées
que les concentrations inhibitrices de la production du superoxyde (ICso = 0,08 pg/ml). Cela
signifie que la TQ utilise, en plus de I’inhibition de la phosphorylation de la p47°"%X d’autres

mécanismes pour inhiber la production du superoxyde induite par le fMLF.

Dans le cas des neutrophiles stimulés par le PMA, et comme le montre la figure 25, nous
n’avons pas pu observer d’effet significatif sur la phosphorylation des Ser304 et 328, au moins

dans la gamme de concentration de TQ utilisée.
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Figure 24. Effet de la TQ sur la phosphorylation de la pA7°H%% sur la sérine 304 (A) et la
sérine 328 (B) dans le neutrophile stimulé par le fMLF

Les neutrophiles (5 x 10% dans 500 pl de HBSS) sont incubés pour 15 minutes a 37°C avec différentes
concentrations de la TQ, avant d’étre stimulés par 10 M de fMLF pour 10 secondes. Aprés arrét de la stimulation
par du tampon Laemmli 5X et 5 minutes de dénaturation & 100°C, les lysats cellulaires sont soumis & une SDS-
PAGE de 10% (4 x 10° eq. cell/puit) puis analysés par Western Blot en utilisant des anticorps spécifiques anti-
phospho-Ser304-p47PHO% et anti-phospho-Ser328-p47FHO% Les membranes sont réincubées avec les anticorps
anti-p47PHoX ytilisée comme contrdle de charge. Les bandes sont quantifiées et les rapports entre I’intensité des
phospho-p47PHO%X et celle de la p47 PHO% totale sont calculés. Les valeurs sont une moyenne de 3 essais indépendants
+ SEM. *: p < 0,05 ; *** : p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contrdle non traité par la TQ.
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Figure 25. Effet de la TQ sur la phosphorylation de la p47°H%% sur la sérine 304 (A) et la
sérine 328 (B) dans le neutrophile stimulé par le PMA

Les neutrophiles (5 x 10% dans 500 pl de HBSS) sont incubés pour 15 minutes a 37°C avec différentes
concentrations de la TQ, avant d’étre stimulés par 100 ng/ml de PMA pour 5 minutes. Apreés arrét de la stimulation
par du tampon Laemmli 5X et 5 minutes de dénaturation & 100°C, les lysats cellulaires sont soumis & une SDS-
PAGE de 10% (4 x 10° eq. cell/puit) puis analysés par Western Blot en utilisant des anticorps spécifiques anti-
phospho-Ser304-p47PHO% et anti-phospho-Ser328-p47°H9X. Les membranes sont réincubées avec les anticorps
anti-p47PHOX utilisée comme contréle de charge. Les bandes sont quantifiées et les rapports entre ’intensité des

phospho-p47PHO%X et celle de la p47 PHO% totale sont calculés. Les valeurs sont une moyenne de 3 essais indépendants
+ SEM.
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111.6. Effet de la TQ sur la translocation des composantes cytosoliques de la NADPH

oxydase vers la membrane du neutrophile

L’activation de la NADPH oxydase implique la phosphorylation des composantes
cytosoliques, notamment la p47°HO% et la p67°HOX suivie par leur translocation vers la
membrane et leur association au cytochrome b558 pour former une oxydase active. La petite
protéine G Rac2 est également requise pour ’activité de la NADPH oxydase ; et sa présence a

la membrane, avec les autre composantes cytosoliques et cruciale (Bokoch et Zhao, 2006).

Les résultats décrits dans la section précédente montrent que la TQ inhibe la
phosphorylation de la p47°"°% dans les PMN stimulés par le fMLF. Nous avons donc pensé a
veérifier si la TQ inhibe également la translocation induite par le fMLF des composantes
cytosoliques p47°PHoX et p67PHOX | ainsi que celle de Rac2 qui migre vers la membrane

indépendamment des autres sous-unités cytosoliques de 1’oxydase.

L’analyse, par Western blot, des fractions membranaires obtenues des neutrophiles
stimulés par le fMLF montre que ce dernier induit une translocation nette de la p47°H%%  la
p677HO% et de Rac2 en comparaison aux neutrophiles au repos (Fig. 26). La p22 "HO% qui fait
partie du cytochrome b558 est présente dans les membranes des cellules au repos et y reste
aprés stimulation, alors qu’elle est totalement absente dans le cytosol. Sa quantité dans la

membrane est constante ce qui nous permet de 1’utiliser comme contrdle de charge.

Le traitement des neutrophiles par les différentes concentrations de TQ n’a point
influencé la translocation de la p47°H% de la p67°H%X et de Rac2 (Fig. 26). Bien qu’elle inhibe
la phosphorylation des sérines 304 et 328 sous fMLF, la TQ n’empéche pas la translocation de
la p47°H9%, Ces résultats suggérent que la TQ n’agit pas sur I’assemblage de la NADPH oxydase
dans les neutrophiles stimulés par le fMLF. De méme, la TQ ne présente aucun effet sur la
translocation des différentes composantes cytosoliques de la NADPH oxydase en réponse au
PMA (Fig. 27).
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Figure 26. Effet de la TQ sur la translocation des composantes cytosoliques de la NADPH
oxydase vers la membrane des neutrophiles stimulés par le fMLF

Les neutrophiles (50 x 108/ml) sont pré-incubés avec différentes concentration de TQ avant d’étre stimulés pendant
30 secondes par le fMLF (10°M) en présence de 5 pg/ml de cytochalasine B. Aprés arrét de la stimulation par du
PBS glacé, les cellules sont lysées puis soumises a un fractionnement cellulaire par ultracentrifugation. Les
fractions cytosoliques et membranaires sont dénaturées dans du tampon Laemmli, soumises a une SDS-PAGE (4
x 10° eq. cell/puit), puis analysés par Western blot.
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Figure 27. Effet de la TQ sur la translocation des composantes cytosoliques de la NADPH
oxydase vers la membrane des neutrophiles stimulés par le PMA

Les neutrophiles (50 x 108/ml) sont pré-incubés avec différentes concentration de TQ avant d’étre stimulés pendant
5 minutes par le PMA (100 ng/ml). Apres arrét de la stimulation par du PBS glacé, les cellules sont lysées puis
soumises a un fractionnement cellulaire par ultracentrifugation sur un gradient discontinu de sucrose. Les fractions
cytosoliques et membranaires sont dénaturées dans du tampon Laemmli, soumises & une SDS-PAGE (2,5 x 108
eq. cell/puit pour les fractions membranaires et 106 eq. cell/puit pour les fractions cytosoliques), puis analysés par
Western blot.
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Quel que soit le stimulus, le fonctionnement correct de la NADPH oxydase in vivo
requiert les cing composantes gp91°HOX, p22PHOX pa7PHOX " de la p67PHOX et Rac2. Ceci est
illustré par le désordre génétique de la CGD résultant du dysfonctionnement ou de 1’absence de
I’'une de ces composantes (DeCoursey et Ligeti, 2005). Il est généralement admis que
I’assemblage du complexe NADPH oxydase résulte en son activation. Or, il s’aveére que la
phosphorylation et la translocation des composantes cytosoliques ne soient pas suffisantes a
I’activité de ’oxydase (Dana et al., 1994). Cross et Segal (2004) proposent un équilibre
dynamique entre trois états de 1’oxydase ; inactif, intermeédiaire et actif. Dans ce modeéle, le
transfert d’électron ne se produit pas jusqu’a ce qu’un changement conformationnel du
flavocytochrome b558 se produise. Ce changement conformationnel résulterait de I’interaction

entre les sous unités cytosoliques et membranaires.

Dusi et al. (1993) ont rapporté que la stautosporine, un inhibiteur des sérine/thréonine
kinases, inhibe la production des FRO et la phosphorylation de p47PH%% et p67PHO% induites par
le fMLF, mais sans affecter la translocation de ces deux composantes a la membrane. lls ont
suggéré que la phosphorylation de p477HO% et p67PHOX serait quantitativement dissociée de leur
translocation, et que ’activité de 1’oxydase n’est pas corrélée a la quantité des protéines
phosphorylées présentes a la membrane. Plus récemment, Johnson et al. (1998) ont montré que
la phosphorylation de la p47°"%%X se produit d’une maniére hiérarchique ot la phosphorylation
des sérines 359 et/ou 370 est requise a la translocation de la p47°HX et & la phosphorylation
d’autres sérines (Ser303/304) qui sont nécessaires a I’activation elle-méme de I’oxydase, mais
pas a la translocation de la p47°"°% & la membrane. A la lumiére de ces données, nous pouvons
conclure que la TQ inhibe la phosphorylation de la pA7°"%X nécessaires a ’activité de I’oxydase
(ex. Ser304), alors qu’elle n’aurait aucun effet sur la phosphorylation des sérines requises pour
la translocation de la p47PHO%, De plus, de par sa nature lipophilique, la TQ pourrait altérer les
propriétés de la membrane plasmique conduisant a un assemblage imparfait de la NADPH
oxydase ce qui résulte en la réduction de son activité.
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111.7. Effet de la TQ sur la dégranulation du neutrophile humain

L’exocytose des granules spécifiques et azurophiles joue un réle clé dans diverses
fonctions du neutrophile humain en modifiant la composition moléculaire des membranes
cibles (Faurschou et Borregaard, 2003). Les granules spécifiques abritent le pool cellulaire le
plus important (80%) du flavocytochrome b558 (gp91 PHX [p22PHOX) (Borregaard et al., 1983;
Jesaitis et al., 1990). La stimulation de neutrophile entraine une mobilisation de ces granules
vers la membrane plasmique associée a une augmentation de 1’activité de I’oxydase (Uriarte et
al., 2011). Toute inhibition du processus de dégranulation contribuerait ainsi a la réduction de
la génération extracellulaire du O2" par la NADPH oxydase. Nous avons donc étudié I’effet de
la TQ sur la libération des granules spécifiques par mesure de ’expression de la gp91°"%% et du

CD11b, contenus dans ces granules, a la surface du neutrophile par Cytométrie en flux.

La TQ a significativement réduit I’expression membranaire de la gp91°H%% ainsi que celle
du CD11b en réponse au fMLF (Fig. 28). Les concentrations de 1 et 2,5 pug/ml de TQ ont réussi
4 réduire 1’expression membranaire de la gp91PHO* au niveau basal ol la fluorescence
enregistrée est égale a celle obtenue avec les neutrophiles non stimulés (p > 0,05) (Fig. 28.A).
L’inhibition de I’expression du CD11b est hautement significative (p < 0,005), et en présence
de 2,5 ng/ml de TQ, ’expression du CD11b est méme inférieure a son expression basale dans
le neutrophile au repos (Fig. 28.B). Ces résultats suggérent que la TQ inhibe la libération des
granules spécifiques induite par le fMLF, ce qui pourrait affecter I’assemblage et 1’activité de
la NADPH oxydase a la surface cellulaire. A la gamme de concentrations utilisées, la TQ a
réussi a réduire, mais d’une maniére moins significative, I’expression membranaire du CD11b
induite par le PMA (p < 0,05) (Fig. 29.B). Ces résultats suggérent que la TQ pourrait inhiber la
libération des granules spécifiques induite par le PMA, mais d’une maniére moins prononcée
que celle observée dans le neutrophile stimulé par le fMLF. Avec le PMA comme stimulant,

cette inhibition serait plus importante avec des concentrations plus élevées de TQ.

L’importance de I’inhibition de la libération des granules spécifiques par la TQ ne se
limite pas uniqguement a la réduction de la production du superoxyde dans le milieu
extracellulaire. Les granules spécifiques hébergent une collection de molécules et enzymes (ex.
protéases) dont la libération excessive dans le milieu extracellulaire amorcerait des

complications de la réaction inflammatoire et contribuerait a sa chronicité.
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Figure 28. Effet de la TQ sur la libération des granules spécifiques dans le neutrophile
stimulé par le fMLF

La libération des granules spécifiques est déterminée en mesurant 1’expression membranaire de la gp91PHOX (A) et
du CD11b (B). Les neutrophiles (5 x 108/ml) sont incubés pendant 15 minutes avec la TQ avant d’étre stimulés
par 10°M de fMLF pour 5 minutes. Les cellules sont par la suite marquées par les anti-gp91°HoX conjugués a
I’FITC ou par les anti-CD11b conjugués a la PE puis analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes & gauche
représentent les résultats exprimés en pourcentage par rapport au contréle (stimulé par le fMLF et non traité par la
TQ). Les graphes & droite sont représentatifs des résultats du FACS. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4
expériences indépendantes + SEM. * : p < 0,05 ; *** : p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contréle
non traité par la TQ.
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Figure 29. Effet de la TQ sur la libération des granules spécifiques dans le neutrophile
stimulé par le PMA

Les neutrophiles (5 x 108/ml) préalablement incubés pendant 15 minutes avec la TQ sont stimulés par le PMA
(100 ng/ml) pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules marquées par les anti-gp91°H%X conjugués a I’FITC (A) ou
par les anti-CD11b conjugués a la PE (B) puis analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes a gauche
représentent les résultats exprimés en pourcentage par rapport au contréle (stimulé par le PMA et non traité par la
TQ). Les graphes & droite sont représentatifs des résultats du FACS. Les valeurs sont une moyenne de 3 essais +
SEM. **: p < 0,01 ; comparaisons effectuées par rapport au contréle non traité par la TQ.
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L’effet de la TQ sur la libération des granules azurophiles induite par le fMLF a été par
la suite évalué en mesurant de la libération extracellulaire de la MPO dans les surnageant
cellulaires. L’analyse de ces surnageants par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques
dirigés contre la MPO montre que la TQ exerce un effet inhibiteur significatif et puissant sur la

libération de la MPO, visible a partir de la concentration de 1 pg/ml de TQ (Fig. 30).

Au cours d'une activation normale des neutrophiles, des quantités limitées de MPO sont
libérées dans le milieu extracellulaire (estimées entre 10 a 15 %) (Serteyn et al., 2003).
Cependant, dans des conditions pathologiques, une activation continue et incontr6lée des
neutrophiles entraine une dégranulation massive de la MPO et des enzymes protéolytiques dans
le milieu extracellulaire avec un risque de destruction locale. La MPO et ses produits derivés
sont 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 l'activation des neutrophiles
(McConnico et al., 1999, Zhang et al., 2001 ; Hoy et al., 2002). De méme, la libération
excessive des sérines proteéases contenues dans les granules azurophiles du neutrophile est

associée a un nombre de pathologies respiratoires (Hirch et al., 2004).

Par sa capacité d’inhiber 1’exocytose des granules spécifiques et azurophiles du
neutrophile, la TQ pourrait donc exercer une fonction anti-inflammatoire en

prévenant/réduisant les dommages tissulaires dans le foyer inflammatoire.
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Figure 30. Effet de la TQ sur la libération des granules azurophiles induite par le fMLF

L’effet de la TQ sur la libération des granules azurophiles est déterminé en mesurant la libération de la MPO. Les
neutrophiles (20 x 10%/ml) préalablement traités pendant 15 minutes avec différentes concentrations de la TQ, sont
soumis a une stimulation de 2 minutes par du fMLF (10°M) en présence de 5 pg/ml de cytochalasine B. Les
neutrophiles sont éliminés par centrifugation rapide de 30 secondes a 13 000 rpm et le surnageant est analysé par
Western blot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre la MPO. Les résultats de la quantification sont
présentés par ’histogramme en bas. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 expériences indépendantes £ SEM. * :
p <0,05;**:p<0,01, comparaisons effectuées par rapport au contréle non traité par la TQ.
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111.8. Effet de la TQ sur les voies de signalisation stimulées par le fMLF dans le neutrophile

humain

Dans le neutrophile, la production des FRO et la dégranulation induites par le fMLF sont
sous le contrdle de plusieurs voies de signalisation intracellulaire. En particulier, la voie des
PKC est impliquée dans la phosphorylation de la p47PH%% et la production des FRO (El Benna
et al., 1994), alors que la voie des MAP Kinases est impliquée dans la dégranulation (Lacy,
2006). Comme ces fonctions sont fortement altérées par la TQ dans les neutrophiles stimulés

par le fMLF, nous avons examiné la capacité de la TQ a bloquer 1’activation de ces voies.

Dans un premier temps, 1’effet de la TQ sur 1’activation des PKC dans le neutrophile
stimulé par le fMLF a été analysé par Western blot en utilisant un anticorps specifique dirigé
contre la phospho-Ser660. Cette sérine est un site d’autophosphorylation qui régule 1’activité
des PKC, elle est localisée dans la partie C-terminale et est commune a plusieurs isoformes de
PKC. Comme le montre la figure 31.A, I’anticorps reconnait trois phosphoprotéines dont le
poids moléculaire varie entre 60 et 85 kDa. Ces trois protéines sont également reconnues par
un anticorps anti-PKC-pan, indiquant que ces trois bandes correspondent a trois isoformes de
PKC. Parmi ces trois isoformes, la phosphorylation des deux en bas, correspondant aux bandes
2 et 3, est significativement réduite par la TQ d’une maniére dépendante de la concentration
(Fig. 31.A, B et C), alors que la phosphorylation de la bande supérieure n’est guére affectée
(Fig. 31.A). Ces observations suggerent que la TQ est capable d’inhiber 1’activation d’au moins

deux isoformes de PKC dans le neutrophile stimulé par le fMLF.

Les neutrophiles humains expriment cing isoformes de PKC, a, BI, BIL, 6 et { (Majumdar
et al., 1991; Smallwood et Malawista, 1992; Dang et al., 1994; Kent et al., 1996). Parmi ces
isoformes, les PKC a, BII et & sont capables de phosphoryler tous les sites majeurs sur la
p47PHOX "alors que la PKC { phosphoryle uniquement un groupe sélectif de sites, en particulier
Ser303/304 (Dang et al., 2001; Fontayne et al., 2002). En plus de leur capacité de phosphoryler
la p47PHO% 1es PKC a, BII, § et { induisent 1'activation de la NADPH oxydase dans un systéme
acellulaire (Fontayne et al., 2002). Quoique I'identité des isotypes de PKC ciblés par la TQ reste
a déterminer, nous pouvons conclure que la TQ bloquerait I'activation de la NADPH oxydase
en altérant la phosphorylation PKC-dépendante de la p47°"°X au moins sur les sérines 304 et
328.
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Figure 31. Effet de la TQ sur la phosphorylation de la PKC induite par le fMLF

Les PMN (5 x 108 dans 500 pl de HBSS) sont incubés pendant 15 minutes a 37°C avec la TQ puis soumis a une
stimulation de 3 minutes par du fMLF (10 M). Aprés dénaturation dans le tampon Laemmli 5X, les échantillons
sont soumis a une SDS-PAGE de 10% (4 x 10° eq.cell/puit) puis analysés par Western blot en utilisant des
anticorps anti-phospho Ser660-PKC-pan et anti-PKC-pan (A). Les membranes sont reblottées avec les anticorps
anti-actine, utilisée comme contrdle de charge. Les rapports entre les bandes des phospho-PKC et celles de I’actine
sont déterminés (B et C). Les valeurs sont une moyenne de 3 essais indépendants + SEM. *: p <0,05; **:p <
0,01 ; ***: p < 0,005, comparaisons effectuées par rapport au contréle stimulé par le fMLF et non traité par la TQ.
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Les MAPK, en particulier ERK1/2 et p38 MAPK, constituent un autre groupes de kinases
impliquées dans diverses fonctions du neutrophile induites par le fMLF, notamment la
phosphorylation des composantes de la NADPH oxydase (Dewas et al., 2000 ; Dang et al.,
2003) et la dégranulation (Mocsai et al., 2000 ; Fumagalli et al., 2007). Afin d’explorer
davantage les mécanismes possibles de I’inhibition des fonctions du neutrophile par la TQ
observées jusqu’ici, nous avons analysé 1’effet de la TQ sur I’activation des MAP Kinases
(ERK1/2 et p38 MAPK) dans les neutrophiles stimulés par le fMLF en utilisant des anticorps
anti-phospho MAPK. Les résultats obtenus, illustrés dans la figure 32.A, montrent que la forte
phosphorylation de ERK1/2 induite par le fMLF a été significativement réduite par la TQ (p <
0,005) a la concentration de 2,5 pg/ml. Cette méme concentration a également réduit la
phosphorylation de la p38 MAPK mais d’une maniére moins significative (p < 0,05) (Fig. 32.B).

Dans le neutrophile, les ERK1/2 et p38 MAPK interviennent dans le priming de
I’explosion oxydative, I’activation de la NADPH oxydase et la production des FRO (El Benna
et al., 1996b ; Krump et al., 1997 ; McLeish et al., 1998). Dewas et al. (2000) ont montré que
ERK1/2, mais pas la p38 MAPK, joue un rdle important dans la phosphorylation de la p47PHo%
dans les neutrophiles stimulés par le fMLF. La méme équipe a par la suite rapporté le réle des
deux MAPK dans la phosphorylation de la p47°H%% sur la Ser345 au cours du priming du
neutrophile par le TNF et le GM-CSF. Elle a également montré que cette phosphorylation joue
un role essentiel dans I’hyperactivation des PMN dans la pathologie de la polyarthrite
rhumatoide (Dang et al., 2006).

Dans les fibroblastes synoviaux isolés de patients arthritiques, les données
bibliographiques indiquent que la phosphorylation induite par le LPS de ERK1/2 et p38 MAPK
est inhibée par la TQ (EI-Mahmoudy et al., 2005; Vaillancourt et al., 2011). EI-Mahmoudy et
al. (2005) ont remarqué que la TQ inhibe aussi 1’expression et la sa synthése de novo de p38
MAPK dans les macrophages péritonéaux de rat. La phosphorylation de ERK1/2 induite par le
TNFa est pourtant insensible a la TQ (Umar et al., 2015). Il a été suggéré donc que la TQ exerce
des effets adverses vis-a-vis de ERK qui sembleraient spécifiques au type cellulaire et a la

nature du stimulant (EI-Najjar et al., 2010).

Dans la présente étude, nous montrons que la TQ inhibe la phosphorylation induite par le
fMLF de ERK1/2 et p38 MAPK dans le neutrophile humain. Cette inhibition contribuerait a

I’atténuation de la production excessive des FRO par le neutrophile dans le foyer inflammatoire.
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Figure 32. Effet de la TQ sur la phosphorylation induite par le fMLF des ERK1/2 (A) et p38
MAPK (B).

Les PMN (5 x 108 dans 500 pl de HBSS) sont incubés pendant 15 minutes a 37°C avec la TQ puis soumis & une
stimulation de 3 minutes par du fMLF (10 M). Aprés dénaturation dans le tampon Laemmli 5X, les échantillons
sont soumis a une SDS-PAGE de 10% (4 x 10° eq.cell/puit) puis analysés par Western blot en utilisant des
anticorps anti-phospho-ERK1/2 et anti-phospho-p38 MAPK. Les membranes sont reblottées avec les anticorps
anti-ERK1, anti-ERK?2 et anti-p38 MAPK, utilisées comme contrdle de charge. Les rapports entre les bandes des
phospho-ERK1/2 ou phospho-p38 MAPK et celles des ERK1/2 ou des p38 MAPK totales sont déterminés. Les
valeurs sont une moyenne de 3 essais indépendants £+ SEM.; **: p < 0,01; ***: p < 0,005, comparaisons
effectuées par rapport au contrdle stimulé par le fMLF et non traité par la TQ.
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Dans le neutrophile stimulé par le fMLF, la p38 MAPK est impliquée, plutdt que
ERK1/2, dans le processus d’exocytose des granules spécifiques et azurophiles (Mocsai et al.,
2000, Boussif et al., 2016). Nos résultats montrant I’inhibition de la phosphorylation induite
par le fMLF de cette kinase suggerent que la TQ agit sur cette voie pour bloquer la libération
des granules spécifiques et azurophiles en réponse au méme stimulus (Fig. 28 & 30). Cependant,
nous constatons que la concentration de TQ de 2,5 pg/ml qui a fortement inhibé 1’exocytose
des granules spécifiques et azurophiles (inhibition de 100% et 90% respectivement) n’a réussi
qu’a réduire a environ 58% la phosphorylation de p38 MAPK. Ceci implique que I’inhibition
de I’activation de la p38 MAPK ne serait pas le seul mécanisme exercé par la TQ pour atténuer

la dégranulation induite par le fMLF.

L’augmentation des concentrations du Ca®" intracellulaire, qui est un événement
primordial a I’exocytoses des granules primaires et secondaires du neutrophile (Sengelov et al.,
1993 ; Lacy, 2006), est une cible invraisemblable de la TQ. Comme le montre la figure 33, le
fMLF induit une augmentation nette et transitoire du calcium intracellulaire (Fig. 33A). De
maniere surprenante, la TQ seule induit une augmentation lente mais significative du calcium
intracellulaire qui est masquée par I’augmentation induite par le fMLF (Fig. 33B). La présence
de la TQ augmente davantage les taux du Ca®* intracellulaire induite par le fMLF, mais le pic
est moins distinct di a I’effet propre a la TQ. Il parait donc que la TQ soit incapable d’inhiber
I’¢lévation induite par le fMLF du calcium intracellulaire, et qu’elle induit plutdét une

augmentation du Ca®* en I’absence de stimulation.

Le PMA induit la libération des granules spécifiques du neutrophile, mais pas celle des
granules azurophiles (Herrero-Turrién et al., 2008). La sécrétion des granules spécifiques
utilise en effet des voies dépendantes de la PKC, alors que I'exocytose des granules azurophiles
utilise des voies PKC-indépendantes impliquant principalement Rac2 (Abdel-Latif et al.,
2005). En s’appuyant sur ces faits, nous suggérons que la TQ inhiberait la libération des
granules spécifiques en bloquant les voies des p38 MAPK et PKC. Quant a I’inhibition de la
libération des granules azurophiles, en plus du blocage de la voie p38 MAPK, la TQ utiliserait

un autre mécanisme qui reste a déterminer.
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Figure 33. Effet de la TQ sur les changements induits par le fMLF des taux du calcium

intracellulaire.

Le calcium intracellulaire est mesuré par le Fura-2/AM. Les neutrophiles (2,5x106/ml de HBSS) sont incubés avec
5 UM de Fura-2/AM pendant 45 min a 37°C avant d’étre lavés dans du HBSS. Les changements des taux du Ca?*
intracellulaire induits par le fMLF (10°M) sont ensuite suivis en absence (A) et en présence (B) de 1 ug/ml de TQ.
La fluorescence est mesurée par un Fluorimétre & double longueur d’onde d’excitation a 340 et 380nm pour
I’excitation et & 510nm pour 1’émission. Les figures sont une représentation de 3 essais.
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111.9. Effet de la TQ sur la pleurésie induite chez le rat

La pleurésie induite par la carraghénine est un modele d’inflammation expérimentale
caractérisée par une infiltration massive des PMN et des dommages des poumons induits par
les FRO (Cuzzocrea et al., 2000; Moore, 2003). Ce modéle est largement utilisé pour 1’étude
de la physiopathologie de [D’inflammation aiglie et [’évaluation des propriétés anti-
inflammatoire de diverses substances. Dans ce modeéle expérimental, 1’IL-6 contribue a
I’extension de I’inflammation en augmentant la formation d’autres cytokines pro-
inflammatoires (TNFa et IL-1) qui, & leur tour, augmentent le recrutement des neutrophiles. En
outre, I’inflammation pleurale induite par la carraghénine est accompagnée par une
augmentation IL-6-dépendante de 1I’expression et de I’activité de COX-2 avec une élévation des

taux du LTB4 qui pourrait aussi contribuer au recrutement des PMN (Cuzzocrea et al., 1999).

La présente étude est la premicre a évaluer ’activité anti-inflammatoire de la TQ dans
ce modele. Les rats ont été traités par 10 et 50 mg/kg de TQ avant I’induction de I’inflammation
par injection de la A- carraghénine. Les résultats présentés dans la figure 34 montrent que la
TQ réduit significativement 1’inflammation pleurale d’une mani¢re dépendante de la
concentration, comme le montre la diminution du nombre des PMN recrutés dans la cavité

pleurale.

La capacité¢ de la TQ a inhiber I’accumulation des PMN et d’autres leucocytes a été
démontrée dans des modéles murins d’asthme allergique (Ammar et al., 2011 ), de gastrite
induite par ischémie/reperfusion (Magdy et al., 2012) et d’arthrite rhumatoide induite par le
collagéne (Umar et al., 2012). Dans ces modéles et dans d’autres, les propriétés anti-
inflammatoires de la TQ ont été associées a sa capacité antioxydante (Mahgoub, 2003 ;
Vaillancourt et al., 2011 ; Magdy et al., 2012 ; Umar et al., 2012). D’autres mécanismes sous-
jacents a I’activité anti-inflammatoire de la TQ ont été également proposés. Ces mécanismes
incluent la diminution de la production des leucotriénes et I’inhibition des cyclooxygénases et
lipooxygeénases leucocytaires (Houghton et al., 1995 ; El-Dakhakhny et al., 2002 ; Mansour et
Tornhamre, 2004, El Gazzar et al., 2006b), mais aussi la réduction de I’expression des cytokines
pro-inflammatoires comme I’IL-6, I’'IL-1P et le TNFa (Tekeoglu et al., 2007; Vaillancourt et
al., 2011; Umar et al., 2012).

En plus des mécanismes cités ci-haut, les résultats obtenus dans notre étude suggérent
qgue P’inhibition des fonctions du neutrophile (génération des FRO et dégranulation)
contribuerait a I’effet anti-inflammatoire de la TQ. En effet, la production excessive et

I’accumulation des FRO, qui sont des molécules hautement instables et réactives, dans le foyer
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inflammatoire induit des Iésions oxydatives endommageant les lipides, les protéines et I’ADN
(Schieber et Chandel, 2014). D’autre part, les FRO générés par le neutrophile peuvent activer
des facteurs de transcription redox-sensibles comme le facteur NF-xB qui controle 1’expression
des chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, conduisant ainsi a 1’amplification du
recrutement des PMN et de la sévérité de la reponse inflammatoire (Gloire et al., 2006 ; Hayden
et al., 2006). Parallélement, I’exocytose des granules azurophiles et spécifiques des PMN
résulte en la libération des enzymes protéolytiques et de la MPO qui, avec les FRO, contribuent

aux dommages tissulaires dans le site de I’inflammation.

En plus de I’inhibition des 1ésions tissulaires dues aux FRO et aux enzymes granulaires
libérées dans le milieu extracellulaire, la TQ pourrait également altérer la migration et le
recrutement des neutrophiles au foyer inflammatoire en inhibant la libération des granules
specifiques. Ces granules contiennent des métalloproréinases qui, une fois libérées a
I’extérieure de la cellule, dégradent la matrice extracellulaire et générent des fragments de
collagéne a propriétés chimioattractante (Wolf et Friedl, 2011). L’exocytose des granules
spécifiques entraine, non seulement la libération d’enzymes Iytiques dans 1’espace
extracellulaire, mais aussi 1’enrichissement de la membrane cellulaire en divers récepteurs et
molécules d’adhésion (CD11b/CD18, CD66 et CD67) nécessaires a la migration des PMN et a
leur recrutement au site de I’inflammation (Borregaard et Cowland, 1997). L’inhibition de la
libération de ces granules limiterait donc la capacité migratoire et le recrutement des

neutrophiles au foyer inflammatoire et contribuerait a I’activité anti-inflammatoire de la TQ.
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Figure 34. Effet de la TQ sur la pleurésie induite par la A-carraghénine chez le rat

Des rats Albinos Wistar sont traités ou pas par injection intrapéritonéale de TQ une heure avant I’induction de
I’inflammation pleurale par 1% de A-carraghénine. Apres 4 heures, 1’exsudat est récupéré de la cavité pleurale et
les neutrophiles sont comptés dans un hémocytométre Malassez. Chaque valeur est obtenue de 6 rats et est
exprimée en moyenne + SEM. *: p < 0,05 ; **: p < 0,01. Comparaisons effectuées par rapport au contréle non-
traité par la TQ.
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Nigella sativa est I’une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle dans la
région méditerranéenne et en Asie occidentale (ElI-Dakhakhny, 1963; Gali-Muhtasib et al.,
2006b). Depuis quelgues années, notre laboratoire s’ intéresse a 1’étude des activités biologiques
de la nigelle. Nous avons montré que les extraits des graines de la nigelle, en particulier 1’huile
de la nigelle, possedent des propriétés antioxydantes et antidiabétiques intéressantes (Houcher
etal., 2007 ; Boudiaf et al., 2010 ; Sobhi et al., 2011 ; Meziti et al., 2012 ; Mosbah et al., 2015).
Deux travaux de recherche se consacrant a 1’effet de différents composants des graines de la
nigelle sur la toxicité induite par le CCL4 et I’arthrite rhumatoide induite par le collagéne chez

le rat sont en cours de réalisation.

Le travail de thése ci présenté s’intéresse a la thymoquinone, le composant actif le plus
abondant de I’huile volatile des graines de Nigella sativa (Burits et Bucar, 2000) auquel les

activités biologiques de la plante sont souvent attribuées (Ahmad et al., 2013).

Il a été démontré que la TQ exerce des effets anti-inflammatoires et antioxydants et
détient de ce fait un potentiel thérapeutique intéressant (Woo et al., 2012 ; Darakhshan et al.,
2015). Toutefois, ses effets sur les neutrophiles, les premieres cellules a rejoindre le foyer
inflammatoire, ainsi que ses mécanismes d’action restent a ¢lucider. Le présent travail est le
premier a examiner 1’effet de la TQ sur les fonctions du neutrophile humain, notamment sur la

production des FRO par le complexe NADPH oxydase et sur la dégranulation.

Les neutrophiles jouent un role majeur dans 1’élimination des agents pathogenes. Cette
fonction de défense innée nécessite une coordination fine de deux activités majeures ; la
production de formes réactives de 1’oxygene via la génération d’anion superoxyde par la
NADPH oxydase (explosion oxydative) et la libération du contenu stocké dans les granules
intracellulaires du neutrophile (dégranulation). La production excessive des FRO par la
NADPH oxydase du neutrophile est associée a différentes pathologies inflammatoires, faisant
de I’activité de ce complexe enzymatique une cible thérapeutique privilégi¢e. Jusqu’a présent,
il n’existe pas d’inhibiteurs de la NADPH oxydase phagocytaire en thérapie, souvent par
manque de spécificité, de compréhension de leur mécanisme d'action ou parce qu’ils ne
remplissent pas les critéres de sécurité. La complexité de la recherche sur les inhibiteurs de la
NADPH oxydase decoule de sa structure multi-protéique qui fait intervenir de multiples
interactions proteines-protéines et protéines-lipides, compliquant la détermination des cibles

atteintes par les inhibiteurs. De plus, I'enzyme peut étre activée suivant différents stimuli et
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différentes voies qui peuvent aussi étre considérés comme des cibles thérapeutiques (Kim et al.,
2011).

Dans la présente étude, nous avons montré que la TQ inhibe fortement la production du
O2" par le neutrophile humain en réponse a trois stimuli différents (FMLF, PMA et ZOP), sans
que les effets observés soient dus a un effet cytotoxique vis-a-vis des neutrophiles, ou scavenger
de I’anion superoxyde. La question suivante était de savoir si la TQ affecte ou pas I’activité
enzymatique de la NADPH oxydase. Apres préassemblage du complexe NADPH oxydase, et
sa préparation a partir des membranes de PMN humains stimulés, nous avons évalué son
activité enzymatique, dans un systéeme acellulaire, en présence et en absence de la TQ. Les
résultats obtenus (Fig. 23.B) montrent clairement que la TQ n’affecte pas directement 1’activité
catalytique de la NADPH oxydase. L’incapacité de la TQ a réduire la production du O2" par la

NADPH oxydase dans ce systeme confirme son inaptitude de piéger le superoxyde.

Il a été rapporté que la TQ réagit lentement avec le NADPH dans une réaction spontanéee
(Khalife et Lupidi, 2007). Il y a donc une possibilité¢ que la TQ inhiberait ’activit¢ NADPH
oxydase du neutrophile en depletant son substrat, le NADPH. Or, cette réaction se produit trés
lentement apres plusieurs heures (Khalife et Lupidi, 2007), tandis que 1’effet inhibiteur obtenue
dans la présente étude survient trés rapidement apres quelques minutes d’incubation avec la TQ
rendant cette cause d’inhibition de la NADPH oxydase invraisemblable. En plus, le fait que la
TQ n’a exercé aucun effet sur la NADPH oxydase préassemblé dans le systeme acellulaire, en
présence de NADPH exogéne ajouté au milieu réactionnel, supporte cette opinion. Pour toutes
ces raisons, nous concluons que la TQ n’inhibe pas directement I’activité catalytique de la
NADPH oxydase, mais agit plutot en interférant avec le processus d’activation de ce complexe

enzymatique.

En effet, les résultats obtenus dans ce travail montrent que la TQ bloque un des
éveénements clés de ’activation de la NADPH oxydase phagocytaire qu’est la phosphorylation
de la p47PHOX sur les sérines 304 et 328 dont la phosphorylation est particuliérement importante
pour I’activité de I’oxydase (Ago et al., 1999 et 2003). Etant donné que ces deux sérines sont
localisées dans une séquence consensus de phosphorylation des PKC (El Benna et al., 1994),
nous avons analysé I’influence de I’administration de la TQ sur la phosphorylation de la PKC
induite par le fMLF. Comme prévu, les résultats obtenus montrent que la TQ inhibe la
phosphorylation d’au moins deux isoformes de PKC, quoique leur identité reste a déterminer.

Ceci nous a permis de conclure que, dans le neutrophile stimulé par le fMLF, la TQ prévient
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I’activation de la NADPH oxydase en bloquant la phosphorylation PKC-dépendante de la
p47PHOX “au moins sur les Sérines 304 et 328.

L’inhibition de la phosphorylation de la PKC et de la p47°HO% est observée a des
concentrations supérieures a celles qui entravent la production du O2", suggérant 1’implication
d’autres mécanismes dans 1’effet inhibiteur de la TQ sur la production du O;" en réponse au
fMLF. Comme [I’activation du complexe NADPH oxydase implique, en plus de la
phosphorylation des composantes cytosoliques de 1’oxydase, leur translocation vers la
membrane, nous avons évalué I’effet de la TQ sur la translocation de la p477HO%, la p677HOX et
Rac2, cette derniere qui migre indépendamment des autres composantes cytosoliques et est
capable d’activer in vitro la NADPH oxydase méme en I’absence de la p47°H%* (Gorzalczany
etal., 2000). L’activation de Rac2 ne semble point étre affectée par la TQ, qui n’a pas empéché
sa translocation, avec les autres composantes cytosoliques, a la membrane. Nous avons en
revanche constaté que la TQ est capable d’inhiber 1’exocytose, induite par le fMLF, des
granules spécifiques, ce qui est traduit par une diminution de I’expression membranaire de la
gp91PHO% et du CD11b. La diminution de la mobilisation de la gp91PHO* & la surface cellulaire
pourrait affecter 1’assemblage de la NADPH oxydase a la surface cellulaire. Par conséquent,
I’effet inhibiteur puissant de la TQ vis-a-vis de la production du Oz résulterait d’un effet
synergique de la TQ sur les deux processus ; phosphorylation de la p47°H%% par la PKC et la
mobilisation de la gp91°"X a la surface cellulaire.

Le PMA est un activateur direct des PKC. Etant donné que les résultats obtenus dans la
présente étude montrent que la TQ cible les PKC, il était attendu a ce que la TQ bloque toutes
les réponses induites par le PMA. Or, seule la production du O2" est clairement inhibée par la
TQ en réponse au PMA alors que la dégranulation ne 1’est pas. Ces observations refléteraient
un effet différentiel de la TQ sur les différentes isoformes de la PKC, ou encore un effet sur une
voie induite par le PMA, autre que les PKC, qui reste a caractériser.

La p38MAPK et les ERK1/2, bien que moins impliquées que les PKC, jouent un réle
dans ’activation de la NADPH oxydase des neutrophiles. Les données de la littérature montrent
que ces kinases sont impliquées dans le priming de 1’explosion oxydative (McLeish et al., 1998)
mais aussi dans I’activation de la NADPH oxydase (El Benna et al., 1996b; Krump et al., 1997)
et la production des FRO. En effet, deux inhibiteurs spécifiques des p38 MAPK et MEK (SB
203580 et PD98059 respectivement) inhibent la production d’anions superoxydes par les
neutrophiles humains en réponse au fMLF et au PMA (Torres et al., 1993; Worthen et al.,
1994 ; El Benna et al., 1996b; Nick et al., 1997). L’équipe d’accueil a montré que ERK1/2
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jouent un réle prédominant dans la phosphorylation de la p47°7°% lorsque les PMN sont activés
par le fMLF (Dewas et al., 2000) et que ERK1/2 et p38 MAPK sont aussi impliquées dans la
phosphorylation de la p67°"9X (Dang et al., 2003). Nous avons montré dans le présent travail
que la TQ inhibe la phosphorylation de ces deux MAPK, il y a donc une possibilité que cet effet
contribue a la forte inhibition la TQ observée sur la production d’anions superoxydes par le

neutrophile en réponse au fMLF.

La degranulation induite par le fMLF dans les neutrophile est une autre réponse régulée
par les MAP Kinases, en particulier la p38 MAPK (Mocsai et al., 2000). Comme discuté plus
haut, la TQ a été en mesure d’inhiber 1’exocytose des granules spécifiques ce qui contribuerait
a I’inhibition de la production d’anions superoxydes par le neutrophile en réponse au fMLF.
Nous avons aussi constaté que cette inhibition est en corrélation avec la diminution de la
phosphorylation de la p38 MAPK sous I’influence de la TQ. Etant donné que la TQ n’inhibe
pas I’augmentation du calcium intracellulaire induite par le fMLF, son effet sur I’exocytose des
granules spécifiques du neutrophile en réponse au fMLF serait par blocage principalement de

I’activation de la p38 MAPK et secondairement de la voie des PKC.

Comme pour les granules spécifiques, la TQ inhibe significativement la libération des
granules azurophiles induite par le fMLF. En plus de la MPO, les granules azurophiles
contiennent trois sérine-protéases microbicides ; la protéinase-3, la cathepsine G et 1’élastase
(Borregard et al., 2007). Malgreé la fonction antimicrobienne de ces molécules, leur libération
dans l'espace extracellulaire prolonge la réponse inflammatoire aiglie conduisant au
développement de divers désordres inflammatoires (Kobayashi et al., 2005). Par exemple, la
MPO libérée par les neutrophiles est impliquée dans 1’athérogénese ainsi que dans 1’initiation
et la propagation des maladies cardiovasculaires (Nussbaum et al., 2012). Les sérines protéases
du neutrophile contribuent aux dommages tissulaires et a la pathogénése d’un nombre de
pathologie respiratoires comme le syndrome de détresse respiratoire aigiie, I’emphyseme
pulmonaire et la fibrose cystique (Hirch et al., 2004). Par sa capacité d’inhiber la production
des FRO et la libération du contenu des granules du neutrophile dans le milieu extracellulaire,
la TQ empécherait non seulement les dommages oxydatifs des cellules et tissus environnants

mais aussi leur dégradation par les enzymes granulaires.

Nous avons finalement montré qu’en plus de I’inhibition des fonctions du neutrophile
in vitro, la TQ inhibe I’inflammation pleurale induite par la A-carraghénine in vivo. Dans ce
modéle d’inflammation aigiie, la TQ a considérablement réduit le nombre de neutrophiles

accumulés dans la cavité pleurale des animaux traités par rapport au contréle. L’IL-6, une
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cytokine pro-inflammatoire qui joue un rdle important dans le développement de la pleurésie
induite par la A-carraghénine chez le rat (Cuzzocrea et al., 1999) serait une cible potentielle de
la TQ qui a réussi a réduire les taux de cette cytokine dans d’autres modeles inflammatoires
(Umar et al., 2012). Le travail ci-présenté propose un nouveau mécanisme anti-inflammatoire
de la TQ par inhibition des fonctions du neutrophile (production des FRO et dégranulation)
dont le déréglement engendrerait des conséquences pathologiques graves. A cet égard, la TQ
détient un potentiel anti-inflammatoire polyvalent faisant d’elle une alternative naturelle

intéressante des thérapies anti-inflammatoire actuelles.

91



CONCLUSION
& PERSPECTIVES



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La TQ, la composante active majoritaire de I’huile essentielle de N. sativa, a été largement
étudiée au fil des années, et ce depuis son isolement en 1965. Malgré le nombre considerable
de recherches publiées, la littérature ne rapporte aucune donnée sur les effets de la TQ sur les
fonctions effectrices du neutrophile humain. Dans le but d’éclaircir cet aspect jusqu’a
maintenant non exploré, nous avons examiné les effets de la TQ sur deux fonctions principales
du neutrophile humain ; I’explosion oxydative et la dégranulation. A I’issue de cette étude, nous
avons pu démontrer que la TQ est capable d’inhiber efficacement la production d’anion
superoxyde par la NADPH oxydase, ainsi que I’exocytose des granules spécifiques et
azurophiles. Ces observations ont une signification thérapeutique importante, supportée par les
résultats de I’étude in vivo ou la TQ a réussi a réduire efficacement le recrutement des
neutrophiles dans le modé¢le d’inflammation pleurale aigiie induite chez le rat. Nous avons pu
également mettre en lumiére quelques mécanismes empruntés par la TQ pour exercer ces

activités. Dans ce qui suit les conclusions les plus importantes tirées de cette étude :

1. La TQ inhibe fortement les fonctions du neutrophile in vitro, notamment la production des

formes réactives de I'oxygeéne et la dégranulation ;

2. La TQ n’exerce aucun effet sur I’activité catalytique de la NADPH oxydase, et interférerait

plutdt avec le processus d’activation de ce complexe enzymatique ;

3. Les mécanismes pivotant l'inhibition de 1’activation de la NADPH oxydase par la TQ

impligueraient :

a)  L’inhibition de la phosphorylation PKC-dépendante de la p47PHO% sur les sérines
304 et 328 ;

b)  L’inhibition de I’expression a la surface cellulaire de la gp91PHOX par diminution de

I’exocytose des granules spécifiques ;
c)  L’inhibition de la phosphorylation des MAP Kinases, ERK1/2 et p38 MAPK.

4. La TQ inhiberait I’exocytose, induite par le fMLF, des granules du neutrophile humain

principalement par inhibition des voies p38 MAPK ;

5. La TQ exerce des propriétés anti-inflammatoires in vivo et inhibe 1’accumulation des
neutrophiles dans la cavité pleurale dans un modéle de pleurésie induite par la A-

carraghenine chez le rat. Les mécanismes proposes de cette activité incluraient :
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a)  L’inhibition de la production des FRO par le neutrophile ;

b)  L’inhibition de la libération des granules azurophiles et des granules spécifiques.

Le présent travail a rapporté de nouvelles données concernant les propriétés anti-
inflammatoires de la TQ et ses mécanismes d’action. Néanmoins, plusieurs aspects nécessitent
d’étre éclaircis davantage. Les principales perspectives de recherche qui apparaissent a I'issue
de cette thése se résument dans les points suivants :

1. Examiner I’effet de la TQ sur les autres sites de phosphorylation de p47°7°% (ser315,
320, 359 etc...).

2. Etudier d’autres voies de signalisation (ex. PLC, PI3K....) afin de mieux caractériser
les mécanismes empruntés par la TQ dans I’inhibition de 1’activation de la NADPH
oxydase du neutrophile ;

3. Etudier de I’effet de la TQ sur d’autres fonctions du neutrophile, notamment le
chimiotactisme ;

4. Etudier les mécanismes de I’activité anti-inflammatoire de la TQ in vivo, sur le modéle
expérimental de pleurésie induite par la A-carraghénine chez le rat (mesurer I’activité de
la NADPH oxydase des neutrophiles isolés des rats traités et non traités par la TQ,

analyser la phosphorylation de la p47°H9%X .. etc.).
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Polymorphonuclear neutrophils are key players in host defense against pathogens through the robust
production of superoxide anion by the NADPH oxidase and the release of antibacterial proteins from
granules. However, inappropriate release of these agents in the extracellular environment induces severe
tissue injury, thereby contributing to the physiopathology of acute and chronic inflammatory disorders.
Many studies have been carried out to identify molecules capable of inhibiting phagocyte functions, in

_Ilfflywords.'_ particular superoxide anion production, for therapeutic purposes. In the present study, we show that
Neﬁ?ggﬁ:{f“e thymoquinone (TQ), the major component of the volatile oil from Nigella sativa (black cumin) seeds

NADPH oxidase strongly inhibits fMLF-induced superoxide production and granules exocytosis in neutrophils. The
Superoxide anion inhibition of superoxide anion was not due to a scavenger effect, as TQ did not inhibit superoxide anion
ROS produced by the xanthine/xanthine oxidase system. Interestingly, TQ impaired the phosphorylation on
p47PHOX Ser-304 and Ser-328 of p47™9X a cytosolic subunit of the NADPH oxidase. TQ also attenuated specific
Phosphorylation and azurophilic granule exocytosis in fMLF-stimulated neutrophils as evidenced by decreased cell surface
Degranulation expression of gp91™#%* and CD11b, and release of myeloperoxidase. Furthermore, both the PKC and MAPK
pathways, which are involved in p47°#°* phosphorylation and granules exocytosis, respectively, were
inhibited by TQ in fMLF-stimulated neutrophils. Finally, in a model of pleurisy induced by
A-carrageenan in rats, TQ reduced neutrophil accumulation in the pleural space, showing that it not only
inhibits PMN functions in vitro, but also exhibits anti-inflammatory properties in vivo. Thus, TQ possesses

promising anti-inflammatory therapeutic potential.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction antimicrobial mechanisms that make them the major microbe
eradicators of the immune system [1], therefore representing the
first line of host defense. In response to an inflammatory signal,
PMN leave the circulation, pass through the endothelium, and then
migrate towards the infectious site along a gradient of chemoat-
tractants such as N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLF)
and complement component 5a (C5a). At the site of infection,
membrane receptors for complement proteins and immunoglobu-

lins recognize and bind opsonized bacteria, leading to the phagocy-

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the most abundant
white blood cells in the circulation. They are bestowed with

Abbreviations: AIR, auto-inhibitory region; DFP, Diisopropyl fluorophosphate;
ECL, enhanced chemiluminescence; ERK, extracellular signal-regulated kinase;
fMLF, N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine; HBSS, Hank’s balanced salt solu-
tion; IBD, inflammatory bowel disease; MAPK, mitogen-activated protein kinase;

MPO, myeloperoxidase; NOX, neutrophil oxidase; PKC, Protein Kinase C; PMA,
phorbol myristate acetate; PMN, polymorphonuclear neutrophil; RA, rheumatoid
arthritis; ROS, reactive oxygen species; SH3, Src homology 3; SOD, superoxide
dismutase; TQ, thymoquinone; X0, xanthine oxidase.
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tosis and destruction of the pathogen within the phagosome [2].
The major mechanism by which neutrophils kill phagocytosed
microbes is the massive production of reactive oxygen species
(ROS), which include superoxide anion (O3 ), hydrogen peroxide
(H20,), hydroxyl radical (OH*) and hypochlorous acid (HOCI) [3].
In PMN, superoxide anion, from which the other ROS are generated
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[4], is produced by a multicomponent enzyme called NADPH oxi-
dase (now renamed NOX2). The NADPH oxidase consists of the
membrane bound cytochrome b558 (composed of two subunits,
p22PHOX and gp91PHOX), which harbors all the redox components
required for electron transfer from NADPH to molecular oxygen
to produce superoxide anion [5], as well as several regulatory pro-
teins (p477HOX p67°HOX pa0PHOX and Rac1/2) that reside in the
cytoplasm prior to cell activation [4]. The NADPH oxidase activity
of PMN is tightly regulated, as its components are segregated in
different cellular compartments, ensuring that it stays inactive in
the absence of stimulation. However, upon stimulation, p477H%%,
p67°1%% and p40PH%X which form a trimeric complex, become
phosphorylated [6-8] and then migrate to the membranes,
together with Rac1/2, where they associate with cytochrome bssg
to assemble the catalytically active oxidase [9,10]. Phosphorylation
of p47™%% on serines in the auto-inhibitory region (AIR) located in
the C-terminus is crucial for NADPH oxidase assembly and activa-
tion [7,11] as it disrupts auto-inhibitory internal interactions
within the protein. The disruption releases the two central SH3
(Src homology 3) domains and the N-terminus PX (Phox) domain
of p47PH%X allowing interaction with membrane p22#°% and phos-
phoinositides, and leading to activation of the NADPH oxidase [10].
The small GTPase Rac2 is also required for NADPH oxidase activity
in human PMN [12]. As PMN proceed through activation, specific
granules, which contain 85% of the cytochrome b558, are mobi-
lized and fuse with either the plasma membrane or the phago-
some, thus increasing expression of cytochrome b558 at these
sites and allowing ROS production both inside the phagolysosome
and outside of the cell. In addition, azurophilic granules release
myeloperoxidase (MPO) into the phagosome or to the extracellular
space. MPO reacts with the H,0, derived from the NADPH oxidase
to form HOCI, a potent and toxic oxidant [3]. Simultaneously,
antibacterial proteins such as cathepsins, defensins, lactoferrin
and lysozyme are released from these granules, and participate
with the ROS to pathogen killing [13].

Whereas ROS generation and antibacterial proteins release by
phagocytes are critical for effective host defense, their inappropri-
ate production and release can also disrupt cellular redox equilib-
rium and damage surrounding tissues, thereby contributing to a
wide variety of inflammatory disorders, such as rheumatoid
arthritis (RA) and inflammatory bowel disease (IBD) [14].

In this setting, many studies have been carried out to identify
molecules capable of inhibiting phagocyte functions, in particular
ROS production, for therapeutic purposes. We became interested
in thymoquinone (TQ) (2-isopropyl-5-methylbenzo-1,4-quinone),
the major component of the volatile oil of Nigella sativa (black
cumin) seeds. In the recent years, TQ has received significant
interest and demonstrated remarkable biological activities (for
review see [15] and [16]). Although its antioxidant and
anti-inflammatory properties have been reported in a number of
studies, its effect on human neutrophil functions is still unknown.
In the present study, we investigated the effect of TQ on fMLF-
induced neutrophil functions, especially superoxide production
and degranulation, analyzed the underlying mechanisms and
studied its effect in an in vivo acute model of inflammation.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Thymoquinone, fMLF, cytochrome C, superoxide dismutase
(SOD), xanthine, xanthine oxidase, DFP, PMA, FAD, ATP, GTPys,
sucrose, A-carrageenan, mouse monoclonal anti-pB-Actin antibody,
protease and phosphatase inhibitors, buffers, and salt solutions

were from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
Anti-Rac1/2 antibodies were from BD Transduction Laboratories
(Lexington, KY, USA), anti-phospho-Erk1/2 and anti-phospho-p38
MAPK antibodies were from R&D Systems (Minneapolis, USA),
anti-p38 MAPK and anti-phospho-PKC (pan) (BII Ser660)
antibodies were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA), anti-MPO antibodies were from Abcam (Cambridge,
UK), anti-p22™19X anti-ERK1/2, anti-pan-PKC, HRP-conjugated goat
anti-rabbit, HRP-conjugated goat anti-mouse, AP-conjugated goat
anti-rabbit antibodies and ECL (enhanced chemiluminescence)
reagent were from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg,
Germany). PE-conjugated anti-human CD11b monoclonal
antibodies were from Beckman Coulter (Marseille, France),
FITC-conjugated anti-human flavocytochrome b558 monoclonal
antibodies (7D5) were from MBL Medical and Biological
Laboratories (Naka-Ku Nagoya, Japan). Cyto-X reagent was from
Cell Applications Inc. (San Diego, CA, USA), NADPH was from Roche
Life Science (Indianapolis, IN, USA), Dextran T500 was from Phar-
macosmos (Holbaek, Denmark), Ficoll was from GE Healthcare
Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden), SDS-PAGE and Western blot-
ting reagents were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules,
CA, USA). The rabbit polyclonal antibodies against p47™"%* and
p4771%% phospho-Ser304 and p477H°% phospho-Ser328 were
produced as previously described [17,18].

2.2. Human neutrophil preparation

Fresh blood obtained from healthy adult volunteers was used to
isolate neutrophils under LPS-free conditions by Dextran sedimen-
tation followed by Ficoll density gradient centrifugation [17]. Red
blood cells were removed by hypotonic lysis. Following isolation,
neutrophils were suspended in Hank’s balanced salt solution
(HBSS) containing Ca*™*, Mg** and p-glucose.

2.3. Superoxide anion production assay

Superoxide anion (03) production was measured by the super-
oxide dismutase-inhibitable cytochrome C reduction at 550 nm in
a dual beam recording Uvikon 860 spectrophotometer, ther-
mostated at 37 °C. Neutrophils (2.5 x 10° cells) were suspended
in 0.5 ml HBSS and incubated with cytochrome C (200 uM final
concentration) in the presence or absence (control) of various con-
centrations of TQ (dissolved in DMSO) for 15 min at 37 °C. Cells
were then stimulated with fMLF (10~¢ M) or PMA (100 ng/ml) or
treated with buffer (control), and the change in absorbance at
550 nm was recorded for 5 or 10 min (for PMA). Superoxide pro-
duction was expressed as nanomoles of reduced cytochrome
Cmin~! 10° cells (molar extinction coefficient: 21.1 mM~' cm™1).
The final concentration of DMSO did not exceed 0.1% and had no
discernible effect on O3 production by PMN.

2.4. Superoxide anion scavenging assay

The superoxide anion scavenging effect of TQ was examined in a
cell-free xanthine/xanthine oxidase assay system by following the
reduction of cytochrome C at 550 nm. The reaction mixture, pre-
pared in HBSS, contained 0.02 U of xanthine oxidase, 100 uM of
cytochrome C in the presence or absence of increasing TQ concen-
trations. Superoxide production was initiated by adding 500 pM of
xanthine and the increase in absorbance at 550 nm was recorded
for 10min at 37°C in a spectrophotometer (UVIKON®860,
KONTRON Instruments). SOD (75 U) was used to determine the
specificity of the reaction.
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2.5. Cyto-X cytotoxicity assay

The viability of neutrophils in the presence of increasing TQ
concentrations was assessed using the Cyto-X Cell Proliferation/
Cytotoxicity Kit (Cell Applications Inc., San Diego, CA) according
to the manufacturer’s instructions. The Cyto-X reagent is reduced
by dehydrogenases in living cells to form an orange colored for-
mazan product (abs 450 nm) that is soluble in culture medium.
The amount of formazan produced is directly proportional to the
number of living cells. A 100 pl cell suspension in RPMI containing
2 x 10° neutrophils was initially incubated with various concen-
trations of TQ for 15 min at 37 °C, stimulated or not with fMLF
(10" M) for 5 min, and then added to 10 pl of Cyto-X reagent in
a 96-well plate. The plate was incubated for 2 h at 37°C in a
humidified incubator with 5% CO,. The absorbance was then
measured at 450 nm with a microplate reader (Molecular Devices
ThermoMax Microplate Reader).

2.6. Pre-assembled active NADPH oxidase complex in a cell-free system

Membrane neutrophil fractions containing the pre-assembled
active NADPH oxidase complex were prepared according the fol-
lowing procedure. After isolation, neutrophils were treated with
2.7 mM of diisopropyl fluorophosphate (DFP) for 20 min at 4 °C.
Cells were then washed, resuspended in HBSS to a final concentra-
tion of 25 x 10° cells/ml, and stimulated with PMA (200 ng/ml) for
30 min at 37 °C. The stimulation was stopped by adding 40 ml of
ice cold PBS, and cells were spun down by centrifugation at
400 x g for 10 min. The resulting cell pellet was resuspended in
1 ml of relaxation buffer (100 mM KCI; 3 mM NacCl; 3.5 mM MgCl,;
10 mM PIPES) containing 1 mM of ATP and 1.25 mM EGTA, and
cells were sonicated (4 x 10 s) on ice. The unbroken cells and cell
debris were pelleted by spinning at 400 x g for 10 min. The
supernatants containing the cell lysates were loaded on top of a
discontinued sucrose gradient (40% and 15% in relaxation buffer +
1mM ATP) and centrifuged in a swinging rotor (sw55Ti,
Beckman XL-90 Ultracentrifuge) at 35,000 rpm for 45 min at 4 °C.
The upper layer consisting of cytosol, and the ring at the interface
of the 40% and 15% sucrose density media containing the cell mem-
branes were recovered. The membrane fractions containing the
pre-assembled active NADPH oxidase complex were washed in
relaxation buffer + 1 mM ATP, then resuspended in the same buf-
fer, containing 1 mM ATP, 1.25 mM EGTA and 0.34 M sucrose to a
final concentration of 12.5 x 10% cell equivalents membrane per
milliliter. The membranes were stored at —80 °C until use. The
activity of the pre-assembled NADPH oxidase complex was
assessed by the SOD-inhibitable cytochrome C reduction method
in the presence or absence of TQ at 37 °C. The reaction mixture,
prepared in HBSS (500 pl final volume), contained 1.5 x 107 cell
equivalents of the previously prepared membranes, 10 puM GTPys,
10 pM FAD, and 100 puM cytochrome C. The reaction was initiated
by adding 200 pM NADPH. The rate of O3 produced was measured
by following the cytochrome C reduction at 550 nm. SOD (75 U)
was used to verify the specificity of the reaction.

2.7. SDS-PAGE and Western blotting

Neutrophils (5 x 108 in 500 ul of HBSS) were incubated with or
without increasing TQ concentrations at 37 °C for 15 min, then
stimulated with fMLF (10~ M) at 37 °C with mild shaking for the
indicated times. The reaction was stopped by adding 125 pl of 5X
concentrated modified Laemmli sample buffer [19] containing
12.5 mM Na3VO,, 25 mM NaF, 6.25 mM p-NPP, 12.5 mM EDTA,
125 mM EGTA, 50 pg/ml leupeptin, 50 pg/ml pepstatin and
50 pg/ml aprotinin. Samples were then denatured for 5 min in
boiling water (100 °C) and stored at —80 °C until Western blotting

analysis. Upon thawing, samples were sonicated for 10s and
subjected to 10% SDS-PAGE (eq. of 4 x 10° cells/well) using stan-
dard techniques [19]. The separated proteins were transferred to
nitrocellulose membranes [20]. After saturation with 5% milk in
Tris Buffered Saline containing 0.1% tween 20 (TBS-T 0.1%) for
1h, the membranes were probed with anti-p67°#%% (1:5000),
anti-Rac2  (1:5000), anti-p47™1%%  (1:5000), anti-phospho-
Ser304-p47719% (1:2500), anti-phospho-Ser328-p47™1°% (1:5000),
anti-phospho-PKC (pan) (BII ser660) (1:1000), anti-B-Actin
(1:5000), anti-PKC (1:500), anti-phospho-ERK1/2 (1:1000), anti-
ERK1 (1:1000), anti-ERK2 (1:1000), anti-phospho-p38 MAPK
(1:1000), anti-p38 MAPK (1:1000). After overnight incubation at
4°C and appropriate washing with TBS-Tween 0.1%, the
membranes were incubated with the corresponding secondary
antibody, i.e., HRP-labeled goat anti-rabbit antibody (1:30,000),
HRP-labeled goat anti-mouse antibody (1:10,000), AP-labeled goat
anti-rabbit antibody (1:10,000) or AP-labeled goat anti-mouse
antibody (1:10,000). The protein bands were revealed using
enhanced chemiluminescence (Santa Cruz, Heidelberg, Germany)
when HRP-conjugated secondary antibodies were used. For the
AP-conjugated secondary antibodies, the bands were revealed by
adding the AP substrate containing 0.015% of BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate) and 0.3 mg/ml of NBT (nitroblue
tetrazolium) in 0.1 M carbonate buffer containing 1 mM MgCl,.

1 PHOX

2.8. Flow cytometry analysis of cell surface expression of gp9 and

CD11b

Neutrophils (5 x 108/ml in HBSS) were incubated with increas-
ing TQ concentrations at 37 °C for 15 min prior to stimulation with
fMLF (10~¢ M) or PMA (100 ng/ml) for 5 and 8 min respectively at
37 °C. The reaction was stopped by transferring the tubes on ice.
Then, 100 pul of each sample were stained with 10 pl of
PE-conjugated anti-human CD11b monoclonal antibody (Beckman
Coulter, Marseille, France), or FITC-conjugated anti-human flavocy-
tochrome b558 monoclonal antibody 7D5 (MBL Medical and Bio-
logical Laboratories, Naka-Ku, Nagoya, Japan) in the dark for
15 min on ice. Cells were then resuspended in 350 pl of ice cold
PBS and suspensions analyzed immediately using a FACS Canto Il
(BD Biosciences, Oxford, UK). Non-specific antibody binding was
determined with cells incubated with the same concentration of
an irrelevant antibody of the same isotype. Forward and side scat-
ter were used to identify the neutrophil population and to gate out
contaminating cells and debris. The mean fluorescent intensity
(MFI) of CD11b-positive cells and 7D5-positive cells was then
determined. Five thousand events per sample were analyzed, and
all results were obtained with a constant photomultiplier gain
value.

2.9. Measurement of MPO release

Neutrophils (5 x 10%/ml in 250 pl HBSS) were pre-incubated
with or without increasing concentrations of TQ (for 15 min) and
5 ng/ml of cytochalasin B (for 5 min) before stimulating with fMLF
(100M) for 2min at 37°C. After centrifugation for 30s at
13,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg, Germany),
the supernatants containing the released MPO were recovered,
added to 5X concentrated modified Laemmli sample buffer
described earlier, and denatured for 5 min at 100 °C. Samples were
stored at —80 °C until analysis by Western blotting using an
anti-MPO specific antibody (1:5000).

2.10. Intracellular calcium measurement

Intracellular calcium was measured with Fura-2/AM. Neutrophils
(2.5 x 10° cells/ml) in HBSS were loaded with 5 pmol/L Fura-2/AM
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containing 0.01% pluronic acid for 45 min at 37 °C. They were then
washed in HBSS, and changes in intracellular Ca?* induced by
fMLF (10-% M) were monitored in the presence or absence of TQ
1 pg/ml. Fluorescence was measured using a dual-wavelength
excitation fluorimeter at 340 and 380 nm for excitation and
510 nm for emission.

2.11. A-Carrageenan-induced pleurisy in rats

Male Wistar rats of about 180-220 g were from the “Institut
Pasteur d’Alger” (Algiers, Algeria). Animals were fed standard
rodent chow and water ad libitum. All animal work was conducted
according to relevant national and international guidelines
in accordance with the recommendations of the Weatherall
report. All animal experiments were performed in compliance
with the care and use of laboratory animals. The control group
(—TQ,+carrageenan) and the TQ-treated groups (+TQ,+carrageenan)
each included six rats. Animals were treated or not with TQ (10 and
50 mg/kg) by intraperitoneal injection 1h before induction of
inflammation. The chosen TQ concentrations were inferior to the
DL50 (57.5 mg/ml) determined after intraperitoneal injection of
TQ in rats [21]. Pleural inflammation was induced as previously
described [22] with some modifications. Rats were anesthetized,
a small cut was made on the left side of the animals to expose
the intercostal muscles. Saline (control, 0.2 ml) or saline containing
1% A-carrageenan (0.2 ml) were then injected into the pleural cav-
ity at the level of the sixth intercostal space. The skin incision was
closed with a suture and the animals were allowed to recover from
the anesthetic. The animals were sacrificed 4 h after the injection
of carrageenan. The thoracic cage was opened and 1 ml of saline
solution was introduced to wash the pleural cavity. The exudates
were recovered by aspiration and the total volumes measured.
Neutrophils present in the exudates were counted with an optical
microscope using a Malassez cell counter after staining with Turk’s
solution.

2.12. Statistical analysis

Results are expressed as the Mean + SEM of at least three inde-
pendent experiments. The protein bands in Western blots were
quantified using Image ] 1.43u software (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA). One-way ANOVA analysis of variance
with the Tukey test for multiple comparisons was implemented
using GraphPad Prism version 5.0 for Windows (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA). The threshold of significance was fixed at
p<0.05.

3. Results

3.1. TQ strongly inhibits superoxide anion production by fMLF-
stimulated human polymorphonuclear neutrophils

TQ, a natural product from black cumin seeds, has been
reported to have anti-oxidant and anti-inflammatory properties.
However, its effect on ROS production by human PMN is still
unknown. To analyze the effects of TQ on fMLF-induced superoxide
anion production by human PMN, cells were first incubated with
increasing concentrations of TQ for 15 min, then stimulated with
fMLF, and superoxide anion production was measured by the
SOD-inhibitable cytochrome C reduction method. Results in
Fig. 1A and B show that TQ markedly inhibited fMLF-stimulated
superoxide anion generation in a concentration-dependent man-
ner. This inhibition was highly significant, even at low concentra-
tion of TQ (0.1 pg/ml), and production was abolished starting at a
concentration of 0.5 pg/ml (p <0.001) (Fig. 1B). The effect of TQ
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Fig. 1. TQ inhibits superoxide production by fMLF-stimulated human PMN. Human
PMN (5 x 105/ml) were incubated in the presence or absence of increasing
concentrations of TQ for 15 min at 37 °C, then stimulated with fMLF (10~¢M).
Superoxide anion production was measured by the SOD-inhibitable cytochrome C
reduction assay as described in Section 2. (A) Kinetics of cytochrome C reduction in
the presence of increasing concentrations of TQ by fMLF-stimulated PMN. Repre-
sentative of four independent experiments; (B) the initial velocity of the reaction
from several experiments was expressed as percentage of control (PMN stimulated
by fMLF). O3 production for control cells=8.45 +0.96 nmoles/min/10° cells.
Mean + SEM of 4 experiments; ***: p < 0.005 as compared to TQ-untreated control
(100%).

on non-receptor mediated neutrophils-induced superoxide gener-
ation was also analyzed by using phorbol muyristate acetate
(PMA) a direct activator of PKC. Fig. 2 show that TQ also inhibited
PMA-induced superoxide generation in a concentration-dependent
manner, however the effect was less important as compared to
fMLF. In order to determine if the inhibition was due to a scaveng-
ing effect of TQ, we measured the production of superoxide anion
in a cell-free xanthine/xanthine oxidase assay in the presence or
absence of TQ. No effect of TQ was observed at all TQ concentra-
tions used (0.1-2.5 pg/ml) (Fig. 3A and B), while the production
was completely inhibited by superoxide dismutase, demonstrating
that TQ has no scavenging property on superoxide anion. Rather,
TQ significantly increased superoxide anion production by the xan-
thine/xanthine oxidase system at 1 and 2.5 pg/ml (Fig. 3A and B).
We checked that TQ alone did not reduce directly cytochrome C
(data not shown). We also analyzed whether TQ had a cytotoxic
effect on neutrophils using the Cyto-X proliferation/cytotoxicity
test. As illustrated in Fig. 4A and B, the viability of neutrophils
stimulated or not with fMLF remained unchanged in presence of
the different concentrations of TQ (0.1-2.5 pg/ml). These results
clearly show that TQ inhibits superoxide anion generation by
fMLF-stimulated human neutrophils without having any scaveng-
ing properties on O3 or an effect on PMN viability. Therefore, it
probably interferes directly or indirectly with the functioning of
the NADPH oxidase complex.
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Fig. 2. TQ inhibits PMA-induced superoxide production in human PMN. Human
PMN (5 x 10°/ml) were incubated in the presence or absence of increasing
concentrations of TQ for 15 min at 37 °C, then stimulated with PMA (100 ng/ml).
Superoxide anion production was measured by the SOD-inhibitable cytochrome C
reduction assay as described in Section 2. The initial velocity of the reaction from
several experiments was expressed as percentage of control (PMN stimulated
by PMA). O3 production for control cells=7.53 2.1 nmoles/min/10° cells.
Mean + SEM of 4 experiments; **: p<0.01; **: p<0.005 as compared to
TQ-untreated control (100%).
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Fig. 4. TQ has no effect on PMN viability. Viability of unstimulated (A) and fMLF-
stimulated PMN (B) treated or not with TQ was assessed using the Cyto-X Cell
Proliferation/Cytotoxicity Kit as described in Section 2. In brief, neutrophils
(2.5 x 10° in 500 pul of HBSS) were treated with increasing TQ concentrations for
15 min at 37 °C. Cells were stimulated or not with fMLF (10-° M) for 5 min. PMN
(2 x 10°) were then recovered in 100 ul of RPMI and incubated with 10 ul of Cyto-X
reagent for 2 h at 37 °C, and the absorbance at 450 nm was recorded. Blank assay
contains Cyto-X + RPMI alone. Results were expressed as percentage of control
(untreated PMN + Cyto-X). 0.D4s0 nm Of control = 0.511 + 0.01. Values represent the
mean of 3 experiments + SEM.

3.2. TQ did not directly inhibit the catalytic activity of the neutrophil
NADPH oxidase

First, to determine if TQ directly inhibits the catalytic activity of
the neutrophil NADPH oxidase, we examined its effect on the pre-
assembled active NADPH oxidase complex in a cell-free system. For
this purpose, membrane fractions containing the pre-assembled
active NADPH oxidase complex were prepared by treating PMNs
with PMA, a direct activator of PKC that triggers the translocation
of p47™9X p677HOX and Rac2 to the plasma membrane where they
associate with the cytochrome bssg to form the catalytically active
oxidase. Membrane fractions containing this catalytically active
oxidase were then purified on a discontinued gradient of sucrose.
As previously established, Western blotting of membrane fractions
from PMA-stimulated neutrophils confirmed that p677H%%, p47°H0oX
and Rac2 were present at the membrane, indicating that PMA
stimulation resulted in assembly of the NADPH oxidase complex
(Fig. 5A). The effect of TQ on the catalytic activity of the
pre-assembled NADPH oxidase complex was then assessed in a
cell-free system using the SOD-inhibitable cytochrome C reduction
method in the presence of GTPys and FAD and by initiating the
reaction with NADPH. As expected, membranes prepared from
PMA-stimulated PMN produce significant amounts of O3 as
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Fig. 5. TQ does not inhibit the catalytic activity of the NADPH oxidase complex. (A) Membrane fractions containing the pre-assembled active NADPH oxidase complex were
prepared from PMA-stimulated PMN as described in Section 2. Upper: Western blots show that the cytosolic subunits (p677#%%, p47”#%% and Rac2) were detected in
membranes derived from PMA-stimulated PMN, while they were not present in membranes from resting PMN; Lower: p677H%X, p47™°% and Rac2 in the membrane were
quantified using Image ] 1.43u software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Values are expressed as Mean + SEM of 3 membrane preparations. *: p < 0.05; **:
p <0.01 as compared to the control (membrane of resting PMN). (B) The effect of different concentrations of TQ on the cell-free activity of the pre-assembled NADPH oxidase
complex was assessed using the SOD-inhibitable cytochrome C reduction method. TQ was pre-incubated with 1.5 x 107 cell equivalents of the previously prepared
membranes, 10 uM GTPys, 10 uM FAD, and 100 pM cytochrome C. The reaction was initiated by adding 200 pM NADPH. Values are representative of 2 experiments.

compared to membranes from unstimulated PMNs (Fig. 5B). When
TQ was pre-incubated with membranes from PMA-stimulated
PMNs, O3 production by the pre-assembled NADPH oxidase
remained unchanged, even at the concentration of 0.5 pg/ml
that was previously shown to completely abolish fMLF-induced
03 production by intact PMNs (see Fig. 1). Therefore, TQ does
not directly inhibit the catalytic activity of the neutrophil NADPH

oxidase, but rather acts by interfering with the activation process
of the NADPH oxidase complex.

3.3. TQ impairs the phosphorylation of p477°% on Ser304 and Ser328

As phosphorylation of p47™%% is a crucial event for NADPH
oxidase activation, we next examined if TQ could interfere with
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this process. PMNs were incubated with increasing concentrations
of TQ prior to their stimulation by fMLF, and the phosphorylation
of p47™1%% Ser304 and Ser328, which is essential for the activation
of the NADPH oxidase [23,24], was analyzed by Western blotting
using anti-phospho-Ser304 and anti-phospho-Ser328 specific anti-
bodies developed in our laboratory [17,18]. Fig. 6A and B show that
TQ inhibited in a concentration-dependent manner the strong
fMLF-induced phosphorylation of both Ser304 and Ser328, with a
more pronounced effect on Ser304. Western blot analysis using
an antibody directed against total p4771°X showed that the same
amount of proteins was loaded into each well. The effects of TQ
were quantified by densitometry of the protein bands and by cal-
culation of the ratio between phospho-p47™#%X and total p47°1%X,
The data clearly show that TQ strongly inhibited p47”#°X phospho-
rylation on Ser304 and Ser328 and that this inhibition was highly
significant (p < 0.005) starting from 0.2 pg/ml of TQ (Fig. 6A and B).
These data suggest that TQ inhibits superoxide production in fMLF-
stimulated neutrophils by impairing the phosphorylation of
p477H%% and thus preventing the activation of NADPH oxidase.

3.4. TQ inhibits fMLF-induced granules exocytosis in human PMN

Exocytosis of specific and azurophilic granules also plays a piv-
otal role in several neutrophil functions by modifying the molecu-
lar composition of the targeted membrane [25]. The effect of TQ on
fMLF-induced specific granules exocytosis was evaluated by mea-
suring the membrane expression of gp91™°% and CD11b, which
are both contained in these granules. Flow cytometry analysis,
using PE-conjugated anti-human CD11b monoclonal antibody
and fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-human flav-
ocytochrome b558 monoclonal antibody 7D5 showed that TQ was
able to reduce both gp917™%* and CD11b surface expression
(Fig. 7A and B). This inhibition was strongly significant at 1 and
2.5 pg/ml of TQ as the signal obtained was equal to that from
unstimulated neutrophils. In presence of 2.5 pg/ml of TQ, CD11b
membrane expression was even lower than its basal expression
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in resting neutrophils (p < 0.05) (Fig. 7B). These data suggest that
TQ inhibits fMLF-induced specific granules release. However TQ
had no effect on PMA-induced neutrophils specific granule exocy-
tosis (Fig. 8). This suggests that PMA involves a pathway that was
not inhibited by TQ regarding this function. Next, the effect of TQ
on fMLF-induced azurophilic granule exocytosis was analyzed by
evaluating the extracellular release of MPO in the supernatant.
Western-blot analysis of supernatants using an anti-MPO specific
antibody showed that TQ exerted a strong and significant inhibi-
tory effect on the extracellular release of MPO (p < 0.01) (Fig. 7C)
from 1 pg/ml of TQ. Therefore, in addition to its inhibitory effect
on fMLF-induced ROS production, TQ also prevented fMLF-
induced specific and azurophilic granule release, though a higher
TQ dose was required.

3.5. Effect of TQ on the intracellular signaling pathways stimulated by
fMLF

In neutrophils, ROS production and degranulation induced by
fMLF are under the control of several intracellular signaling path-
ways. In particular, Protein Kinase C has been shown to be involved
in fMLF-induced ROS production and p47™°X phosphorylation [7],
while MAPK pathway is involved in fMLF-induced degranulation
[26]. As these functions were inhibited by TQ, we investigated
whether TQ was able to prevent activation of these pathways. First,
the effect of TQ on PKC activation in fMLF-stimulated neutrophils
was analyzed. As PKC activity is regulated in part through
autophosphorylation of Ser-660 that is located at the carboxy-
terminal site common to many PKC isoforms, a specific antibody
directed against this site was used. As shown in Fig. 9A, the
antibody recognizes three phospho-proteins of approximately
60-85 kDa. All three proteins were also recognized by an anti-
PKC-pan antibody, indicating that they correspond to different
PKC isoforms. Among these three isoforms, phosphorylation of
the two lower ones, bands 2 and 3, was significantly decreased by
TQ in a concentration-dependent manner (Fig. 9A-C), while
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Fig. 6. TQ inhibits fMLF-induced phosphorylation of p47™°X on serine 304 (A) and serine 328 (B). PMN (5 x 10° in 500 pl of HBSS) were incubated with increasing
concentrations of TQ at 37 °C for 15 min, then stimulated with fMLF (10~ M) for 10 s. The reaction was stopped by adding 5X concentrated modified Laemmli sample buffer.
After denaturation, the cell lysates (eq. of 4 x 10° cells/well) were subjected to SDS-PAGE (10%) and analyzed by Western blotting using specific rabbit anti-phospho-
Ser304p47™%X and anti-phospho-Ser328p47™%X polyclonal antibodies. The blots were reprobed with rabbit anti-p47”#%X antibody as loading control. The ratio of phospho-
p47™% to the total amount of p477#%% was quantified using Image ] 1.43u software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Values are expressed as Mean + SEM
of 3 independent experiments. *: p < 0.05; **: p <0.005 as compared to the control (fMLF-stimulated PMN).
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Fig. 7. TQ inhibits fMLF-induced degranulation of PMN. TQ inhibits specific granule release as shown by the decrease in the cell surface expression of gp91™%X (A) and CD11b
(B). Neutrophils (5 x 10/ml in HBSS) were incubated with or without increasing concentrations of TQ for 15 min prior to stimulation with fMLF (10~¢ M) for 5 min at 37 °C.
Cells were then stained with FITC-conjugated anti-gp91”#%X or PE-conjugated anti-CD11b antibodies for 15 min at 4 °C and analyzed by flow cytometry. Right: Results were
expressed as percentage of control (fMLF-stimulated PMN); Left: representative graph of FACS data; (C) TQ inhibits MPO-containing azurophilic granule release. Neutrophils
(20 x 10%/ml in HBSS) were pretreated or not with TQ for 15 min. Degranulation of azurophilic granules was triggered by 1075 M fMLF for 2 min in the presence of 5 pg/ml of
cytochalasin B. PMN were removed by a 30-s centrifugation at 13,000 rpm, and MPO in the supernatant was detected by Western blotting and quantified using Image ] 1.43u
software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). The values on histograms are the means of 3-4 independent experiments + SEM. *: p < 0.05; ***: p < 0.005

versus TQ-untreated control.

phosphorylation of the upper band seems to be barely affected
(Fig. 9A). These data show that TQ is able to inhibit the activity of
some of the PKC isoforms. The effect of TQ on MAP Kinases activa-
tion (ERK1/2 and p38 MAPK) in fMLF-stimulated neutrophils was
then analyzed with phospho-MAPK antibodies. As shown in
Fig. 10A and B, the strong phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK
induced by fMLF was significantly reduced by increasing concentra-
tions of TQ. As calcium is an important second messenger for
degranulation [26], we also examined whether TQ inhibited fMLF-
induced intracellular calcium changes in PMN. Fig. 11 shows that
fMLF induced a transient and sharp increase in intracellular calcium
as expected (Fig. 11, left). Surprisingly, TQ by itself induced a slow
but significant increase in intracellular calcium which masked the
increase induced by fMLF. Indeed, upon stimulation of PMN with

fMLF in the presence of TQ, a further increase in intracellular cal-
cium was observed but the peak was less visible due to the own
effect of TQ (Fig. 11, right). Therefore it seems that TQ did not inhibit
fMLF-induced intracellular calcium increase, rather it induced a cal-
cium increase on its own.

These data suggest that the inhibitory effects of TQ on fMLF-
induced ROS production, p47™°% phosphorylation and granule
release might be due to the inhibition of the PKC and MAP Kinase
pathways.

3.6. TQ inhibits A-carrageenan induced pleurisy in rats

Pleurisy induced by carrageenan (CG) is a well-known model of
experimental inflammation, which is characterized by massive



70 K. Boudiaf et al./Biochemical Pharmacology 104 (2016) 62-73

1.50
1.254
c
S
» i
§§ 1.00
QT
;«58 0.751 1
3 6
) 0.50 1
gﬁj-v
S 0251
0.00
TQugml) - - 02 05 1 25

+ PMA 100 ng/ml

Fig. 8. TQ does not affect PMA-induced specific granules exocytosis in human PMN.
Effect of TQ on specific granule release was shown by analyzing the cell surface
expression of gp91™9X Neutrophils (5 x 10%/ml in HBSS) were incubated with or
without increasing concentrations of TQ for 15 min prior to stimulation with PMA
(100 ng/ml) for 8 min at 37 °C. Cells were then stained with FITC-conjugated anti-
gp917HOX for 15min at 4°C and analyzed by flow cytometry. The values on
histograms are the means of 3 independent experiments.

infiltration of PMN and ROS-induced injury to the lung [22,27]. The
resulting oxidative stress leads to activation of redox-sensitive
transcription factors, such as nuclear factor-kB (NF-kB), which
controls the expression of inflammatory cytokines and chemokines
thereby amplifying the recruitment of PMN and the severity of the
inflammatory response [28]. This model has been widely used to
investigate the pathophysiology of acute inflammation and to eval-
uate the efficacy of drugs in inflammation, but TQ has never been
tested in this model. In order to determine if TQ exerts an anti-
inflammatory effect in this in vivo model of acute inflammation,
rats were treated with 10 and 50 mg/kg TQ prior to the intrapleural
injection of A-carrageenan. Results in Fig. 12 showed that TQ signif-
icantly attenuated in a concentration-dependent manner the lung
inflammation induced by intrapleural injection of A-carrageenan
as shown by the decreased number of neutrophils in the pleural
space. Thus, TQ not only inhibits PMN functions, but also exerts
anti-inflammatory properties in vivo.

4. Discussion

N. sativa, also known as black seed or black cumin, is one of the
most used plants in traditional medicine in the Mediterranean
region and West Asia [29,30]. Its biological activities have been
attributed to thymoquinone (TQ), the most abundant constituent
of the seed essential (volatile) oil (30-48%) [15]. TQ has been
shown to exert anti-inflammatory, anti-oxidant and anti-
neoplastic effects [30], and therefore holds interesting therapeutic
potential. However, its mode of action and targets are still unclear.

In the present study, we show that TQ strongly inhibits fMLF-
induced neutrophil functions, including superoxide production
and granules exocytosis by affecting PKC and MAPK pathways.

Contrary to previous studies [31,32], we could not find any
scavenging effect of TQ on superoxide anion. Indeed, production
of superoxide anion followed by reduction of cytochrome C in
the cell-free xanthine/xanthine oxidase system was not affected
at any of the TQ concentrations used. Furthermore, the absence
of scavenging effect of TQ on superoxide anion was supported
by the fact that TQ was unable to inhibit the activity of the
pre-assembled NADPH oxidase. In addition, we checked that TQ
itself could not reduce directly cytochrome C. The reason for
this discrepancy is not clear, except that in previous studies
tetrazolium salts, NBT (nitroblue tetrazolium) and INT
(iodophenyl-nitrophenyl-phenyltetrazolium), were used as the
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Fig. 9. TQ inhibits fMLF-induced phosphorylation of PKC. PMN (5 x 10° in 500 ul of
HBSS) were incubated with increasing concentrations of TQ at 37 °C for 15 min, and
then stimulated with fMLF (10~ M) for 3 min. The reaction was stopped by adding
5X concentrated modified Laemmli sample buffer. After denaturation, the cell
lysates (eq. of 4 x 10° cells/well) were subjected to SDS-PAGE (10%) then analyzed
by Western blotting using specific rabbit anti-phospho Ser660-PKC-pan and PKC-
pan antibodies (A). The blots were reprobed with a mouse anti-p-Actin antibody as
loading control. The ratio of phosphorylated PKC to B-Actin was quantified using
Image ] 1.43u software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) (B and
C). Values are expressed as Mean = SEM of 3 independent experiments. *: p < 0.05;
**: p<0.01; **: p<0.005 as compared to control (fMLF-stimulated PMN).

electron acceptor instead of cytochrome C. Cytochrome C is the
only acceptor to be reduced by one electron and is therefore more
specific for superoxide anion. Reduction of tetrazolium salts
requires two electrons and results in the formation of formazan,
an insoluble precipitate, rendering the quantitation more difficult;
therefore, we believe that following cytochrome C reduction is
more reliable.

TQ has also been shown to react slowly with NADPH in a spon-
taneous reaction [33]. Thus, one possibility is that TQ could inhibit
the neutrophil NADPH oxidase activity by depleting NADPH. How-
ever, this reaction occurs very slowly after several hours [33],
whereas the inhibitory effect of TQ on fMLF-induced NADPH oxi-
dase activation takes place very quickly after a few minutes of
pre-incubation with TQ, making it unlikely to be the cause of the
NADPH oxidase activity inhibition. In addition, the fact that TQ
did not affect the cell-free system with the pre-assembled active
NADPH oxidase complex performed in the presence of exogenously
added NADPH supports this view.
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Fig. 10. TQ inhibits fMLF-induced phosphorylation of ERK1/2 (A) and p38 MAPK (B). PMN (5 x 10° in 500 pl of HBSS) were incubated with increasing concentrations of TQ at
37°C for 15 min, and then stimulated with fMLF (10~ M) for 3 min. The reaction was stopped by adding 5X concentrated modified Laemmli sample buffer. After
denaturation, the cell lysates (eq. of 4 x 10° cells/well) were subjected to SDS-PAGE (10%) then analyzed by Western blotting using specific rabbit anti-phospho-ERK1/2 and
anti-phospho-p38MAPK antibodies. The blots were reprobed with rabbit anti-ERK1, anti-ERK2 and anti-p38 antibodies as loading controls. The ratio of phosphorylated ERK1/
2 or phosphorylated p38 MAPK to the total amount of ERK1/2 or p38MAPK was quantified using Image J 1.43u software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
Values are expressed as Mean + SEM of 3 independent experiments. **: p <0.01; ***: p <0.005 as compared to control (fMLF-stimulated PMN).
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Fig. 11. Effect of TQ on fMLF-induced intracellular calcium changes. Intracellular calcium was measured with Fura-2/AM. Neutrophils (2.5 x 10° cells/ml) in HBSS were
loaded with 5 umol/L Fura-2/AM for 45 min at 37 °C. They were then washed in HBSS, and changes in intracellular Ca®* induced by fMLF (10~° M) were monitored in the
presence (right) or absence (left) of TQ 1 pg/ml. Fluorescence was measured using a dual-wavelength excitation fluorimeter at 340 and 380 nm for excitation and 510 nm for

emission. Results are representative of 3 experiments.

In fact, our work shows that TQ inhibits fMLF-induced ROS pro-
duction by interfering with the activation of the NADPH oxidase
complex. Indeed, TQ significantly inhibits p47°#%X phosphorylation
on Ser-304 and Ser-328, a process which is essential for the activa-
tion of the NADPH oxidase [23,24]. These two serine residues are
located in a PKC consensus phosphorylation site [7], and TQ also
inhibits PKC phosphorylation. Three phospho-PKC bands, probably
corresponding to different PKC isoforms, were identified. Neu-
trophils indeed express five PKC isozymes, o, Bl, BII, & and ¢
[34,35]. Among these isotypes, PKC o, BII, and 3 were shown to
phosphorylate all the major PKC sites on p477°% while PKC ¢
was shown to phosphorylate only a subset of selective sites, in
particular Ser-303/304 [36,37]. Along with their ability to

phosphorylate p47™%X PKC o, BlI, & and ¢, have been shown to
induce NADPH oxidase activation in cell-free system [37].
Although the identity of the PKC isotypes targeted by TQ remains
to be determined, we can conclude that TQ probably prevents
NADPH oxidase activation by impairing PKC-dependent phospho-
rylation of p477H%X at least on serine 304 and 328.

We observed that TQ inhibits both PKC phosphorylation and
fMLF-induced p47™°X over a concentration range that is higher
than the one effective for inhibiting superoxide production, sug-
gesting that other mechanisms may be involved in the inhibitory
effect of TQ regarding fMLF-induced superoxide production.
Rac-2 activation does not seem to be affected by TQ as its translo-
cation towards the plasma membrane was not prevented by TQ in
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Fig. 12. TQ inhibits A-carrageenan induced pleurisy. Animals were treated or not
intraperitoneally with TQ 1h prior to the induction of pleural inflammation by
A-carrageenan 1%. The exudate in the pleural cavity was recovered and the
neutrophils counted. The results are expressed as means of 6 rats, values + SEM.
*: p<0.05; **: p<0.01 versus TQ-untreated control.

fMLF-stimulated neutrophils (data not shown). Actually, we found
that TQ was also able to inhibit specific granules exocytosis in
fMLF-stimulated neutrophils as evidenced by the decrease of cell
surface expression of gp91™#%%X and CD11b. The decrease of
gp91°1% mobilization at the cell surface by TQ could affect NADPH
oxidase assembly. Thus, the strong inhibitory effect of TQ on super-
oxide generation by neutrophils could result from a synergic effect
of TQ on both processes, phosphorylation of p477°% by PKC and
mobilization of gp917#%X at the cell surface.

PMA is a direct activator of PKC; As TQ was shown to target PKC,
it was expected that TQ prevents both superoxide generation and
granules exocytosis induced by PMA. However only superoxide
generation was inhibited by PMA. This might reflect a differential
effect of TQ on the different isoforms of PKC or to an effect of
PMA on a pathway other than PKC that remains to be
characterized.fMLF-induced degranulation in neutrophils has been
shown to be regulated by the MAP Kinases, especially p38MAPK
[38]. We indeed found that the inhibitory effect of TQ on specific
and azurophilic granules exocytosis correlated with its inhibitory
effect on p38 MAPK phosphorylation. Thus, TQ may inhibit granule
release in fMLF-stimulated PMN by inhibiting p38 MAPK. The
inhibitory effect of TQ on p38 MAPK has also been observed in
TNFa-stimulated fibroblasts isolated from the synovium of patient
with rheumatoid arthritis [39]. Though ERK1/2 do not appear to be
involved in fMLF-induced degranulation in neutrophils [38,40], we
found that TQ inhibited their phosphorylation. The role of ERK1/2
in neutrophils is still unclear. There are controversial data regard-
ing their role in fMLF-induced functions. For example, Hii et al. [40]
showed that the ERK cascade is involved in neutrophil migration in
response to fMLF, while Coffer et al. [41] showed that it was not.

Finally, we showed that, TQ not only inhibits PMN functions
in vitro, it also exerts anti-inflammatory properties in vivo in a
model of pleurisy induced by A-carrageenan in rats, which is char-
acterized by a massive infiltration of PMN and ROS-induced injury
of the lung [22,27]. Our data show that TQ abolishes the accumu-
lation of PMN in the pleural space in this model. This could be
due to the impairment of neutrophil activation by TQ. Indeed,
ROS can activate redox-sensitive transcription factors such as
NF-kB, which can control the expression of inflammatory cytoki-
nes and chemokines, thus favoring the recruitment of immune
cells. Therefore, ROS generated by neutrophils may amplify their
own recruitment and increase the severity of the inflammatory
response [28]. However, we cannot exclude the possibility that
TQ abolished the accumulation of PMN in this model by inhibiting

neutrophil migration or by exerting other anti-inflammatory
mechanisms.

TQ has been shown to exert a beneficial effect in a variety of
other inflammatory models. This includes experimental airway
inflammation, arthritis [42,43] and ischaemia/reperfusion (I/R)
induced gastric lesion [44]. The proposed mechanisms underlying
the anti-inflammatory activity of TQ include the decrease in the
production of leukotrienes and inhibition of cyclo-oxygenase and
lipooxygenase activity by leukocytes [45], but also the decrease
of pro-inflammatory cytokines expression such as IL-1p and
TNF-a [43]. Our study showed that inhibition of superoxide gener-
ation and granules exocytosis by PMN is another mechanism by
which TQ could exert its anti-inflammatory effect. Indeed, exces-
sive production and accumulation of ROS, which are highly unsta-
ble and reactive molecules, may induce tissue injury through
oxidative damage of cellular macromolecules resulting in lipid per-
oxidation, DNA oxidation and protein oxidation [46], while exocy-
tosis of azurophilic and specific granules results in the release of
proteolytic enzymes which, together with ROS, contribute to tissue
damage at the inflammatory sites. Through the inhibition of these
processes, TQ may limit the pathological inflammatory response.

Taken together, our data show that TQ strongly inhibits p477H%X
phosphorylation, superoxide anion production and granules exocy-
tosis in fMLF-stimulated neutrophils. This was associated with
inhibition of PKC and MAP Kinases, the upstream signaling path-
ways involved in the regulation of these processes. Furthermore,
TQ had a protective effect in vivo in a model of pleurisy induced
by A-carrageenan in rats by inhibiting PMN accumulation to the
inflammatory site. Thus, one of the mechanisms through which
TQ exerts its anti-inflammatory effect involves the inhibition of
neutrophil function. In this regard, TQ holds promising therapeutic
potential and needs to be investigated further.
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Polyphenolic Profile and Antioxidant Activities of
Nigella SativaSeed Extracti Vitro andln Vivo

Asma Meziti, Hicham Meziti, Kaouthar Boudiaf, Benib@tra Mustapha, Hemama Bouriche.

Abstract—Nigella sativaL. is an aromatic plant belonging to the
family Ranunculaceae. It has been used traditipnedipecially in the
middle East and India, for the treatment of asthenagh, bronchitis,
headache, rheumatism, fever, influenza and eczeB8everal
biological activities have been reported Nigella sativa seeds,
including antioxidant. In this context we tried tstimate the
antioxidant activity of various extracts prepareainf Nigella sativa
seeds, methanolic extract (ME), chloroformic extr@eE), hexanic
extract (HE : fixed oil), ethyl acetate extract EAwater extract
(WE). The Folin-Ciocalteu assay showed that CEBAE& contained
high level of phenolic compounds 81.31 and 72.48A&FE/mg of
extract respectively. Similarly, the CE and EAE ibxied the highest
DPPH radical scavenging activity, with Qvalues of 106.56pg/ml
and 121.62pg/ml respectively. In addition, CE arid $howed the
most scavenging activity against superoxide radjeslerated in the
PMS-NADH-NBT system with respective 4§ values of 361.86
pg/ml and 371.80 pg/ml, which is comparable to dbtvity of the
standard antioxidant BHT (344.59 pg/ml). Ferrous ichelating
capacity assay showed that WE, EAE and ME are tost mctive
with 40.57, 39.70 and 22.02 mg EDTA-E/g of extrdtte inhibition
of linoleic acid/-carotene coupled oxidation wasineated by (-
carotene bleaching assay, this showed a highesttwelantioxidant
activity with CE and EAE (69.82% of inhibition). €hantioxidant
activities of the methanolic extract and the fixaldare confirmed by
anin vivo assay in mice, the daily oral administration otma@olic
extract (500 and 800 mg/kg/day) and fixed oil (21 @hml/kg/day)
during 21 days, resulted in a significant enhancgnoé the blood
total antioxidant capacity (measured by KRL tesi)l she plasmatic
antioxidant capacity towards DPPH radical.

Keywords—Antioxidant ~ Capacity, Phenolic

CompoundsNigella Sativa Scavenger

Chelating,

|. INTRODUCTION

T is commonly recognized that reactive oxygen sgeci

(ROS) are involved in a variety of physiologicabpesses,
including cellular signal transduction, cell prelition,
differentiation and apoptosis [1]-[2]. In healthgdividuals,
ROS production
antioxidative defence systems. Oxidative stresa jgrocess
where the physiological balance between pro-ox&laamd
antioxidant is disrupted in favor of the former,seimg in
potential damage for the organism [3]. ROS produrcitan
induce DNA damage, protein carbonylation, and
peroxidation, leading to a variety of chronic hiegltoblems,
such as cancer, aging, Parkinson’'s disease, Aldr&m
disease and amyotrophic lateral sclerosis [4]-[5].

A. Meziti. is with the laboratory of applied bioahestry, Department of
biochemistry, Setif University, CP 19000, Algerie-rfail: asma84_misa@
yahoo.fr).

H.Meziti, K.boudiaf. M.benboubetra and H.bourichare with the
laboratory of applied biochemistry, Department dbchemistry, Setif
University, CP 19000, Algeria.
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Dietary antioxidant intake may be an importanttstyg for
inhibiting or delaying the oxidation of susceptibtellular
substrates, and is thus relevant to disease pieweint many
paradigms. Phenolic compounds such as flavonoiusngdic
acids and tannins have received attention for thegh
antioxidative activity [6]. There has been an imgiag interest
in the use of natural antioxidants, such as tocapse
flavonoids and plant extracts for the preservatanfood
materials in recent years, because these natutiaixiglants
avoid the toxicity problems which may arise frone thse of
synthetic antioxidants, such as butylated hydroxysae
(BHA), butylated hydroxy toluene (BHT) and propyédligte
(PG) [7]-[8]. Plants, including herbs and spiceayé many
phytochemicals which are potential sources of w@htur
antioxidants,Nigella sativa L.is a spices plant belonging to
the family Ranunculaceae. It has been used traditiyy
especially in the Middle East and India, for theatment of
asthma, cough, bronchitis, headache, rheumatismer,fe
influenza and eczema [9].

The objective of the present study was to evaluhe
antioxidant activity oiNigella sativaseed extracts vitro and
in vivo.

Il. MATERIAL AND METHODS

A.Materials
1. Chemicals
PMS (Phenazine-Methosulphate), 3-NADH (B-
Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide), NBT (Nitroblue-

Tetrazolium),  Ferrozine  (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-gyl-
sulfonicacid)-1,2,4-triazine), Feg£l Tween40, t-BHP (tert-
butyl hydroperoxide), Gallic acid, Quercetin, BHBufylated
hydroxytoluen), a-tocophérol, and Folin—Ciocalteau reagent
were purchased from de Sigma. DPPH (1,1-dipherpitA-

is continuously balanced by naturdiydrazyl), linoleic acid and B-carotene were oladirfrom

Fluka. All other chemicals and solvents used wé@nalytical
grade

2. Animals

Swiss albino mice weighing 20-25 g were purchaseuh f

lipiPasteur Institute of Algiers, Algeria. The mice wetivided

into different groups each consists of 6-9 animalyx] were
allowed to acclimatize to the animal room conditidar one
week and had free access to food and waddibitum

3. Plant material

Nigella sativa seeds were harvested in June 2007 from
Bordj Bou Arréridj, Algeria. The plant material wakentified
by Dr. Houssine Laouar, University of Setif. Theucber
specimen was deposited at the laboratory of botanithe
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University of Sétif, Algeria. The fixed oil oNigella sativa
seedwas purchased from a local herbstore.

B.Methods
1. Preparation of Nigella Sativa Seeds Extracts

100 g of seeds were ground to powder and soakeidn7

aqueous-methanol (1/10, w/v) for 24 hours with drexut
agitation. After filtration and solvent evaporatiom a rotary

methanol without AlG. Quercetin was used for the standard
calibration curve. The data were expressed as gnaifh
Quercetin equivalents (QE)/g extract.

4. Antioxidant Activity In Vitro

i. DPPH Free Radical Scavenging Assay

The radical scavenging assay was conducted asosbdry
Mansouriet al [12]. The DPPH solution was prepared by

evaporator, the methanolic extract (ME) was furthegissolving 2.5 mg DPPH in 100 ml of methanol. 2%l

fractionated through solvent—solvent partitioning ébtain
different fractions according to the operation fthart given
in “Fig. 1" The solvents used to achieve low tghjpolarity
for solvent—solvent partitioning were hexane, oblorm, and
ethyl acetate. After solvent evaporation, The MHE &s four
fractions of hexane (HE) chloroform (CE) ethyl atet(EAE)
and water (WE).Were stored in darkness at 4 C°.

Nigella sativaseed (100g)
Extraction with methanolter(7/3) for 24h
ME

l Partition with hexane

o

water layer
gE

l Partitismith chloroform

water layer

l Partition with ethyl acetate

be ke

Fig. 1 Preparation dfligella sativaseed extracts

2. Determination of Total Phenolics

Total phenolic content was estimated by the Foline@lteu
method [10]. Two hundred microlitres of diluted sdenwere
added to 1 ml of 1:10 diluted Folin—Ciocalteu resgéfter 4
min, 800 ul of saturated sodium carbonate (75wl added.
After 2 h of incubation at room temperature, theabance at
765 nm was measured. Gallic acid (0—160 ug/ml) wezsl for
the standard calibration curve. The results wepgressed as
Gallic acid equivalent (GAE)/g extracts.

3. Determination of Total Flavonoids

The total flavonoid content was determined accaydis the
aluminum chloride colorimetric method describedBahorun
et al. [11]. Briefly, 1 ml of 2% aluminium trichloride (Alls)
in methanol was mixed with the same volume of etfa
Absorption readings at 430 nm were taken after ifDagainst
a blank sample consisting of a 1 mL extract sofutigth 1 ml
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extract or standard antioxidant (quercetin, BHTjemedded to
975uL of DPPH solution. The mixture was shaken rogsly

and incubated for 30 min in the dark at room terapge and
the decreases in the absorbance values were measubd 7
nm. The percentage of DPPH scavenging activity was
calculated using the following equation.

%DPPH scavenging activity=100£A\ol - AsampidA contro)

Where Aonol IS the absorbance of the control reaction
mixture without the test compounds, anda#e is the
absorbance of the test compounds.solGalues, which
represented the concentration of the extract thased 50%
neutralization of DPPH radicals, were calculatedfithe plot
of inhibition percentages against concentration.

ii. Superoxide Anion Scavenging Assay

The superoxide scavenging ability bfigella sativaseed
extract was assessed according to the method aét/hi[13]
Superoxide anions were generated in samples thdaioced
100 pl each of 1.0mM NBT, 3.0mMNADH and 0.3mMPMS
and the final volume was adjusted to 1ml with 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.8) at ambient temperaturbe T
reaction mixture (NBT and NADH) was incubated with
without extract at ambient temperature for 2 mimuefgetin
and BHT were used as standard antioxidants. Tietioeavas
started by adding PMS. The absorbance at 560 nm was
measured against blank samples after 3 min. Dezréas
absorbance in the presence of extracts indicatpersxide
anion scavenging activity. The percent inhibitionasw
calculated by using the following equation.

%superoxide scavenging activity=10Q{forAsampiéAcontro)

Where Aonirol IS the absorbance of the control reaction mixture
without the test compounds, anda.Ayeis the absorbance of
the test compounds. & values, which represented the
concentration of the extract that caused 50% nizdten of
superoxide radicals, were calculated from the pfanhibition
percentages against concentration.

iii. Ferrous lon Chelating Activity

Ferrous ion chelating activity was measured bytitioin of
the formation of iron (ll)-ferrozine complex afteeatment of
test material with F& following the method of Let al [14].
The reaction mixture contained 500 plNifella sativaseed
extracts or the standard chelator EDTA, 100 pleCR2 (0.6
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mM in water) and 900 of ul methanol. The controhtained anesthesia. A subsample of whole blood 100 pl was
all the reaction reagents except the extracts ofA&Drhe immediately diluted in 2.4 mL of PBS (NaCl 125 m#tdium
mixture was shaken well and allowed to react atnroophosphate 10 mM, pH 7.4). The remaining quantitythef
temperature for 5 min. One hundred microlitersevfdzine (5 blood was centrifuged (15009/5min/4C°). The obtdine
mM in methanol) was then added, the mixture shagain, plasma was used to assess plasma antioxidant tyapaci
followed by further reaction at room temperature 6 min to

complex the residual Beion. The absorbance of the?fe Blood Total Antioxidant Capacity

ferrozine complex was measured at 562 nm agaimsttaanol The global potential of antioxidizing defense wasasured
blank. The chelating effect was calculated as aqueage, PY KRL test (kit of dosage of the Free Radicals)oading to
using the equation below. the protocol described by Girardt al[16]. With some
modifications by replacing the radical AAPH [2,2Ze-bis

%chelating activity = 10060 — Aampd / Acontrol azo-bis  (2-amidinopropane) HCI] by the tert-butyle

hydroperoxide ( t-BHP ) [17]. The principle of thest is to
mixture without the test compounds, andi.fye is the Aggression. All families of antioxidant presenttie blood are
absorbance of the test compounds.splalues, which Mobilized to fight off the oxidant attack and toofect the
represented the concentration of the extract thased 50% of integrity of erythrocytes resulting in the delayhefmolysis.

Fé" ion chelation, were calculated from the plot oeleting ~ Briefly, Aliquots of 80 pL of diluted blood was degited in

and then incubated at 37°C. The kinetic of hemslysas
followed using a 96-well microplate reader by meisu
In this assay, antioxidant capacity is determineg boptical density decrease at 630 nm. The blood teggis to
measuring the inhibition of the volatile organicrgqmounds free radical attack is expressed by the time netnl@éemolyze
and the conjugated diene hydroperoxides arising finoleic  50% of the red blood cells (half-Hemolysis Time,shlifi min)
acid oxidation according to the method of Kagtél.[15]. A
stock solution of B -carotene/linoleic acid mixture was
prepared as follows: 0.5 nfigcarotene was dissolved in 1 ml The capacity of the plasma to trap the DPPH radiezd
of chloroform, and 25ul linoleic acid and 200 mgé&em 40 estimated according to the method of Hasetnal [18] with
were added. Chloroform was completely evaporatédgua Some modifications. Briefly, 50 pL of plasma wedded to
vacuum evaporator. Then, 100 ml distilled watetursaed 950 ul of the DPPH methanolic solution (2.4 mg /T00of
with oxygen (30 min 100 ml/min), were added witigafous methanol). After 30 min of incubation in the darkadollowed
shaking; 2.5 ml of this reaction mixture were diseel into by a centrifugation, the absorbance of supernasameasured
test tubes and 350 pl portions of the extractsanegpat 2 mg at 517. The_ plgsmatic antioxidant power was thdoutated
/m1 concentrations, were added ,Then emulsion masated (S€€ the pai vitro).
for 48 h at room temperature and the absorband®r#9 was ¢ statistical Analysis
recorded at different time intervals .The same @doce was
repeated with the synthetic antioxidant, BH¥tocopherol,
and a blank (containing only methanol). The rekativ
antioxidant capacity (RAC) was calculated as follow

iv.f-Carotene Bleaching Assay

iii. Plasma Antioxidant Capacity

Data obtainedn vitro andin vivo are expressed as mean +
SD and mean + SEM respectively. The sigmoid henmlys
curves were fitted by computer analysis Softwareaf® Pad.
Prism.V5.00). Differences between the control are t
treatments in these experiments were tested fanifisignce
RAC = 100 (Acsgn sampie/ Ar=sgn BH1) using analysis of variance followed by Dunnet'séyik test. A

. OProbability of P < 0.05 was considered significant.
Where Ai-ssn sampie IS the absorbance of the test compounds

after 48h and A4gn st iS the absorbance of BHT after 48 h. Ill. RESULTSAND DISCUSSION
5. Antioxidant Activity In Vivo A.Preparation of Nigella Sativa Seed Extracts
i. Animals Treatment and Blood Collection Due to the complicated constituents and pharmaazbg

After an adaptation period of 6 days, the mice enveryjyersities of plantsin vitro bioassay-guided fractionation has
randomly divided into six groups of 6-animals.TNG@UPS peen effectively applied to screen the biologiivities that
(ME1, ME2, ME3) were given orally 300, 500 et 80@/ky  contribute important indications for  investigatinghe
of Methanolic extract (ME). Two other groups (FQHQ2)  characteristics of active components [19]-[20]. g®wn in
were given 2 and 4 ml/kg digella sativafixed oil (FO). The “Fig. 1”, the methanolic extract (ME) dfigella sativawas
control group received the same volume of norman&a fractionated through solvent—solvent partitioningobtain four

solution. . fractions of hexane (HE), chloroform (CF), ethyletate
After twenty one days of daily treatment, blood5{@.ml)  (EAE) and hexane (HE). The recoveries of ME, HEE, C
was collected by cardiac puncture after diethyketh

26
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EAE, and WE were about 21,5 %,3,05 %, 0.41%, 0.62d%6
14,08% respectively, indicating that the constitaexfNigella

sativa seed belong mainly to the two opposing extremes of

polarity.

B.Total Phenolics and Flavonoids Content

A number of studies have focused on the biological

activities of phenolic compounds and flavonoideghich are
potential antioxidants and free radical-scaveng@®|.the
obtained resultsTable I’ show that CE inNigella sativa

Quercetin 1.48 £0.03

ME 237.79 £3.15
HE 394.53 £4.78
CE 106.56 +1.28
EAE 121.62 £ 2.60
WE 447.76 +1.48

The results are given as meanB Bf3hree measurements

samples contained the highest amount of total dRENO tne gptained results indicate the existence ofifiignt
compounds and flavonoids (81.31 ug GAE/mg of exfraGinear correlation between igvalues of radical-scavenging

5.20 QE/mg of extract) followed by EAE (72.43 ug Ehg
of extract, 4.19 ug QE/mg of extract), ME (33.64@4E/
mg, 3.80 ug QE/mg of extract) and WE (27.07ug GAEGOH
extract, 2.45 pg QE/mg of extract) while the HE teams only
(15,95 pug GAE /mg of extract, 0.43ug QE/mg of ectira

TABLE |
PHENOLICSAND FLAVONOIDS CONTENT OF NIGELLA SATIVASEED EXTRACTS

Extract Total Phenolics Flavonoids

(1 g GAE/mg of extract) (ug QE/mg of extract)
ME 33.64 +0.34 3.80 £ 0.07
HE 15.95 +0.58 0.43 £ 0.06
CE 81.31+1.97 5.20 £ 0.02
EAE 72.43 +2.94 4.19 + 0.09
WE 27.07+0.58 2.45 + 0,06

The results are given as means + SD of themsorements

C.DPPH Radical Scavenging Activity

The 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) is a d&ab
radical with a maximum absorbance at 517 nm thatreadily
undergo reduction by an antioxidant. Because ofetiee and
convenience of this reaction, it has now widespnesealin the
free radical-scavenging activity assessment [2@}, values
for DPPH scavenging activities dfigella sativaextracts and
standards antioxidant are givert‘irable II”.

The CE and EAE show the best radical scavengingitgct

with 1Csq values 106.56 and 121.62 pg/ml respectivel

followed by ME (IG=237.79 pg/ml) and HF (Kg=394.53
pa/ml). The WE show the lowest radical scavengiotviy

(IC50=447.76 pg/ml). Compared with quercetin and BHT the

CE and EAE were less active.The scavenging effeCtoand
EAE is most likely due to their high phenolic addvbnoid
content.The activity of HE which represents therpsbextract
in phenolics and flavonoids seems to be ascribe@ssential
oils, whose radical scavenging activity has beermelyi
studied. Carvacrol, t-anthenol, 4-terpineol andrtoguinone,
are powerful scavengers of DPPH,hydroxyl radicél [9

TABLE Il
DPPH SCAVENGING ACTIVITIES OF NIGELLA SATIVASEED EXTRACTS,
QUERCETINAND BHT

ICs0 (g /ml)

BHT 43.48+0.58
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activity and total phenolic 3= 0.98, p < 0.01) and flavonoids
(r* = 0.70, p < 0.01) contents of all extracts. Indggtenolic
compounds, especially flavonoids are recognizegubéentially
antioxidant substances with the ability to scaveinge radical
species and reactive forms of oxygen, the scavgrgfiiect of
flavonoids (FIOH) is attributed to their low poteitredox
making them thermodynamically able of reducing fragicals
(R) by a transfer of hydrogen from hydroxyl groupshisT
reaction gives rise to aroxyle radical (Fl.@nd the stabilized
radical (RH), the (FLQ subsequently undergo a structural
rearrangement allowing the redistribution of thepaired
electron on the aromatic ring and the stabilizatidraroxyl
radicals [23].

D.Superoxide Anion Scavenging Activity

In the PMSNADH- NBT system, superoxide anion detive
from dissolved oxygen by PMS-NADH coupling reaction
reduces NBT. The decrease of absorbance at 560 ittm w
antioxidants thus indicates the consumption of supde
anion in the reaction mixture.

The obtained resultsTable IlII” show that HE and CE are
the most active with IC50 values 361.86 pg/ml and
371.80pg/ml respectively. The scavenging effectheke two
extracts (HE and CE) was statistically similar (9.601) to
that of standard antioxidant BHT @&= 344.59 ug/ml) which
is 10 times less active than quercetinsgl€ 33.69). Unlike
CE and HE, the scavenging effect of EAE, ME, WEvésy

)fbw with 1Cso values 5.58 mg/ml, 6.88 mg/ml and 9.24 mg/ml

respectively.

TABLE IlI
SUPEROXYDEANION SCAVENGING ACTIVITIES OF NIGELLA SATIVASEED
EXTRACTS, QUERCETINAND BHT

ICso
BHT 344.59 + 35.3 ug/ml
Quercetin 33.69 £ 0.35 pg/ml
ME 6.88 + 0.068 mg/ml
HE 371.80 £ 7.10 pg/ml
CE 361.86 + 22.42 pg/ml
EAE 5.58 + 0.28 mg/ml
WE 9.24 + 0.067 mg/mi

The results are given as means * SD of thresarements.
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The effect of CE appears to be related to its \sBnin
polyphenols and flavonoids. However, this is na tase for
the HE, the poorest in polyphenols and flavonoitésactivity
is probably attributed to the presence of othestrres more
active than those found in other extracts. Thebstances are
probably essential oils which represent betweeB @10.50%
in seed weight and between 1.4-1.9% by weight efitted oil
[24]. The scavenging effect of reactive oxygen sgeby pure
compounds contained in the essential oilNi§ella sativa
seeds has been widely studied. Thymoquinone, onthef
major compounds of this ail, inhibits the genenataf O2¢
radical by xanthine / xanthine oxidase G 3.35 uM)
without having any effect on the activity of thezgme [25].

Except the HE, all extracts tested in this stutipws a
significant linear correlation between their sup@de anion
scavenging effect and their phenolics #0.76, p< 0.01) and
flavonoids (f = 0.91, p< 0.01) contents.

E.Chelating Activity

It has been well recognized that transition metasisuch as
those of iron and copper are important catalysts tfe
generation of the first few free radicals to irttighe radical
chain reaction or the radical mediates lipid pedaiipn [26].
Chelating agents may inhibit radical generationstaypilizing
transition metals, consequently reducing free @ditamage.
To better estimate the potential antioxidant atiéisi of the

Nigella sativaseed extracts, chelating activity of each extract In this assay,

was evaluated against¥e

The results are shown in “Table IV". Thesivalues of the
different extracts showed a wide variation rangiogm 0.169
mg / ml to 13.137 mg/ml. The WE and EAE appear dgeh
the most important chelating activity withg@salues of 0.169
mg / ml and 0.173 mg/ml respectively (40.578 and@¥39 and
mg EDTA-E/g extract), followed by the ME (4& 0.316 mg /
ml).compared with quercetin, these three extraces feom
1.75 to 3.27 times more active. This is probablylaxed by a
synergistic effect between the components of thedects.
The chelating effect of CE and HE is very low (IG5 4.10
and 13.137 mg / ml), 24 to 77 times less active tthee WE
and 7 to 24 times less active than quercetin.

TABLE IV
CHELATING ACTIVITIES OF EDTA, QUERCETINAND NIGELLA SATIVASEED

EXTRACTS

1Cs0 (mg/ml) ChelatingActivity
(mgEDTA-E/g extract)

EDTA 6.87 +0.131 _
Quercetin 0.55 +0.024 12.402 £ 0.535
ME 0.316 £ 0.003 22.021 £ 0.227
HE 13.137+£ 0.376 0.523 £ 0.007
CE 4.103 £0.104 1.675 +£0.042
EAE 0.173 +£0.011 39.704 + 2.637
WE 0.169 = 0.000 40.578 £ 0.114
qug/ml

The results are given as means + SD of threessarements
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The chelating activity of methanolic extract of gtems and
roots ofNigella sativawas investigated by Bourgat a[27],
this study reveals a very low activity , the ob&nG, values
were7.5 mg/ml and 3.8 mg/ml for roots and stemgeetively.
Phenolic compounds have been reported to be chelatdree
metal ions [28] [29]. But in this study a low and significant
correlation (f = 0.15, pLl 0.05) was observed between the
chelating extracts dfligella sativaseeds and their contents in
phenolic compounds. Similar results have been tegdom
other works, for example in a study on extractdoafrteen
varieties of barley, Zhaet al [26] have found a very weak
correlation between the chelating activity of theg&acts and
their contents in phenolic compounds. This mighkidate that
phenolic compounds might not be the main chelabbrison.
In a complex mixture, organic acids, amino acidd angars
can be sequesters of transition metal ions. [304ddition, the
ability for phenolic compounds to chelate metalsiatepends
on the availability of properly oriented functiorgdoups [31].
Therefore, a sample high in polyphenols might not¢late
metal if the polyphenols present did not have blgtagroups
that could chelate the cation. Also, when a phengioup is
conjugated with a carbohydrate group, as in ndjural
occurring phenolic glycosides, it can no longerdbimetals
[30].

F.p -Carotene Bleaching Assay

oxidation of linoleic acid produces
hydroperoxide-derived free radicals which attacke th
chromophore of b-carotene, resulting in a bleachifighe
reaction emulsion. An extract capable of retardingiting
the oxidation ofa-carotene may be described as a free radical
scavenger and primary antioxidant [32]

As can be seen in “Fig. 2" all the extracts werpatde of
inhibiting the bleaching of b-carotene by scavegdinoleate-
derived free radicals.

[
=)

Absorbance (490 nm)
o
Qq

0.0 T T T

2
time (h)
B MOH ¥ oToco * BHT —+ CE = EAE &~ ME <9 HE & WE
Fig. 2 Kinetics of3-carotene bleaching at 490 nm in the absence and

presence ofligella sativaextracts, BHTg-tocopherol (Each value is
the average of three tests)
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% relative antioxidant activity

o-Toco BHT ME HE CE EAE WE MeOH

Fig. 3 Relative antioxidant activities dfigella sativaseeds extracts,
BHT and a-tocopherol inp-caroténe/ linoleic acid system (values
are the average of three measurements + SD), lidrslifferent
letters indicate activities significantly differert< 0.01).

The relative antioxidant activities are shown“kig. 3”
The order of decreasing efficacy was EAE (71.29%@) €E
(68.34%) (Statistically indistinguishable) > HF (88%) and
ME (47.91%) (Statistically indistinguishable) > WE6.02%).
Compared to standards antioxidants, the CE and &#&EL.2
times less active thaa-tocopherol and 1.4 times less activ
than BHT.

The high activity of CE and EAE is most likely étrited to
their phenolic and flavonoid content, the low aityiwf WE is
probably explained by its high polarity. Indeedafkel and
Meyer [33] have suggested that the polarity of atmaet is
important in water:oil emulsions, viz., apolar extr exhibit
most important antioxidant properties as they argcentrated
within lipid-water interface, thus helping to preveradical
formation and lipid oxidation of-carotene. While polar
extract are diluted in the aqueous phase and are l#ss
effective in protecting lipids.

G.Blood Total Antioxidant Capacity

It is largely accepted that diet enriched with tsui
vegetables and vegetal oils increase the antiokidatential

29

of the body resulting in many beneficial effectshmalth [34].

In this context, the effect of treatment with th& Mnd the FO

of Nigella sativaseeds, on the total antioxidant status of mice
was evaluated using the KRL assay which is basedhen
whole blood resistance to free radical aggresdaking into
account all the body reserves since blood conevesy kind

of the molecular and enzymatic antioxidant equipnigs].
These antioxidants are mobilized during an ROS clatta
inducedex vivoby t-BHP, to protect erythrocytes integrity and
then delay their hemolysis.

From the obtained sigmoid hemolysis curves “Fig. it
appears that treatment with the ME and the FO caasielay
of hemolysis which is evident in a shift of the s to the
right. The HEy values “Fig.5” reveal an extension of half
hemolysis time in all treated groups compared wibintrols
(CTL). For the group MEL1 treated with ME (300 mkg), the
increase in Hi, (HT5=117.3+3.23 min) is statistically no
significant  compared  with the control group
(HT5=106.77+2.36min). However, administering a higher
doses of ME for the group ME2 (500 mg / kg), MEB@Bg /
kg) caused a significant delay of hemolysis {4 125.17 +
7.15 min, p< 0.05), (HTs= 136.01 + 3.11, min, g 0.001).
These results indicate that the ME increases thal to
antioxidant capacity in dose dependent manner.

Similarly, treatment of groups FO1 and FO2 by tiases
(2ml/Kg and 4ml/kg) of FO has also caused a sicgnit (p<
0.01) delay of hemolysis with HJgvalues of 132.15 + 2.96

e .

min and 133.6 + 4.46 min respectively. Similar teswere
obtained by Kokdilet al [36]-[37]which showed that oral
administration of the fixed oil dfligella unguicularis, Nigella
orientalis and Nigella segetalisseeds at a dose of 1ml/kg in
rats during four weeks, resulting in improved blgadameters
and a significant increase in total antioxidantisawithout
affecting the level of serum MDA. In the same cahti vitro
studies have shown that extractNigella sativaseeds protect
erythrocytes against lipid peroxidation, degradatitoss of
deformability and increased osmotic fragility cadidey the
hydrogen peroxide ¥D,[38].
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Fig. 4 Kinetics of hemolysis in the presence oHFBfor different studied groups. The values arenmeeaSEM (n = 6-7).
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H.Plasma Antioxidant Capacity

The study of the relation between total antioxideagpacity

Plasma antioxidant capacity (PAC) is one of the tmo®f blood (HT50) and plasma antioxidant capacity &tgws a

commonly used biomarkers to assess the effectigenés
dietary supplementation or antioxidant treatmenie Qo the
large number of antioxidants present in plasma,ersgv
methods have been developed: the ferric reducitigxatant

significant positive linear correlation®(= 0.48, pJ 0.01)
“Fig.7”, this suggests that the blood total antitaat capacity
is partially attributed to antioxidant and freeicadl scavengers
present in the plasma.

power (FRAP), Trolox equivalent antioxidant capgcit

(TEAC), total radical absorption potential (TRAP)dathe 1704

DPPH radical scavenging activity [39]-[40].

In our study, the obtained results “Fig.6” show ttlmaal 10) )
administration of ME (300 mg / ml) for the groM{E1l leads 1501

to increased plasma antioxidant capacity (41.633%. for 1401 ) .
EM1 groupversus26.34+6.14% for the control group). this = °' -
increase is statistically not significant compareith the 50 1307

control group, however the administration of twghter doses £ 120]

500 mg/kg and 800 mg/kg for the groups ME2 and ME: 1101

respectively has significantly increased @ 0.01) the

antioxidant capacity (49.62+2.26% and 48.18+3.73%) 0, )

Similarly, the administration of FO (2 ml / kg addml / kg) 901

for the groups FO1 and FO2 has significantly éased the 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
plasma antioxidant capacity (44.32 + 4.98% B.05) (49.44 0 10 2 30 40 50 60
+2.45%,30.01). % plasma antioxidant capacity

In fact, the plasma contains a network of endogeno

antioxidants such as (albumin, bilirubin, reducégtaghione
and uric acid) as well as exogenous antioxidantseld from
food. These antioxidants may act in a complementarg
synergistic manner to provide a better protectigairsst ROS.
The increase in plasma antioxidant capacity is aibb
attributed to the elevated levels of exogenousoaiutants
acquired following treatment witNigella sativaseeds extracts
(fixed oil, methanolic extract).
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Fig. 7 Relationship between plasma antioxidant ciapand blood
total antioxidant capacity (HT50) in mice of diféat groups (N =
37)

IV. CONCLUSION

From the obtained data in the present study wesagrthat
Nigella sativaseeds have a considerable antioxidant actimity
vitro andin vivo. This activity is mainly concentrated in the
extracts CE, EAE and HE (fixed oil). The activitf ©E and
EAE is probably related to their high phenolic it
However, the activity of HE could be attributed @ssential
oils. Consequently, further work should be madesadate the
active constituents in each extract and to clahgirs mode of
action.
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Abstract

Nigella sativa , one of the most studied medicinal plants over the world, possesses a number of well established pharmacological properties. In
this study, we have prepared different extracts from Nigella sativa’s seeds. The results show that hexane (HXE), chloroform (ChE) and ethyl acetate
(AcE) extracts present an apparent inhibitory effect on both xanthine oxidase (XO) and xanthine dehydrogenase (XDH) activities of the enzyme
xanthine oxidoreductase (XOR), with a markedly better efficiency for XDH activity.

Scavenging power on radical anion superoxide (O,") by different N. sativa extracts has been evaluated using chemiluminescence assay where
two extracts, HXE and ChE, exhibited good scavenger activity, with IC, of 0.18 pug/ml and 0.3 pg/ml, respectively. Reducing power (RP) of the
different obtained extracts has been assessed by the FRAP assay. ChE and AcE showed the highest RP, which is proportional to the polyphenol
content. The obtained data revealed that the antioxidant activity of Nigella sativa’s seeds resides in the oil fraction of HXE (inhibition of XO and

XDH, and scavenging O,") and in ChE and AcE fractions expressing the most important reducing power.

Key Words: Antioxidants; Reactive oxygen species (ROS); Nigella sativa, Reducing power (RP); Xanthine oxidoreductase (XOR).
Research funded by : The Algerian Ministry of Higher Education (MESR) (Grant number F01220060052 to MB) and the
Algerian Agency for the Development of Research in Health (ANDRS) (Grant number 03/04/03/04/48 to MB)

INTRODUCTION

It is generally accepted that free radicals and reactive
oxygen species (ROS) play an important role in the
development of tissue damage and pathological changes.
At moderate concentrations, ROS play an important
role in physiological control of cell function. At high
concentrations however, they may cause major damage
of cellular constituents of living organisms [1]. Free
radicals and their derivatives (also called pro-oxidants)
exist in living tissues at low concentrations that are
determined by the balance between their production
and clearance, by antioxidants, rates. An antioxidant is
therefore defined as a compound capable of preventing
the pro-oxidation process, or biological oxidative
damage [2]. Halliwell and Gutteridge [3] took a much
wider view and defined an antioxidant as “any substance
that, when present at low concentration, compared to
that of an oxidizable substrate, significantly delays, or
inhibits, oxidation of that substrate” [4]. The organism
must confront and control the presence of both pro-
oxidants and antioxidants continuously. Changing the
balance toward an increase in the pro-oxidants over the
capacity of antioxidants is defined as oxidative stress
[5]. Antioxidants can influence the oxidation process
by different means. In this regard, antioxidants can be

categorized into two major types capable of preventing
oxidative damage by direct and indirect interaction with
ROS [5]. The indirect mechanism includes suppression
of ROS formation by inhibition of enzymes or chelating
transition metals that prevents them for participating
in the metal-mediated Haber-Weiss reaction [6]. The
direct acting molecules share a similar chemical trial that
allows them to donate electrons to the oxygen radical so
that they can scavenge the radical and prevent it from
attacking the biological target [5].

There is increasing evidence that oxidative stress
leads to many biochemical changes and is an important
contributing factor in several human chronic diseases,
such as atherosclerosis and cardiovascular diseases,
cancer, several neurodegenerative disorders, diabetes
and likely the aging process [1]. Oxidative stress can
result either from the weakening of cellular antioxidant
defense and also excess of endogenous ROS production.
Xanthine oxidoreductase (XOR) is one of the important
biological sources of ROS and is therefore incriminated
in several pathological processes [7].

The enzyme XOR catalyses the oxidation of
hypoxanthine and xanthine to uric acid, which plays a
crucial role in gout [8]. XOR occurs as a homodimer of
approximately 300 kDa; each subunit contains four redox
centers; a molybdenum cofactor (Mo-co), one FAD
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and two Fe,S sites [9]. Mammalian XOR exists under
two interconvertible forms; xanthine dehydrogenase
(XDH; EC 1.1.1.204), which predominates in vivo,
and xanthine oxidase (XO;1.1.3.22). These forms can
be interconverted reversibly by sulphide reagents or
irreversibly (XDH to XO) by proteolysis [10]. XDH
preferentially reduces NAD®, whereas XO cannot
reduce NAD", preferring molecular oxygen. Reduction
of molecular oxygen by either forms of the enzyme
yields superoxide and hydrogen peroxide and it is the
capacity of XOR to generate such ROS that is of major
interest in clinically related studies [7]. To date, the only
commercially available XOR inhibitor is allopurinol, a
purine analogue in clinical use for treatment of gout [11].
Despite generally acceptable efficacy and safety profiles,
very rare but serious adverse reactions of allopurinol
administration can occur [8]. Therefore, the research of
new natural molecules is a priority, finding compounds
with such pharmacological properties is of great medical
importance.

Medicinal plants constitute an inexhaustible
source of interesting bioactive compounds. Nigella
sativa (N. sativa), an herbaceous annual plant (family
Ranunculaceae), is one of the important medicinal plants
which has long been used as a natural remedy for a
number of human illnesses and disorders. Nigella sativa
L. seeds have many acclaimed medicinal properties such
as bronchodilatory, hypotensive, antibacterial, antifungal,
analgesic, anti-inflammatory and immunopotentiating
and are universally accepted as a panacea [ 12]. Therefore,
this interesting plant has been widely studied with regard
to its composition and its biological activities. N. sativa
seeds have been reported to possess anti-inflammatory
[13], anti-diabetic [14-16], immuno-potentiating
[17,18], anti-tumoral [19,20], antihepatotoxic [21] and
antinephrotoxic [22] properties. N. sativa has also been
reported to have antioxidant activities in vitro [23,
24] and in vivo [25,26], principally related to lipidic
compounds of the seeds. Besides, Atta and Imaizumi
[26] demonstrated that ethanolic and aqueous extracts of
delipidated N. sativa seeds show important antioxidant
activity which was comparable to the activity of TBHQ.
The present study aims to investigate, in vitro, antioxidant
activities of different extracts from Nigella sativa s seeds,
as well as their inhibitory effects on both XO and XDH
activities of XOR.

EXPERIMENTAL

Chemicals

Xanthine, NAD", allopurinol, SOD (superoxide
dismutase), heparin-agarose gel TPTZ (2,4,6-tripyridyl-
s-triazine), FeCl,, luminol, salts and standard polyphenols
(gallic acid, quercetin, rutin) were purchased from
Sigma-Aldrich. All other reagents and solvents were of
analytical grade and came from Panreac, Cheminova,
Prolabo, Organics et Janssen Chemica.

Preparation of Nigella sativa crud extract and its
fractions

Nigella sativa’ s seeds were purchased from a local
market (Batna city, Algeria) and their identification
was confirmed in the laboratory. The seeds (100g)
were first grounded to a fine powder, soaked in 1L of
a hydroalcoholic mixture (methanol/water 7:3 v/v) and
left overnight under slight agitation. The filtrate was
evaporated at 50°C to eliminate methanol; an aqueous
extract was then obtained and considered as N. sativa
crude extract or CrE. Fractionation of CrE was carried out
by using solvents with increasing polarities as described
by Gilani et a/ (2001) with modifications. Solvents used
were hexane, chloroform and ethyl acetate. This series
of extractions gave rise to four fractions; hexane fraction
(HxE), chloroform fraction (ChE), ethyl acetate fraction
(AcE) and residual aqueous fraction (AqE). CtE and AqE
were lyophilized and conserved with the other extracts at
-20°C until use.

Total polyphenols and flavonoid content

Total phenolic content of prepared N. sativa extracts
was determined according to the Prussian blue method
[27] modified by Graham [28]. The reaction mixture
consisted of 0,Iml of extract (dissolved in methanol),
3ml of distilled water, 1ml of K,Fe (CN,) (0.016 M)
and 1ml of FeCl, (0.02 M). The flasks were mixed and
allowed to stand for 15min. 5ml of stabilizing solution
(30ml of gum Arabic 1% v/v + 30ml phosphoric acid +
90ml of distilled water) were then added and absorbance
at 700nm was measured. The total phenolic content was
determined as pg of gallic acid equivalents per milligram
of extract (ug GAE/mg). Flavonoid content of N. sativa
extracts was determined by aluminum chloride method
[29]. One ml of each sample, with appropriate dilution,
was added to Iml of AICL, (2% in methanol). After
10min, absorbencies were measured at 430nm. Flavonoid
concentration was expressed in microgram of quercetin
equivalents per milligram of extract (ug QE/mg).

Inhibition of XO and XDH activities of the enzyme
XOR

XOR was purified from fresh bovine milk according
to the procedure described by Sanders ez al [30]. Purified
XOR is 100% under XO form in the absence of reducing
agents. XDH form was obtained by incubating the
enzymatic solution with 10mM DTT for 1h at 37°C in
sodium phosphate buffer (50mM, pH 7.4) containing
0,lmM EDTA [31,32]. DTT was eliminated by gel
filtration on G-25 sephadex column. The rate of prepared
XDH form must be higher than 50%. All activity and
inhibition tests of XOR were carried out in ambient
temperature in sodium phosphate buffer (50mM, pH 7.4)
containing 0.1mM EDTA.

XO activity was determined spectrophotometrically
following production of uric acid at 295nm (g, ., =
9600 M'cm™) in presence of 100uM of xanthine in



K. Boudiaf et al /JABS, 4 (1): 7-16, 2010 9

air-saturated phosphate buffer [32]. XDH activity was
measured spectrophotometrically following increasing
absorbance at 340nm corresponding to the reduction of
NAD* to NADH (g, = 6220 M"'cm™) in presence of
100uM of xanthine and 500uM of NAD". Enzymatic
reactions were initiated by adding 0.1 to 0.2 Ul/ml (final
concentration) of XOR to the reaction mixture [31].

The percentage of inhibition of XO and XDH
activities of XOR by prepared N. sativa extracts was
calculated as follows: [% inhibition = (A-B/A) x 100] (A
and B correspond respectively to the enzymatic activity
in the absence and presence of the inhibitor). IC, of the
different extracts were then determined by ‘Logit-Log
probit’” method. Solutions of different extracts were
prepared in dimethyl sulphoxide (DMSO), which never
exceeded 0.2% (v/v) in the final reaction volume.

Superoxide anion scavenger activity

Superoxide scavenging activity of N. sativa extracts
was determined by chemiluminescence method. The
method is based on the inhibition of light generated by
a radical intermediate of the oxidation of luminol. The
xanthine-XO system produces superoxide subsequently
detected by luminol-dependent chemiluminescence. The
reaction was carried out at 37°C in PBS buffer (50 mM,
pH 7.4+ 0.1 mM EDTA) in presence of xanthine (160uM)
and luminol (100uM) [33]. Superoxide generation was
induced by addition of XO solution (0.1Ul/ml final
concentration) and the reaction was then monitored for
90min in a Microlumat LB 96P Luminometer (EG &
G Berthold, Wildbad, Germany). The specificity of the
reaction was controlled by SOD (100 Ul/ml) as a specific
inhibitor of superoxide-induced luminescence.

Scavenging ability of the extracts was defined as the
percentage of luminescence inhibition with reference to
positive control. IC_ of tested extracts were determined
by the “Logit-Log probit” method with different
concentration ranges of 0-50pg/ml, 0-1pg/ml, 0-1pg/ml,
0-5ug/ml, and 0-200png/ml for CrE, HXE, ChE, AcE and
AgE, respectively.

Ferric Reducing/Antioxidant Power
FRAP assay (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

was performed according to the method initially described
by Benzie and Strain [34] and modified by Pulido ef a/
[35]. In the FRAP assay, reductants (“antioxidants™) in the
sample reduce Fe*'/tripyridyltriazine complex, present
in stoichiometric excess, to the blue ferrous form (Fe*-
TPTZ), with an increase in absorbance at 593 nm. AA
is proportional to the combined (total) ferric reducing/
antioxidant power (FRAP value) of the antioxidants
in the sample. Fresh solution of FRAP reagent was
prepared by mixing 2.5ml of TPTZ solution (10mM in
40mM HCI) with 2.5ml FeCl,.6H,O (20mM) and 25ml
of acetate buffer (300 mM sodium acetate, pH driven to
3.6 par acetic acid). 900 pL of FRAP reagent, warmed
at 37 °C, was mixed with 90 pL of bidistilled water
and 30 pL of test sample (with appropriate dilutions).
The increasing of absorbance in reaction mixtures was
followed at 593nm for 30min at 37°C. Lectures were
performed against bidistilled water. Absorbencies of
reagent blanks (in which sample volume was replaced by
either bidistilled water or methanol) and sample blanks
(in which the FRAP reagent is absent) were subtracted
from the final absorbance value.

A calibration curve of reducing standard
(FeSO,.7H,0) was achieved with a concentration range
of 0-2000 pmole/L. Reducing power was then expressed
in micromoles of FeSO,.7H,O equivalents per mg of
sample (umole Eq FeSO,.7H,O /mg). The parameter
Equivalent Concentration 1 or EC1 was also determined;
ithas been defined by Pulido et al [36] as the concentration
of antioxidant having a ferric-TPTZ reducing ability
equivalent to that of Immol/L FeSO,.7H,O.

Statistical Analysis
The data were expressed as mean + standard deviation
(SD). Student test was used for simple comparisons, one
way ANOVA followed by Dunnett test were performed
for multiple comparisons (significance level p< 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenolic and flavonoid content

Results show that N.sativa crude extract (CrE)
contains considerable amounts of polyphenols (24.36
+ 2.89 ugGAE/mg) and flavonoids (3.28 + 0.16 ugQE/

Table 1. Total polyphenol and flavonoid content of N.sativa extracts

Extract Total polyphenol content © Flavonoid content ®
CrE 24.36 +2.89 328 £0.16
HxE 11.95 £ 1.36 0.49 £ 0.07
ChE 191.06 +£23.34 6.93 £0.28
AcE 79.48 £ 8.8 5.96 +£0.25
AgE 23.81+2.67 3.17+0.16

@ pg of gallic acid equivalents per milligram of extract
() pg of quercetin equivalents per milligram of extract
Values are means of 3 to 4 measures + SD.
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mg). After fractionation of CrE by different solvents,
these compounds were principally concentrated in ChE
and AcE fractions. ChE contains the highest amounts of
both polyphenols and flavonoids (Table 1), the lowest
amounts were found in HXE. According to the data, and
comparing with other studies in which similar extraction
and analysis procedures were used [36], N.sativa crude
extract is relatively poor in polyphenols and flavonoids,
however, ChE content in polyphenols is considerably
important.

Inhibition of XO and XDH activities of XOR/

Superoxide anion scavenger activity

N.sativa extracts exert relatively important inhibition
on XO and XDH activities of XOR (Table 2) in a dose-
dependent manner (p<0.05). HXE activity is remarkably
important especially on XDH form (IC,=42.02 pug/ml).
The weakest inhibitions were observed with CrE and
AqE. At 500pg/ml, CrE can only reduce XO activity by
55%. At the same dose, Jiwajinda et al [37] considered
methanolic extract of N.sativa seeds as inactive toward
XO activity (inhibition < 30%). Inhibitions exerted
by HxE, ChE and AcE on XO were approximately
similar (Table 2), on XDH however, the inhibitions
were distinctly remarkable with the following order of
efficiency: HXE>ChE>ACE.

Inhibition of XOR by N. sativa extracts is related to
the presence of compounds acting independently or in
synergy. With the exception of AqE, all extracts inhibit
XDH form more efficiently than XO (Table 2). This
could be explained by the presence, in the extracts, of
compounds exerting inhibition on both Mo and FAD
active sites of the enzyme. Those extracts might contain
inhibitors of XO which react at the Mo site; other
compounds could react at the FAD site, more accessible
in XDH form of the enzyme. In fact, XDH to XO
conversion results in conformational changes affecting
mostly FAD site [9]. Combined action of compounds

acting at Mo and at FAD sites contributes to the increase
of inhibition in the case of XDH.

Inhibition of XDH presents a great interest not only
because it is the most predominant form in vivo [7], but
also because, as well as XO, XDH can produce ROS by
its NADH oxidase activity [38]. With NADH as reducing
substrate, XDH is more active than XO, and amounts of
ROS produced are more important [30,31]. Numerous
studies aimed to evaluate inhibitory effects of different
plant extracts on XO activity. The inhibitory activities
were attributed to polyphenols [39], flavonoids [40] and
anthocyanosids [41]. In the present study, inhibitory
activity can be partially attributed to flavonoids. With the
exception of HXE, we observed a satisfactory correlation
between flavonoid content and XO inhibition by Nigella
sativa extracts (r=0.645, p<0.01); the correlation was
more pronounced with XDH form (r=0,833, p<0.01).
Flavonoids are well known as potent XO inhibitors
[42,11], their activity is related to their chemical structure
[43,44], mostly the similarity between purinic cycle of
XO substrates (xanthine and hypoxanthine) and A cycle
of flavonoids [42].

Scavenging effect on superoxide anion produced
by XO

Superoxide scavenging activity of N. sativa extracts
was determined by chemiluminescence in a xanthine/
XO/luminol system. The extracts inhibit light emission
in a dose-dependent manner (p<0.05). They showed
impressive scavenging activities, with IC,, ranging
from 0.179 to 12.23pg/ml (Table 2). The most important
activities were obtained with HXE, ChE and AcE. In this
method, inhibition of superoxide generation by XO can
be caused by either direct removal (scavenging effect) or
inhibition of XO by the inhibitors present in the extracts.
To distinguish between XO inhibition and superoxide
scavenging activities of the extracts we used allopurinol
as reference.

Table 2. Inhibitory effect of N.sativa extracts on XO and XDH activities, and on superoxide

generation by XO.
IC,, (ng/ml)
XO inhibition XDH inhibition Inhibition of superoxide
generation by XO
Allopurinol 6.66 = 0.41 6.16+0.82 ™ 0.0365 +0.0007 ™
EBr 43299+ 11.3 382.874+ 22.97" 6.86+0.59 "
EHx 2957+ 12.7 42.02+2.68™ 0.179 £0.023 ™
ECh 355.87+6.71 7616+ 943 ™ 02+0.05"
EAc 313.29+ 53.43 157.98 +£12.85™ 1.41+035"
EAq 620.11 £ 41.82 698.73 £ 34.18 ™ 12.23+£0.34 ™

Values are means of 3 to 4 essays + SD. Comparisons were set in regard to XO inhibition

(" p<0.05, ™ p<0.01, ns: no significant).
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Allopurinol is a strict inhibitor of XO and has no
scavenging effect on superoxide produced by this enzyme
[8]. IC,, obtained for allopurinol in chemiluminescence
test reflects its inhibitory effect on XO; it is 182 times
smaller than that obtained in XO inhibition using
spectrophotometric method. Table 3 shows ratios between
IC, for all extracts obtained in spectrophotometric and
in chemiluminescence methods. The extracts that inhibit
XO without any scavenging properties should have a
Spect/Lum ratio close to that of allopurinol, as in the
case of AcE which may have slight scavenging activity.
However, if this ratio is higher, this means that, beside
inhibition of XO, the extract exerts scavenging effect on
superoxide produced by this enzyme (cases of HXE and
ChE).

HxXE scavenging activity is probably due to essential
oils, which are considered to be good antioxidants in
vivo [15, 25] and in vitro [23]. It has been demonstrated
that thymoquinone, a major compound of N. sativa
essential oil, inhibits superoxide generation by XO with
no effect on enzymatic activity [23]. Oil fraction of N.
sativa contains also tocopherols, phenols and lipids
having antiradical properties [15]. Those compounds
could contribute to the high scavenging activity observed
with HxXE. In the case of ChE and AcE, scavenging
activity of superoxide is mostly related to their high
content of flavonoids. In fact, we observed a linear and
highly significant correlation (r=0.995, p<0.01) between
flavonoid content and superoxide scavenging activity for
all extracts studied. Moreover, Flavonoids are known for
their superoxide radical scavenging properties [43]; their
minor redox potential makes them thermodynamiquly
able to reduce oxidative free radicals such as superoxide
[44].

Ferric Reducing/Antioxidant Power

Reducing power of N. sativa extracts as well as
known antioxidants (gallic acid, quercetin, rutin and
ascorbic acid) was determined by FRAP assay. In the
original method of Benzie and Strain [45], measurements
were monitored for 4min since the absorbance of the
reduced ferrous-TPTZ complex was stable at this time.
In their study, Pulido and coworkers observed that the
reaction with certain antioxidants had not finished after 4
min and reduction of the ferric-TPTZ complex continued
[35]. They prolonged the reaction for 30 min because,
at this interval, the order of antioxidant efficiency of the
studied samples was maintained. Lectures at 4 min were
yet kept for comparison with the original method.

Figure 1 shows the kinetics of TPTZ-Fe** to TPTZ-
Fe?* reduction by standard antioxidants and N. sativa
extracts. Some antioxidants continue to react after 4
initial min; their corresponding absorbance even doubled
after 30min (case of quercetin). For others, 4min were

sufficient to get stabilized lectures (case of ascorbic
acid). The behavior of tested extracts was not different,
the reaction with some of them (HXE and ChE) was fast
in initial times and stabilized right after. For the others,
absorbance continued to increase with time.

EC1 and RP values for chosen antioxidants and M.
sativa extracts were calculated (Table 4). Results show
that gallic acid is the strongest among the four standard
antioxidants used. Their order of antioxidant efficiency
was as follows: gallic acid>quercetin>ascorbic acid>rutin
(EC1 expressed in pg/ml). When EC1 is expressed in
umole/L, the order of antioxidant efficiency changed
to Quercetin>gallic acid>rutin>ascorbic acid. The same
order was obtained by Pulido et al (2000). Among
N. sativa extracts, ChE and AcE expressed the most
important reducing power. Their RP values were quite
similar in the initial times of the reaction (4 min). After
30min, AcE showed significantly higher RP (p<0.05).

Reducing power of HXE estimated with FRAP assay
was very weak. This extract which showed impressive
superoxide scavenging capacity didn’t react in this
system. In fact, antioxidant activity is not necessarily
equal to reducing capacity. For example, glutathione has
a very weak reducing power in FRAP assay [45] because
its redox potential is lower than Fe**/Fe* couple [48].

Comparisons between RP obtained with ChE and
AcE and those of standard antioxidants (Figure 2) show
that the two extracts are 20-28 times less efficient than
gallic acid, 12-23 times than quercetin, 8-13 times than
rutin and only 4 to 6 times weaker than ascorbic acid.
These extracts are good source of antioxidants as, in spite
of their complexity, they exhibited reducing capacity not
much different from ascorbic acid which is considered as
one of the most powerful antioxidants [5].

High RP of ChE and AcE could be related to their
high flavonoid and polyphenolic content; a linear and
highly significant correlation was observed between
reducing power and flavonoid content in the four
extracts CrE, ChE, AcE and AqE (r= 0.976, p<0.001).
Phenolic compounds, particularly flavonoids, are strong
antioxidants. In FRAP assay, they express the most
important activities compared to other antioxidants [35].
FRAP assay was used in many studies to evaluate total
antioxidant capacity of dictary plants [47-50]. It has been
found that reducing power depends mostly on fruit’s
content in polyphenols, anthocyanins and ascorbic acid
[50].

It is worth mentioning that various methods are
used in different laboratories for the evaluation of total
antioxidant capacity. The results of various assays of
the same material can differ significantly [51], mainly
because of the differences in the reactivity of various
antioxidants with respective indicators.
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Figure 1. TPTZ-Fe** to TPTZ-Fe?* Reduction kinetics by (a) standard antioxydants (100 pg/ml), and (b) Nigella
sativa extracts (1 mg/ml) (n=4).
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Comparisons set between PR at 4 and at 30 minutes. ** p<0.01; ns: no significant. (n=8).

Table 3. Ratios between IC,  obtained in XO inhibition test (Spectrophotometry) and those obtained
in chimioluminescence test (Lum).

IC,, Spect * IC,, Lum* Spect/Lum ratio
Allopurinol 6.66 0.0365 182.45
CrE 432.99 6.86 63.12
HxE 295.7 0.179 1651.2
ChE 355.87 0.2 1779.35
AcE 313.29 1.41 222.19
AqE 620.11 12.23 50.7

*1C,, in pg/ml
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Table 4. EC1 and RP obtained for standard antioxidants and N.sativa extracts in FRAP assay
EC1® PR®
4 min 30 min 4 min 30 min
Ascorbic acid 83.83 +1.07® 86.7+£1.63™ 12.12 +0.88 11.68 £0.81 ™
Gallic acid 50.77 £2.12@ 36.47+0.15" 19.46 £ 1.57 28.19+1.34™
Quercetin 80.62 = 1.79@ 42.55+0.94 ™ 11.62 +1.54 24.07+1.82"
Rutin 253.82 + 5.94® 162.64+£1.32™ 373+0.3 6.14+0.37
CrE 5.01 £0.076® 3.33+0.08 ™ 0.19+0.03 03+0.03"
HxE 3.76 £0.19® 336+ 0.05m™ 0.25 £0.02 0.29+0.02°
ChE 1.032+ 0.1® 0.98 £0.09 ™ 0.98 + 0.06 1.017 £0.075 ™
AcE 1.12+ 0.03® 0.75+ 0.03 " 0.92 £ 0.042 141+ 0.09™
AqE 5.890 £0.18™ 3.69+0.13 ™ 0.16 £0.029 0.26 £0.04 ™
(a) ECI1 expressed in pg/ml
(b) ECI expressed in mg/ml
(¢) RP expressed in umole Eq FeSO,.7H,0 /mg.
Values are means of 6 to 12 assays + SD. Comparisons were performed between values calculated at 4 and
30min ("p<0.05, ** p<0.01, ns: no significant).
CONCLUSION Toxicolo. Pathol. 30, 620 (2002).

In the present study, we evaluated the in vitro
antioxidant capacity of N. sativa extracts by different
methods. In all tests used, we observed a significant
correlation between flavonoid content and antioxidant
efficiency, suggesting that the observed antioxidant
activity could be due, at least partly, to flavonoids;
although, the contribution of other compounds such
as the oil fraction cannot be ruled out. Further studies
would be necessary to identify the molecules responsible
for antioxidant activity especially in HXE, ChE and AcE
fractions.
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Abstract—Oxidative stress, a state of imbalance between
oxidants and antioxidants in favor of the oxidants, is known to be
implicated in a wide range of diseases including cancer and many
inflammatory, cardiovascular and neurodegenerative diseases.
The high reactivity of the oxidants (known as reactive oxygen
species or ROS) allows them to attack biological structures;
membrane lipids, nucleic acids, proteins and enzymes, resulting
in irreversible cellular damage. To counter this harmful wave,
chemical antioxidants have been widely used as food
complements despite their side effects. Recently, more attention
has been offered to natural antioxidants, found mostly in plants,
because of their extraordinary diversity and above all their
inoffensive nature. Normally, living organisms are equipped with
an arsenal of enzymatic and non-enzymatic endogenous
antioxidants. In oxidative stress condition, this natural wall of
defense is overwhelmed by oxidants (coming from the outside, or
produced by the cellular enzymes) causing the balance to
succumb. That’s the reason behind the importance of providing
the organism with exogenous antioxidants. An antioxidant is
defined as “a molecule capable of slowing or preventing the
oxidation of other molecules”. To do so, it can act as a free
radical scavenger, a chelating agent (catching bivalent ions
involved in primary ROS to much more toxic species), a reducing
agent or an inhibitor of one the most important producers of
ROS in living cells (xanthine oxidase and NADPH oxidase). This
work offers an enlarged overview of the recent and most effective
strategies used in discovering antioxidants in natural sources,
from in vitro tests to clinical trials.

Keywords—Oxidative stress, antioxidants, scavenger, animal
models, NADPH oxidase

L INTRODUCTION

The “oxygen paradox” is defined by the fact that aerobic
organisms require oxygen for survival but oxygen is also
inherently toxic to these organisms due to its association with
free radical generation and oxidative stress. Various free
radicals are common products of respiration and other
biochemical reactions in cells that are normal physiological
processes essential for survival. To survive in an unfriendly
oxygen environment, living organisms generate water- and
lipid-soluble antioxidants that can neutralize these highly
reactive free radicals [1]. For healthy living, a delicate balance
must be maintained between oxidative stress and antioxidant
defense of the body. If the body’s antioxidant mechanism does
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not operate optimally, excess free radicals can damage various
biomolecules, including lipids, proteins, carbohydrates, and
nucleic acids [2].

Dietary, natural or synthetic antioxidants are essential to
maintain a healthy redox statue. The objective of this paper is
to show the different steps followed in evaluating antioxidant
properties of a given substance in order to be used in
antioxidant therapy.

II.  FREE RADICALS AND OXIDATIVE STRESS

A. Free Radicals and Their Sources

Free radicals are defined as molecules or molecular
fragments containing one or more unpaired electrons in the
outer orbit. This unpaired electron(s) are unstable and usually
gives a significant degree of reactivity to the free radical.
Reactive Oxygen species (ROS) includes superoxide (02¢ —),
hydroxyl (*OH), peroxyl (ROO¢), lipid peroxyl (LOO¢),
alkoxyl (ROe) radicals. Reactive Nitrogen Species (RNS)
includes nitric oxide (NOe¢) and nitrogen dioxide (NO2e).
Oxygen and nitrogen free radicals can be readily converted to
other non-radical reactive species which are also dangerous
for health. Hydrogen peroxide (H202), ozone (03), singlet
oxygen (102), hypochlorous acid (HOCI), nitrous acid
(HNO2), peroxynitrite (ONOO-), dinitrogen trioxide (N203),
lipid peroxide (LOOH) are not free radicals and generally
named oxidants and can easily lead to free radical reactions in
living organisms. Oxidants are also capable of nirosylating
proteins thereby disrupting biological function. Thus, ROS
and RNS include radical and non-radical species. These
reactive species are produced in animals and humans under
physiologic and pathologic conditions [3-6].

ROS and RNS can be produced from both endogenous
and exogenous substances. Production of these reactive
species in the body is continuous and a normal part of our
physiology. The biological process associated with free radical
generations includes the following [6-9 cited 10]:

o Immune system: Immune system cells generate ROS in
response to pathogens.
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* Metabolic process: Free radicals can generate during
metabolism of arachidonic acid, platelets, macrophages and
smooth muscle cells. Lipid peroxidation an important source
of free radicals and can formed from several sources like
mitochondrial cytochrome oxidase, xanthine oxidases,
NADPH oxidase of neutrophils. Mitochondria generate
continuously and abundantly oxy-radicals and ROS as toxic
waste through a number of metabolic processes, each of which
can produce different free radicals.

» Inflammation: Inflammation releases cytokines and
initiates neutrophils and macrophages to produce free radicals.

e Stress: Mental and body’s stress can trigger the
production of free radicals as a toxic by-product. Additionally,
the hormones that mediate the stress reaction in the body like
cortisol and catecholamine themselves degenerate into
destructive free radicals.

* Pollution: The different type of pollutants like air
pollutants (asbestos, benzene, carbon monoxide, chlorine,
formaldehyde, ozone, and toluene), chemical solvents
(cleaning products, glue, paints, paint thinners, perfumes, and
pesticides), and water pollutants (chloroform and other
trihalomethanes) are all potent generator of free radicals.
Burning of organic matter during cooking, forest fires, and
volcanic activities also can generate free radicals.

* Radiation: UV radiations, medical and dental x-rays,
gamma rays, and microwave radiation can lead to free radical
generation.

» Dietary factors: Additives, alcohol, coffee, foods from
animal origin, foods that have been barbecued, broiled fried,
grilled, or otherwise cooked at high, temperatures, foods that
have been browned or burned, herbicides, hydrogenated
vegetable oils, pesticides, sugar and processed foods
containing high levels of lipid peroxides, and can produce free
radicals.

* Toxins and drugs: Carbon tetrachloride, paraquat, benzo
pyrene, aniline dyes, toluene and drugs like adriamycin,
bleomycin, mitomycin C, nitrofurantoin, chlorpromazine etc.
increases free radical productions.

* Other factors: Automobile exhausts fumes, smoking of
tobacco products, cause free radicals generation.

B. Damage of Biomolecules by Free Radicals

Due to high reactivity, free radicals can damage virtually
all biomolecules, including lipids, proteins, carbohydrates, and
nucleic acids.

Lipids are major targets for oxidative damage induced by
free radicals.

Lipid peroxidation can cause cell membrane damage by
alteration of membrane fluidity and permeability. Lipid
peroxidation mediated by free radicals is a series of chain
reactions involving initiation, propagation, and termination.

Free radicals that can initiate lipid peroxidation include the
hydroxyl radical (most reactive), alkoxyl radicals, peroxyl
radicals, and peroxynitrite. Metal ions such as cuprous and
ferrous ions can also contribute catalytically in chain
initiation. All polyunsaturated fatty acids can undergo lipid
peroxidation, but the rate of reaction for lipid peroxidation is
docosahexaenoic  acid.eicosapentaenoic  acid.arachidonic
acid.linoleic acid [2]. Major end products of lipid peroxidation
are aldehydes such as malondialdehyde, acrolein, and 4-
hydroxy-2-nonenal. Acrolein and, to some extent, 4-hydroxy-
2-nonenal, are highly reactive compounds that can damage
proteins, DNA, and phospholipids. Secondary oxidation
products are a series of prostaglandin-like products known as
isoprostanes as well as monocyclic and serial cyclic peroxides.
Isoprostanes, especially F2-isoprostane, are excellent markers
of endogenous lipid peroxidation and oxidative stress [11].

Amino acids and proteins are susceptible to oxidative
damage by hydroxyl radicals. Oxidation of proteins by
reactive oxygen species and reactive nitrogen species involves
side chains of all amino acid residues of proteins. In particular,
sulfur-containing cysteine and methionine residues of proteins
are very susceptible to oxidation by both reactive oxygen and
reactive nitrogen species. Oxidation of cysteine residue leads
to the formation of disulfides, and methionine is oxidized to
methionine sulfoxide residues. However, disulfide reductase
enzymes present in the human body can repair such damage,
but these are the only oxidized form of protein that can be
repaired. Peptide bond cleavage may occur due to reaction of
reactive oxygen species with glutamyl, aspartyl, and prolyl
side chain. As a result of protein oxidation, protein carbonyl
derivatives are generated that can be used as a marker of the
extent of free radical-induced protein damage [12].

Hydroxyl radicals can damage DNA and are implicated in
mutagenesis, carcinogenesis, and aging. Reactive oxygen and
reactive nitrogen species can lead to DNA oxidation including
direct modification of nucleotide base, formation of
apurinic/apyrimidinic sites, DNA single-strand breaks, and,
less frequently, DNA double-strand breaks. Of all the
nucleotides, guanine is the most susceptible to oxidative
damage where the hydroxyl radical can interact with C4, C5,
and C8 positions in the imidazole ring of guanine, and
formation of 8-hydroxyguanine (also known as 8-0x0-7,8-
dihydroguanine) can be utilized as a marker of DNA damage.
Peroxynitrite can also react with guanine with formation of 8-
nitroguanine, which is considered a marker of nitrosative DNA
damage. Single-strand break is a result of interaction of
hydroxyl radicals with deoxyribose and subsequent generation
of peroxy radicals responsible for nicking phosphodiester
bonds that form the backbone of each helical strand of DNA
[13].

C. The organism’s antioxidant defense

Continuous exposure to various types of oxidants from
numerous sources has led the cell and the entire organism to
develop defense mechanisms for protection against reactive
metabolites.
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Various antioxidants with different functions play their
respective roles in the defense network in vivo. Some
antioxidants are proteins and enzymes, while others are small
molecules. The body’s defense antioxidants consist of both
endogenous and diet-derived exogenous antioxidants [2]
(Table 1). From the viewpoint of mechanistic functions, the
antioxidants may be classified into preventing antioxidants,
scavenging antioxidants, and repair and de novo antioxidants
(Fig. 1) [14].

The preventing antioxidants function as the first line
defense by suppressing the formation of reactive oxygen and
nitrogen species (ROS/RNS) by, for example, reducing
hydrogen peroxide and lipid hydroperoxides to water and lipid
hydroxides, respectively, or by sequestering metal ions such as
iron and copper [15]. Antioxidants, which directly interact
with ROS of various kinds, belong to two major groups:
antioxidant enzymes and low-molecular-weight antioxidants.
The enzyme-containing group is composed of direct-acting
proteins, such as SOD (superoxide dismutase). The enzyme
activity itself is capable of enhancing the spontaneous
dismutation of superoxide radicals to H,O, [16]. The end
product of the dismutation reaction (H202) can be removed

TABLE 1. Classification of antioxidants [10].

A. CLASSIFICATION BASED UPON THEIR NATURE
1. Enzymatic antioxidant
Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT)., Glutathione peroxidase
(GPx), and Glutathione reductase (GR).
2. Non-enzymatic antioxidant
a) Metabolic antioxidants
Reduced glutathione (GSH), lipoid acid, L-arginine, coenzyme Qo
melatonin, uric acid, bilirubin, metal-chelating proteins, transferrin, etc
b) Nutrient antioxidants
Vitamin E, vitamin C, carotenoids, trace metals (selenium, manganese,
zinc), flavonoids, omega-3 and omega-6 fatty acids, etc
B. CLASSIFICATION BASED UPON SOURCE
1. Endogenous Antioxidants
Bilirubin, glutathione, lipoic acid, N-acetyl cysteine, NADPH and NADH,
ubiquinone (coenzyme Q)o), uric acid, enzymes (SOD, CAT, GPx, GR).
2. Dietary Antioxidants
Vitamin C, Vitamin E, Beta carotene and other carotenoids and
oxycarotenoids (lycopene and lutein), polyphenols (flavonoids, flavones,
flavonols, and proanthocyanidins
3. Metal Binding Proteins
Albumin (copper), ceruloplasmin (copper), metallothionein (copper),
ferritin (iron), myoglobin (iron), transferrin (iron).
C. CLASSIFICATION BASED MECHANISM OF ACTION
1. Catalytic systems to neutralise or divert ROS
SOD, CAT, GPx
2. Binding/inactivation of metal ions prevents production of ROS by Haber—Weiss
reaction
Ferritin, caeruloplasmin, catechins
3. Self suicidal and chain breaking antioxidants scavenge, destroy ROS
Vitamin C, vitamin E, uric acid, glutathione, flavonoids

4. Quenching ROS, chemical traps/sinks to ‘absorb’ energy

Carotenoids, anthocyanidins

Prooxidant?

Signaling messenger
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Fig. 1. Defense network in vivo against oxidative stress. Various antioxidants
with different functions play their roles in the defense network, the free
radical scavenging antioxidants being one of the players [15].

by the activity of the enzyme catalase and members of the
peroxidase family including glutathione peroxidase [17].

Scavenging antioxidants act as the second line defense in
vivo [15]. These molecules share a similar chemical trait that
allows them to donate electrons to the oxygen radical so that
they can scavenge the radical and prevent it from attacking the
biological target. Scavengers possess many advantages over
the group of enzymatic antioxidants. Because scavengers are
small molecules, they can penetrate cellular membranes and
be localized in close proximity to the biological target. The
cell can regulate their concentrations, and they can be
regenerated within the cell. They possess a wide spectrum of
activities toward a large variety of ROS. The scavenging
mechanism can proceed only if the concentration of the
scavenger is sufficiently high to compete with the biological
target on the deleterious species [18].

Scavengers originate from endogenous sources, such as
biosynthetic processes and waste-product generation by the
cell, and exogenously from diet. That the number of LMWA
synthesized by the living cell or generated as waste products is
so limited is surprising (eg, histidine dipeptides [19],
glutathione [20], uric acid [21], lipoic acid [22], and bilirubin
[23]); most LMWA are derived from dietary sources [24].

Various enzymes function in the third line defense by
repairing damages, clearing the wastes, and reconstituting the
lost function [15].

The DNA repair system, for example, can identify a DNA-
oxidized adduct, remove it, and incorporate an undamaged
base [25-26]. Molecules that can donate hydrogen atoms to
damaged molecules are also considered repair compounds;
one such example is the donation of a hydrogen atom by
ascorbate or tocopherol to a fatty acid radical that was
previously attacked by a radical and lost its hydrogen [24].
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In addition, the adaptation mechanism functions as the
fourth line defense, in which appropriate antioxidants are
generated at the right time and transferred to the right position
in right concentration. Furthermore, there is now increasing
evidence showing that some antioxidants act as a cellular
signaling messenger to regulate the level of antioxidant
compounds and enzymes [15].

D. Oxidative Stress

Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) are the by-products resulting from the cellular
redox process. These reactive species play a dual role in
human as both toxic and beneficial compounds. The delicate
balance between their two opposite effects is undoubtedly a
key aspect of life [10]. At low or moderate levels, reactive
species exert beneficial effects on cellular redox signalling and
immune function, but at high concentrations, they produce
oxidative stress, a harmful process that can damage cell
function and structures [6,9].

The term oxidative stress refers to a condition where the
levels of ROS significantly overwhelm the capacity of
antioxidant defenses in a biological system. Oxidative stress
condition can be caused by either increased ROS formation or
decreased activity of antioxidants or both in a biological
system. Oxidative stress condition is associated with oxidative
damage to biomolecules, including proteins, lipids, and
nucleic acids. Moderate oxidative stress may cause cell
dysfunction, whereas overt oxidative stress usually causes cell
death [27].

The disease conditions in which oxidative stress plays a
role usually involve sustained formation of relatively large
amounts of ROS via various mechanisms, including activation
of inflammatory cells.

Oxidative stress and inflammation are intimately related
processes. On the one hand, inflammation leads to the
production of ROS/RNS from cellular sources, including
NAD(P)H oxidase and inducible nitric oxide synthase. Such
formed ROS/RNS mediate the detrimental effects associated
with dysregulated inflammation. On the other hand, ROS/RNS
cause increased expression of proinflammatory cytokines and
adhesion molecules, thus augmenting or propagating the
dysregulated inflammatory process. Such a dysregulated
inflammatory state is sometimes referred to as inflammatory
stress. As oxidative stress and inflammation are closely
intertwined, the compound term oxidative/inflammatory stress
has been used in the literature to describe settings where both
oxidative stress and dysregulated inflammation contribute to
disease pathophysiology [27].

E. Oxidative stress and human disease

It has been increasingly realized that because of the
ubiquitous biological toxicity of ROS, the similarity of ROS-
induced pathology to that of many spontaneous diseases, and
the relative ease with which ROS are produced, much disease,

from malignancy to cardiovascular disease and dementia, is
associated with ROS [28].

Increased formation of ROS/RNS and subsequent
oxidative damage to biomolecules have been consistently
observed under various disease conditions. However, these
observations do not necessitate a causal relationship between
oxidative stress and disease development. Possible
relationships between oxidative stress and diseases, and the
effects of controlling ROS/RNS on disease development are
summarized below [27].

* ROS/RNS act as the only initial cause of the disease.
Control of the ROS/RNS will prevent or stop the disease
development.

* ROS/RNS act as one of the initial causes of the disease.
Control of the ROS/RNS will mitigate the disease
development.

* ROS/RNS act as a contributing factor in the disease
progression. Control of the ROS/RNS will slow the disease
progression.

* ROS/RNS are formed as a consequence of the disease
and contribute to the progression of the disease
pathophysiology. Control of the ROS/RNS will slow the
disease progression.

* ROS/RNS are formed as a consequence of the disease
and play no role in disease initiation or progression. Control of
the ROS/RNS will have no effects on disease process. Table 2
lists some of the disease processes and related conditions in
which oxidative stress plays a role.

III. ASSESSMENT OF ANTIOXIDANT CAPACITY

An antioxidant may be defined as a substance which, when
present at low concentrations compared with those of an
oxidizable substrate, such as fats, proteins, carbohydrates or
DNA, significantly delays or prevents the oxidation of the
substrate [29].

A compound might exert antioxidant actions in vivo or in

food by inhibiting generation of ROS, or by directly
scavenging free radicals. Additionally, in vivo an antioxidant
might act by raising the levels of endogenous antioxidant
defenses (e.g. by upregulating expression of the genes
encoding SOD, catalase or glutathione peroxidase) [30].
In the stressful unhealthy 21* century’s way of life,
antioxidants have gained a considerable attention, and demand
for intake of antioxidant food or dietary antioxidant is
increasing with the hope of keeping the body healthy and free
from diseases [31,32].

It is reasonable to expect the beneficial effects of
antioxidants in maintaining our health and lowering disease
risk. Thus the assessment of antioxidant capacity has been the
subjects of extensive studies. There is no general, reliable
method for assessment of antioxidant capacity even in vitro.
The effects of antioxidants in vivo are far less understood. It is
difficult to show unequivocally whether or not antioxidants
are in fact effective for prevention and/or treatment of diseases
and, if so, whether it is by the action of scavenging free
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radicals. Solid data showing the correlation between
antioxidant capacity and successful pharmacological
properties has not been reported [15]. Fig.2 summarizes the
overall strategy in evaluation antioxidant action, capacity and
efficacy of antioxidants of different natures (natural or
synthetic).

TABLE 2. Disease processes and related conditions in which reactive oxygen
and nitrogen species play a causal or contributing role [27].

Disease Description

. Hypertension, Atherosclerosis
Cardiovascular yp S . L
. Myocardial ischemia-reperfusion injury
Diseases

Heart failure, Cardiotoxicity

Diabetes an . . . L
d Diabetes, Diabetic complications

Metabolic Obesity, Insulin resistance

Syndrome

Neurological Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease

Diseases Stroke, Amyotrophic lateral sclerosis
Chronic obstructive pulmonary disease

Pulmonary Asthma, Hyperoxia-induced lung inju;

Diseases > F1YP £ mjury

Pulmonary toxicity

Alcoholic fatty liver disease

Nonalcoholic fatty liver disease
Hepatotoxicity, Inflammatory bowel disease
Ischemia-reperfusion injury

Diabetic nephropathy

Ischemia-reperfusion injury, Nephrotoxicity
Cataract

Age-related macular degeneration
Ultraviolet light-induced skin injury
Scleroderma, Contact dermatitis, Psoriasis
Chemical carcinogenesis

Hepatic and
Gastrointestinal
Diseases

Renal Diseases

Eye Diseases

Skin Diseases

Cancer Spontaneous cancer development
Angiogenesis, Cancer metastasis

Aging Liff:span )
Aging-related organ degeneration

Arthritic Rheumatoid arthritis

Diseases Other types of arthritis

Sepsis Septi‘c shock )
Multiple organ dysfunction

. Viral infections
Infections

Bacterial infections
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Fig. 2. Unit processes and factors for assessment of antioxidant capacity in
vitro and in vivo [15].

A. Assessment of Free Radical Scavenging Capacity in vitro

Various assays have been described in which the putative
antioxidant is added to a reaction mixture in which free
radicals are generated. The mechanism involved and the type
of assessment, antioxidant capacity assays can be divided in
two main categories. The first category is an “assessment of
antioxidant efficacy in relation to free radical species”. This
category includes different reaction mechanisms models such
as: (1) Hydrogen atoms transfer reactions model (HAT) based
on the transfer of hydrogen atoms; (2) Single electron transfer
reactions model (SET) based on the transfer of a single
electron; (3) Hydrogen-electron transfer reactions model
combining the two mechanisms HAT and SET [33].

The second category is an “assessment of antioxidant
efficacy using biological significant markers and significant
substrates” [34-36]. This category involves the determination
of antioxidant efficacy via evaluation of the damaging effects
on a biological substrate produced by reactive species of
oxygen (ROS) or related nitrogen oxide species (RNOS) when
reacting lipids, lipoproteins, DNA etc. [37].

According to the Halliwell’s definition of an antioxidant
[29], not all reductants involved in a chemical reaction are
antioxidants; only those compounds which are capable of
protecting the biological target meet these criteria. This
protection may be based on several mechanisms of action,
namely: (i) inhibition of generation and scavenging capacity
against ROS/RNS; (ii) reducing capacity; (iii) metal chelating
capacity; (iv) activity as antioxidative enzyme; (v) inhibition
of oxidative enzymes [38]. Table 3 summarizes the most
important in vitro tests for the assessment of antioxidant
capacity:

TABLE 3. List of In-Vitro antioxidant methods [39]
Name of the method
Hydrogen Atom Transfer methods (HAT)
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) method
Lipid peroxidation inhibition capacity (LPIC) assay
Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP)
Inhibited oxygen uptake (I0C)
Crocin bleaching Nitric oxide radical inhibition activity
Hydroxyl radical scavenging activity by p-NDA (p-
butrisidunethyl aniline)
Scavenging of H202 radicals
ABTS radical scavenging method
Scavenging of super oxide radical formation by alkaline
(SASA)
Electron Transfer methods (ET)
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) decolourization
Ferric reducing antioxidant power (FRAP)
DPPH free radical scavenging assay
Copper (II) reduction capacity
Total phenols by Folin-Ciocalteu
N,N-dimethyl-p-Phenylenediamine (DMPD) assay
Other Assays
Total oxidant scavenging capacity (TOSC)
Inhibition of Briggs — Rauscher oscillation reaction
Chemiluminescence
Electrochemiluminescence
Fluorometric Analysis
Enhanced chemiluminescence (ECL)
TLC bioautography
Cellular antioxidant activity (CAA) assay
Dye-substrate oxidation method
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Measurements of lipid peroxidation should be the first line
of tests to establish the potential antioxidant action of dietary
antioxidant compounds. An antioxidant index based on the
ability to scavenge peroxyl radicals may then provide support
for antioxidant efficacy in in vitro systems [40,41].

The deoxyribose assay allows the determination of rate
constants of reactions with OH. radicals, the assessment of
abilities to exert prooxidant action, and the assessment of
abilities to chelate metal iron. Assays involving DNA damage
have also been developed for assessing pro-oxidant actions.
These assays have unique features. The positive pro-oxidant
actions in the deoxyribose system rely on the ability of the
compounds to interact with metal ions (i.e. to promote
reduction of Fe’* to Fe* chelates) and hence, to promote OH.
formation in the presence of H,O,. The assays involving DNA
rely on the ability to reduce the metal ions in the iron-
bleomycin-DNA or the copper-1,10-phenanthroline-DNA
complex [40].

During in vitro testing, it is essential to examine the action
of a compound over a concentration range that is relevant to
its intended use. For example, if the compound is present in
vivo at low concentrations (less than 1 umol), its ability to
inhibit lipid peroxidation only at high millimolar
concentrations is irrelevant unless there is good reason to
suspect that it concentrates at a particular site in vivo. The
same is true if the compound exerts a pro-oxidant effect at
high concentrations in vitro and is only present at low
concentrations and exerts antioxidant action to different
species [40].

There is considerable debate about which method is best
and it is critical to understand that these tests are done in test
tubes, not in people, since, there are different ways to measure
antioxidant power, leaving research people seriously confused
[39].

The commonly accepted methods for evaluating
antioxidant capacity rely on the inhibition of radical chain
reactions caused by a presumed antioxidant.

Most of the methods are based on the decrease of specific
absorbancy of a long-lived free radical in the presence of the
antioxidant. The decrease of the 2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) and of the radical cation
derived  from  2,2'-azino-bis  (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) are the stable radicals mainly used in
‘in vitro’ assays as they provide easily comparable results.

Despite the possibility of determining antioxidant capacity
using important biological markers and substrates, the most
frequently used methods are still based on the assessment of
antioxidant efficacy as radical scavengers. This choice is due
to the fact that methods using biological significant markers
are affected by several drawbacks such as:

1. The lack of reproducibility when using the oxygen
consumption method that is connected with the general lack of
reproducibility of oxygen electrodes.

2. The lack of reproducibility when using lipoproteins
which are obtained by extraction from tissues.

3. The complexity of the procedures used to follow the
reaction(s).

4. The difficulties of automating these kinds of methods.

Finally, the ORAC, TEAC or DPPH assays are not strictly
related to a compound’s efficacy against ROS and
consequently not strictly related to the antioxidant activity.
These methods are more frequently used to assess the radical
scavenging behaviour of food and raw materials [37].

In vitro assays can only rank antioxidant activity for their
particular reaction system and their relevance in vivo health
protective activities is uncertain. Therefore, it is prodent to use
more than one type of antioxidant assay to measure
antioxidant activities, and to include at least one assay that has
biological relevance [39].

As the total antioxidant capacity is dependent of a
multitude of factors, a “battery” of assays measuring different
aspects of the behaviour of antioxidants is strongly
recommended to generate a complete antioxidant profile. In
this context, a primary factor to consider when selecting a
method is the mechanism of reaction and its relationship to
what might occur in the envisioned application. It is also
advantageous to select methods that are commonly accepted,
validated and standardized, with a large body of comparable
data available in the literature [38].

B. Antioxidant Capacity in Cultured Cells

The advantage of using cultured cells is that various
different stressors and cell types including model systems for
some specific disease can be used for evaluation of the
antioxidant effects. The effects of antioxidants have been
measured against oxidative stress in cultured cells for the
suppression of ROS formation, oxidation of lipids, proteins
and DNA, and cell death. The antioxidants are added to the
cell culture medium simultaneously with the stressor or
preincubated beforehand to incorporate into the cells. It is very
important to measure the intake of antioxidant into the cells
for sound evaluation of the antioxidant effect, because the rate
of intake into the cells varies markedly with the antioxidants
[15].

The amount of antioxidants, especially lipophilic
antioxidant, added into the culture medium should be chosen
carefully so they would not differ much from the physiological
conditions.

C. Antioxidant capacity in vivo

Studies in order to evaluate the pharmacology of
antioxidants (drug derived or plant-derived antioxidants)
should balance the use of in vivo biomarkers with the choice
of population, formulation and dose of antioxidants being
used, the expected outcome variables, and the pathologic
viables. Fig. 3 suggests one such rationale. The global
direction would be for food and drug antioxidants to be
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evaluated for their inherent properties using in vitro models.
Assessment of their protective effects in human health and
disease should then consider how the steady state levels of
markers of oxidative damage are affected by the antioxidants
[30].

The capacity of antioxidants in vivo is determined by
many factors which should be taken into consideration in its
assessment (Fig. 2). One of such factors is the bioavailability.
The antioxidants should be absorbed, transported, distributed,
and retained properly in the biological fluids, cells and tissues.
The bioavailability of various antioxidants and effect of
dosage and duration have been studied by analysis of
biological fluids and tissues of humans and experimental
animals after intake of antioxidants. The time-course change
in the concentrations of metabolites as well as the parent
antioxidant has been analyzed. Metabolism also affects the
antioxidant capacity in vivo [15].

The capacity and efficacy of antioxidants in vivo may be
assessed most accurately by the effect of antioxidant
compounds and materials on the level of oxidation in
biological fluids and tissues, such as plasma, erythrocytes,
urine, and cerebrospinal fluids, from humans and experimental
animals. Saliva and tear may also be wused. Reliable
biomarkers are essential for this purpose and many biomarkers
for oxidative stress have been applied to measure the level of
oxidation in vivo [42-45]. Oxidation products of lipids [46-
51], oxidative modification and expression of proteins and
sugars [52,53], strand breaks of DNA and oxidation products
of DNA bases [54] have been used as oxidative stress
biomarkers. Measurement of oxidative damage in humans is
summarized in Table 4.

TABLE 4. Measurement of oxidative damage in humans [30].

There are several indicators of the extent of oxidative damage in humans.
Some of the most common include measuring:
Oxidative DNA damage

GC/MS/SIM detection of oxidized base products

HPLC-based assays for oxidized base products

Single gel electrophoresis assay (Comet assay)

Oxidative damage to lipids

Measurement of conjugated dienes

Measurement of isoprostanes

Measurement of hydroperoxides

Measurement of thiobarbituric acid reactive materials by HPLC

Assessment of the levels of antioxidant enzymes
Catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase
Assessment of protein damage

Steady state protein damage can be quantified in terms of the numbers of
protein carbonyls and modified tyrosine residues.

Total ongoing (repaired) protein damage can be indicated by the
concentration of modified tyrosines and fluorescent bityrosines in the
urine.

Assessment of levels of low molecular weight antioxidants and
vitamins

Uric acid/allantoin, glutathione, flavonoids, vitamin E and C,

B-carotene

Free radicals

hd

Clinical conditions:
neurodegenerative diseases, cancer, atherosclerosis,
malaria, ischemia/reperfusion injury,

AIDS/HIV infection,
inflammation, diabetes, etc.

-~

Food—grade and plant—derived antioxidants:
flavonoids, vitamin E, B—carotenes, catechins, etc. '

h 4

Pro—oxidant/antioxidant assessment

v

—P|Disease models and/or clinical trialsi——

T

Oxidative stress

v

v h 4

Markers of oxidative damage: DNA (base products),
lipids (isoprostanes), proteins (altered amino acids), .
carbohydrates, and other markers N

of tissue and cellular damage

v

Fig. 3. Human antioxidant strategy [30].

The effects of various antioxidants on the levels of
oxidative stress biomarkers are evaluated in experimental
animals under normal conditions and oxidative stress. The
effects of antioxidants are further assessed in some clinical
intervention cases and model animals for specific diseases.
Some studies confirmed the positive effects of antioxidants
and antioxidant rich diets to reduce the level of oxidative
stress status in vivo as assessed by the biomarkers listed in
Table 2, while others did not show any significant effects, in
spite of the increase in the antioxidants. In contrast to the
cultured cells which are often antioxidant-deficient and
respond well to the added antioxidants, the beneficial effect of
antioxidants is difficult to observe in normal healthy subjects
with sufficient amounts of antioxidants [55,56]. Current
evidence suggests that the antioxidant intake does not reduce
oxidative stress biomarkers appreciably in healthy individuals
with sufficient amounts of antioxidants under normal
conditions, but that antioxidants lower such biomarkers in
subjects in malnutrition, with increased oxidative stress or in
patients of diseases related to oxidative stress [57].

Even in  well-designed, randomized, cross-over,
intervention studies, the data are contradictory and confusing,
which may be ascribed to the complex effects of oxidative
stress on pathogenesis, inadequate study design such as choice
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of antioxidant, its dosage, starting time, duration, and methods
of analysis [15]. The choice of subjects may also be critically
important. It appears that the higher beneficial effects of
antioxidants have been observed in animal studies than in
human studies, which may be ascribed, at least in part, to the
fact that animal studies are started often before the onset of
disease, whereas those for humans after the onset of disease
[15].

IV. CONCLUSION

Various biomarkers to determine the antioxidant capacity
in a biological system have been developed and advanced.
However it seems that there is not yet one system that predicts
health outcomes, due to the various factors affecting the
antioxidant capacity in a biological system such as interactions
of antioxidants, genetic variance, and the origin of reactive
oxygen species. Therefore, an important future direction of
research would be to elucidate how best to improve our body
defense systems against oxidative damage, which in turn
might reduce the risk of chronic diseases, by means of dietary
modifi cation rather than by taking large amounts of
antioxidant supplements [58].
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RESUME

Les Polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) jouent un réle clé dans la défense anti-infectieuse de 1’héte par
I’intermédiaire de la production massive des formes réactives de 1’oxygéne (FRO) par la NADPH oxydase et la libération
des protéines antibactériennes contenues dans les granules. Cependant, la libération inappropriée de ces molécules dans le
milieu extracellulaire peut induire des dommages tissulaires sévéres, contribuant ainsi a la physiopathologie de plusieurs
maladies inflammatoires aigues et chroniques.

Dans le présent travail, nous avons montré que la thymoquinone (TQ) inhibe fortement les fonctions du neutrophile
humain induites par le fMLF, notamment la production des FRO (ICso = 0,08 pg/ml) et la dégranulation. L’inhibition de
la production des FRO n’est pas due a un effet scavenger, puisque la TQ n’inhibe pas la production d’anions superoxydes
par le systeme xanthine/xanthine oxydase, ni a un effet cytotoxique sur les neutrophiles comme 1’indique les tests de
viabilité. De méme, la TQ n’a montré aucun effet sur ’activité catalytique du complexe NADPH oxydase préassemblé, ni
sur la translocation vers la membrane de ses composantes cytosoliques. De maniére intéressante, la TQ inhibe la
phosphorylation de la sous unité cytosolique p47°H°% de la NADPH oxydase sur les Sérines 304 et 328 induite par le fMLF.
La TQ inhibe également la libération des granules spécifiques et azurophiles, comme en témoigne la diminution de
’expression & la surface cellulaire de la gp91PHOX et du CD11b ainsi que de la libération extracellulaire de la MPO.
Parallélement, les voies des PKC et des MAPKSs, connues pour étre impliquées dans la phosphorylation de la p477H% et
la dégranulation respectivement, sont toutes deux affectées par la TQ. Enfin, dans un modéle de pleurésie induite par la A-
carraghénine chez le rat, la TQ réduit I’accumulation des PMN dans la cavité pleurale, montrant ainsi que non seulement
elle inhibe les fonctions des neutrophiles, mais posséde également des propriétés anti-inflammatoires in vivo. A cet égard,
la TQ détiendrait un potentiel thérapeutique prometteur.

Mots clés : Thymoquinone ; neutrophiles ; NADPH Oxydase ; formes réactives de 1’oxygéne ; p477"°X; phosphorylation ;
dégranulation.

SUMMARY

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are key players in host defense against pathogens through the robust
production of reactive oxygen species (ROS) by NADPH oxidase, and the release of antibacterial proteins from granules.
However, inappropriate generation and liberation of these molecules into the extracellular environment may induce severe
tissue injuries, thereby contributing to the physiopathology of acute and chronic inflammatory disorders.

In the present study, we show that thymoquinone (TQ) inhibits fMLF-induced neutrophils functions, including ROS
production (ICso = 0.08 pg/ml) and granules exocytosis. The inhibition of ROS production was not due to a scavenger
effect, as TQ did not inhibit superoxide anion produced by the xanthine/xanthine oxidase system, nor to a cytotoxic effect
on neutrophils. In addition, TQ did not affect the catalytic activity of preassembled NADPH oxidase and also didn’t affect
the translocation of its cytosolic subunits towards the membrane. Interestingly, TQ impaired p47°H°* phosphorylation, a
cytosolic subunit of NADPH oxidase, on Ser-304 and Ser-328 in response to fMLF. TQ also attenuated specific and
azurophilic granules exocytosis in fMLF-stimulated neutrophils as shown by the decrease of cell surface expression of
gp91PHoX CD11b and release of MPO. Concomitantly, both PKC and MAPK pathways, which have been involved in
p47°H9X phosphorylation and granules exocytosis respectively, were inhibited by TQ in fMLF-stimulated neutrophils.
Finally, in a model of A-carrageenan-induced pleurisy in rats, TQ reduced neutrophil accumulation in pleural space,
showing that not only it inhibits PMN functions but also holds anti-inflammatory properties in vivo. In this regard TQ
exhibits promising therapeutic potential.

Keywords: Thymoquinone; neutrophils; NADPH Oxidase; reactive oxygen species; p47°HO%; phosphorylation;
degranulation.
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