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Bases moléculaires
de la granulomatose
septique chronique

Les phagocytes professionnels disposent d’un arsenal
moléculaire microbicide, constitué notamment par une
NADPH oxydase qui catalyse la production d’anions
superoxyde O,. Tout défaut de fonctionnement ou
d’activation de la NADPH oxydase entraine une inca-
pacité des phagocytes a tuer et a digérer les micro-
organismes internalisés par endocytose entrainant une
maladie appelée granulomatose septique chronique, qui
se traduit, souvent des le plus jeune age, par des infec-
tions multiples, graves et répétées. La NADPH oxydase
activée est constituée par I’assemblage de protéines mem-
branaires a fonction redox, dont un cytochrome b de bas
potentiel, et par des protéines sans fonction redox, dont
une protéine G monomérique. Ces protéines non redox
sont localisées dans le cytosol des neutrophiles non acti-
vés ; leur transfert sur les composants membranaires
redox conditionne ’activation de la NADPH oxydase.

férentes approches convergentes, met-
tant en ceuvre la biochimie et la bio-
logie moléculaire d’une part, la géné-
tique et la pathologie humaines
d’autre part, ont permis, au cours
des dix dernieres années, de décryp-

a granulomatose septique
chronique, souvent désignée
par le sigle CGD (chronic
granulomatous disease), est une
maladie familiale caractéri-
sée par des infections graves et répé-

tées dont I’individualisation en patho-
logie humaine est relativement
récente, sans doute a cause de sa fai-
ble incidence (1/10°). Sa base molé-
culaire réside dans une incapacité des
phagocytes professionnels, essentielle-
ment les neutrophiles, monocytes et
macrophages, a produire des ions
superoxyde O, et des dérivés oxygé-
nés bactéricides, et par conséquent 2
tuer les micro-organismes englobés
dans la cellule par endocytose. Dif-

ter le mécanisme d’activation du
systtme générateur d’O, dans les
phagocytes, et de cibler différents
déficits moléculaires spécifiques de la
CGD.

Le présent exposé comporte un bref
historique des étapes qui ont conduit
a l’individualisation de la CGD en
tant que syndrome clinique et entité
moléculaire. Le systéme de produc-
tion d’O, est décrit brievement, de
méme que son activation.
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Des détails complémentaires pourront
étre trouvés dans des revues récentes

(1, 2]

Individualisation

du syndrome

de la granulomatose
septique (CGD) et
corrélation avec un déficit
de production d’O,

dans les neutrophiles

A la fin des années cinquante, une
série d’observations relatives a des
affections microbiennes graves et réci-
divantes, accompagnées de lésions tis-
sulaires inflammatoires, survenant
chez de jeunes garcons, conduisait a
individualiser un nouveau syndrome
clinique sous le nom de maladie gra-
nulomateuse de I’enfant [3]. Ces
observations mentionnaient des adé-
nopathies suppurées a localisation cer-
vicale prédominante, une dermatite
de type eczémateux touchant les pau-
pieres et la région péri-orbitale, une
fievre persistante, une perte de poids,
et une hypergammaglobulinémie. La
maladie progressait par poussées,
avec installation d’une hépatospléno-
mégalie. Apreés quelques années,
I’état du malade devenait critique
avec I’apparition de pneumopathies et
d’infections généralisées des muqueu-
ses et du tissu cutané. La mort sur-
venait avant ’age de six ans. L’exa-
men post mortem montrait au niveau
du foie et des poumons, d’une fagon
assez fréquente des abces, et d’une
fagcon systématique des nodules de
taille variable, le plus souvent de
quelques millimetres, qui, apres exa-
men anatomo-pathologique, révélaient
un processus granulomateux inflam-
matoire. On sait actuellement que ces
nodules peuvent acquérir des dimen-
sions telles qu’ils deviennent la cause
de compressions et d’obstructions. La
flore microbienne comportait des bac-
téries du type Staphylococcus aureus, des
entérobactéries et des micro-
organismes de nature fongique du
type Candida, Aspergillus ou Nocardia.
Dans le cours des années soixante, le
caractere familial de la CGD fut éta-
bli [4, 5], de méme que la réduction
considérable de l’activité bactéricide
des neutrophiles des patients [6, 7].
Fait capital, ces neutrophiles, tout en
étant capables d’englober les bactéries

m/s n® 9 vol. 8, novembre 92

par endocytose, étaient incapables de
coupler I’endocytose a une augmen-
tation d’activité respiratoire [8]. Le
repérage de cette anomalie métaboli-
que allait servir de fil conducteur
pour remonter au défaut moléculaire,
cause de la CGD.

La stimulation de I’activité respira-
toire des neutrophiles liée a la pha-
gocytose avait été, en fait, signalée
pour la premiere fois dés 1933 par
Baldridge et Gérard [9], et mise sur
le compte d’une demande énergétique
accrue. Explorée a nouveau un quart
de siecle plus tard [10], cette stimu-
lation respiratoire phagocytaire se
révéla étre insensible au cyanure, ce
qui éliminait la participation de la
cytochrome oxydase mitochondriale.
Le peroxyde d’hydrogéne H,O,
avait été initialement reconnu comme
I'un des produits résultant de la con-
sommation d’oxygene liée a la pha-
gocytose [11]. Ce n’est que plus tard
que le produit primaire de la réduc-
tion de l’oxygeéne fut identifié au
superoxyde Oj; [12], H,O, étant un
produit secondaire résultant de la dis-
mutation d’O,. En présence d’ions
chlorure et de H,0,, la myéloper-
oxydase déversée dans la vacuole
phagocytaire a partir de granules
cytoplasmiques de type azurophile
catalyse la formation d’hypochlorite et
de chloramines fortement microbici-
des [13].

Le ré6le joué par H,0O, dans la des-
truction des bactéries internalisées fut
explicité avec I’observation que les
neutrophiles de patients atteints de
CGD étaient incapables de détruire
des bactéries riches en catalase, mais,
en revanche, tuaient et digéraient des
bactéries productrices d'H,O, et
déficientes en catalase, par exemple
les streptocoques [14].

Les premieres observations cliniques
de CGD avaient porté sur des jeunes
enfants de sexe masculin dont les
meres présentaient une résistance
apparemment normale aux infections.
En visualisant la production d’Og
par des neutrophiles fixés sur lame de
microscope, grace a la réduction de
nitrobleu de tétrazolium en formazan,
on constata que, dans leur totalité, les
neutrophiles des jeunes gargons
atteints de CGD étaient incapables de
réduire le colorant, mais que la moi-
tié des neutrophiles de la mere étaient
fonctionnels [15]. Cette particularité

permettait de localiser la mutation
dans le chromosome X ; on sait en
effet que chez I'individu de sexe fémi-
nin, I’'un des deux chromosomes X
est inactivé au hasard au début de
Pembryogeneése. Plus tard, on recon-
nut que la CGD pouvait affecter des
sujets des deux sexes avec un mode
de transmission autosomique récessive
[16], ce qui est en accord avec la
notion récente d’un contr6le multi-
génique de la structure et de 1’acti-
vité du complexe enzymatique géné-
rateur d’O, sous sa forme activée.

En résumé, la CGD, une maladie
avec infections récidivantes et séveres,
est plus particulierement dépistée chez
le jeune enfant, parfois avant I’dge de
1 an. Les foyers infectieux se mani-
festent surtout par des adénites et des
adénophlegmons récidivants, des
pneumopathies, des abces hépatiques
et des ostéo-arthrites. Les germes
identifiés sont plus particulierement
des staphylocoques, des Aspergillus,
des salmonelles, des colibacilles et des
mycobactéries. La CGD doit son
nom 2 la présence de foyers inflam-
matoires de type granulomateux dans
différents parenchymes. Les granulo-
mes montrent, a I’examen microsco-
pique, la présence de cellules géan-
tes multinucléées formées par la
fusion de macrophages qui ont
séquestré des bactéries, mais ne les
ont pas détruites du fait d’un déficit
de production d’O,. Ces granulomes
sont généralement de petite taille
(quelques millimetres de diameétre),
mais ils acquierent quelquefois des
dimensions importantes évoquant un
tableau pseudo-tumoral. Il n’existe
pas de différence typique de suscep-
tibilité 2 I'infection en ce qui con-
cerne les différentes formes génétiques
actuellement répertoriées de CGD. Il
semble toutefois que la CGD liée a
I’X soit particulierement sévere.

Ligands agonistes

et récepteurs impliqués
dans I’activation

de la réponse respiratoire
des cellules phagocytaires

La plupart des études sur le méca-
nisme de stimulation de la production
d’O; chez les phagocytes profession-
nels ont été réalisées avec des neutro-

philes pour des raisons de commodité m—
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Relais
enzymatique
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OOH

Chimiotaxie Libération production
d'enzymes de
protéolytiques superoxyde

Figure 1. Activation des trois grandes fonctions des cellules phagocytai-
res : production d’ions O3, libération d’enzymes protéolytiques, chimio-
taxie. Cette activation résulte de la fixation d’un ligand activateur sur un récep-
teur de surface. Le schéma montre I’'arrangement de la chaine polypeptidique
du récepteur des formyl méthionyl peptides et I'interaction de ce récepteur avec
une protéine G trimérique G,, L’interaction entre les deux partenaires se fait
vraisemblablement au niveau de la 3¢ boucle cytoplasmique et la région C-
terminale du récepteur. La séquence de la protéine réceptrice prédite a partir
de I’ADNc [17] fait apparaitre sept régions hydrophobes, probablement orga-
nisées en hélices « transmembranaires. Un arrangement moléculaire similaire
a celui du récepteur des formyl méthionyl peptides existe pour d’autres récep-
teurs de peptides chimioattractifs, ceux spécifiques de I’anaphylatoxine C5a
et de l'interleukine 8. Les acides aminés conservés dans ces trois récepteurs
sont représentés par des boules noires. La partie N-terminale (extracellulaire)
du récepteur montre deux sites de glycosylation (triangles noirs). La partie C-
terminale (cytoplasmique) est riche en résidus Ser et Thr avoisinant soit des
résidus Arg (sites potentiels de phosphorylation par PKC), soit des résidus Glu
ou Asp (sites potentiels de phosphorylation par une kinase acidotrope identi-
que ou similaire a la kinase spécifique du récepteur (-adrénergique (5-ARK).
Contrairement a la rhodopsine et au récepteur (-adrénergique, les récepteurs
des formyl méthionyl peptides, du C5a et de Il’interleukine 8 ne sont pas pal-
mitoylés dans la région C-terminale, ce qui laisse supposer un repliement dif-
férent de la chaine peptidique.
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expérimentale. Les neutrophiles du
courant circulatoire n’ont pratique-
ment pas d’activité respiratoire géné-
ratrice d’O;. La production d’O, est
induite quelques secondes apres la
fixation de ligands activateurs sur des
récepteurs de surface ; elle est si
rapide qu’elle a recu le nom d’explo-
sion respiratoire. L’ion O, est formé
par réduction monoélectronique
d’O,, le donneur d’électrons étant le
NADPH, suivant la réaction :
NADPH + 2 O, = NADP* + H*
+ 20,

Une accélération du cycle des
pentoses-phosphates pourvoit a une
demande accrue en équivalents de
réduction sous forme de NADPH.

L’explosion respiratoire des neutro-
philes est observée au cours de la
phagocytose d’agents particulaires tels
que des micro-organismes recouverts
d’opsonines, par exemple des IgG ou
le fragment Cs;b; du complément.
Des agents solubles qui, a faible con-
centration, ont un pouvoir chimio-
attractif peuvent, a des concentrations
plus élevées, induire une réponse res-
piratoire. Ce sont par exemple le
fragment Cda du complément, les
formyl méthionyl peptides sécrétés
par les bactéries, des lipides bioactifs
en particulier le PAF (platelet activa-
ting factor) et le LTB, (leuco-
triene B,), et D’interleukine 8 ou
NAP, (neutrophil-activating protein).
Tous ces agents se lient a des récep-
teurs de surface spécifiques. L’ADN
complémentaire codant pour le récep-
teur des formyl méthionyl peptides a
été le premier a avoir été cloné et
séquencé [17]. Par la suite, les génes
pour les récepteurs du Cda, de PAF
et de l'interleukine 8 ont été isolés
(voir [1]). Tous ces récepteurs présen-
tent des homologies significatives et
appartiennent 2 une sous-classe de la
superfamille de récepteurs organisés
en sept domaines transmembranaires
et couplés a une protéine G triméri-
que. La partie N-terminale exposce
au milieu extracellulaire contient des
sites de glycosylation, tandis que la
partie C-terminale tournée vers le
cytoplasme contient plusieurs résidus
de sérine et de thréonine dont la
phosphorylation pourrait désactiver la
signalisation (figure 1). Chaque type
de récepteurs est présent a une con-
centration de l'ordre de 50 000 a
100 000 copies par neutrophile.
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Le recrutement par chimiotactisme
des neutrophiles du courant sanguin
vers un foyer d’infection bactérien
grace a des agonistes solubles est bien
illustré dans le cas des formyl
méthionyl peptides sécrétés par les
bactéries. Ces peptides diffusent,
pénetrent dans les capillaires sanguins
avoisinants et se fixent sur les récep-
teurs spécifiques des neutrophiles cir-
culants. Ainsi « étiquetés », les neu-
trophiles adhérent aux cellules de
Pendothélium vasculaire grace a des
récepteurs spécifiques de ’adhérence,
du type sélectines et intégrines [18],
traversent I’endothélium en s’insérant
entre les cellules endothéliales, puis la
membrane basale, et finalement
remontent le gradient chimiotactique
jusqu’au foyer d’infection. Le proces-
sus de phagocytose débute alors. Des
pseudopodes émis par le neutrophile
entourent et captent les bactéries. En
méme temps que se forme la vésicule
phagocytaire, le processus d’activation

de I'oxydase génératrice d’O;
démarre. Une fois internalisées, les
bactéries sont détruites par les déri-
vés d’O,, en particulier HOCI, et
par des enzymes lytiques provenant
de granules cytoplasmiques du neu-
trophile (figure 2).

Transduction
du signal conduisant
a l'explosion respiratoire

Le signal recu au niveau des récep-
teurs de la membrane plasmique
ayant fixé un ligand activateur est
propagé et amplifié a travers une cas-
cade de réactions intracellulaires pour
aboutir a ’activation de la NADPH
oxydase. De facon classique intervient
tout d’abord une protéine G triméri-
que (G;,), dont un des caractéres est
I’inhibition par la toxine de Bordetella
pertussis. La fixation du ligand sur le
récepteur induit un changement de
conformation qui est propagé a la

HOCI
Granules

—

@
\\E T fié’

Membrane plasmique

Bactérie opsonisée

Vésicule phagocytaire

NADPH

%

\
20, Cycle des
pentoses -

- r NADP* /
20, /

Figure 2. Explosion respiratoire et dégranulation liées a la phagocytose
dans un neutrophile. Le schéma montre la capture d’une bactérie opsonisée
par un neutrophile, suivie par la formation d’une vésicule phagocytaire. Deux
événements quasi concomitants au niveau de la vésicule phagocytaire sont illus-
trés : 1. la dégranulation, c’est-a-dire la fusion de la membrane de granules
cytoplasmiques, primaires (ou azurophiles) et secondaires (ou spécifiques) avec
la membrane de la vésicule phagocytaire et le déversement du contenu des
granules dans la vésicule : 2. la sécrétion de I'ion superoxyde O5 dans la
vésicule, suivie de sa dismutation en H,0,, puis de la formation d’hypochlo-
rite HOCI par action de la myéloperoxydase (provenant des granules azurophi-
les) sur H,0, en présence de ClI~.
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protéine G,. Les conséquences en
sont : (1) I’échange de GDP contre
du GTP dans la sous-unité o de
G, ; (2) la dissociation de «o-GTP
des deux autres sous-unités 3y de
G,,; (3) l'interaction de «-GTP
avec une phospholipase C spécifique
du phosphatidyl inositol 4-5 bis phos-
phate. Les produits de clivage de ce
phospholipide sont le diacylglycérol et
I’inositol triphosphate lequel induit le
relichement de Ca?* a partir de
vésicules de stockage [19]. Au-dela
d’une concentration seuil (200 a
300 nM), le Ca?* sous forme libre
facilite la translocation de la protéine
kinase C (PKC) du cytosol vers la
membrane plasmique ou son activa-
tion est potentialisée par le diacylgly-
cérol. L’activation de la phospholi-
pase C est un événement précoce et
transitoire qui est relayé par I’activa-
tion de la phospholipase D. La
déphosphorylation de I’acide phospha-
tidique par cette derniére enzyme
fournit du diacylglycérol qui entre-
tient I’activation de la PKC. La PKC
activée joue un rdle important, mais
non exclusif, dans la réponse respi-
ratoire du neutrophile, en particulier
en phosphorylant une protéine cyto-
solique de 47 kDa, considérée comme
un facteur d’activation de I’oxydase.
L’acide arachidonique, produit
d’action de la phospholipase A,, doit
étre ajouté a la liste des messagers
formés par I’action des phospholipa-
ses C et D, c’est-a-dire Ca?+,
diacylglycérol et inositol triphosphate
(pour revue, voir [1]). Il convient de
noter que ces messagers sont impli-
qués non seulement dans I’explosion
respiratoire, mais encore dans
d’autres fonctions importantes des
neutrophiles telles que la chimiotaxie
et la libération d’enzymes protéolyti-
ques a partir de granules cytoplasmi-

ques (figure 1).

Sensibilisation a I’activation
de la NADPH oxydase
(priming) et désensibilisation

La transition de la forme inactive de
I’oxydase a la forme active n’est pas
un phénomeéne de tout ou rien. La
phase de latence de plusieurs secon-
des qui précede la production explo-
sive d’O; peut étre raccourcie, et la
vitesse de production d’O, amplifiée,
lorsque les neutrophiles sont soumis
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a un contact préalable avec certains
agents qui, a la faible concentration
utilisée, ne déclenchent pas par eux
seuls I’explosion respiratoire. Cette
sensibilisation a I’activation est con-
nue sous le terme de priming [20]. De
nombreux agents de sensibilisation
ont été identifiés, parmi lesquels les
lipopolysaccharides bactériens, le
PAF, le diacylglycérol, un certain
nombre de cytokines dont plusieurs
interleukines, en particulier le facteur
de nécrose tumorale a (TNF-a) et
I'interféron (INF-v), et finalement des
constituants de la matrice extracellu-
laire sur lesquels adhérent et migrent
les neutrophiles apres qu’ils ont quitté
les vaisseaux par diapédeése pour se
diriger vers le foyer d’infection (pour
revue, cf. [1]). Bien que d’une facon
assez constante, la sensibilisation a
I’activation coincide avec une éléva-
tion de la concentration en Ca?*
libre intracellulaire, son mécanisme
précis est loin d’étre élucidé.

L’explosion respiratoire des neutro-
philes est un phénomene transitoire.
Elle ne persiste pas au-dela de quel-
ques minutes ; in vitro, elle cesse des
que ’agoniste est éliminé. La termi-
naison de [lexplosion respiratoire
dépend au moins de deux étapes clés
dans la cascade d’activation de I’oxy-
dase ; I’'une, en amont de la cascade,
concerne la désensibilisation du récep-
teur par internalisation et/ou phos-
phorylation I’autre, en aval, concerne
la stabilité de ’assemblage du com-
plexe oxydase dont la concentration
stationnaire dépend du rapport des
vitesses d’assemblage et de dissocia-
tion de ses composants. Une préva-
lence de la dissociation sur I’assem-
blage entraine une disparition du
complexe (pour revue, voir [1]).

Caractére vectoriel
de la production d’O; dans
la vacuole phagocytaire

Apres fractionnement subcellulaire de
neutrophiles activés par un agoniste
soluble ou particulaire, I’activité oxy-
dase génératrice d’O, est retrouvée
soit dans la membrane plasmique, soit
dans la membrane des vacuoles pha-
gocytaires qui correspond a la mem-
brane plasmique apres internalisation
d’une particule étrangere. Les compo-
sants redox du complexe oxydase qui
transferent les électrons du NADPH
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a O, fonctionnent dans une gamme

restreinte de potentiel d’oxydo-
réduction (de - 320 mV [couple
NADPH/NADP*] a - 160 mV

[couple O,/O,]). Le potentiel du
cytochrome b;5,, le donneur direct

d’électrons a I’oxygeéne, est de
- 245 mV.

Au cours de I’explosion respiratoire
par des neutrophiles qui phagocytent
des micro-organismes, O, est sécrété
dans la vacuole phagocytaire, c’est-a-
dire au contact des micro-organismes
internalisés. L’accumulation de char-
ges négatives qui en résulte du coté
interne de la vacuole phagocytaire est
rapidement compensée par I’entrée de
protons due a I’ouverture de canaux
spécifiques [21]. Pendant les premie-
res secondes de la phagocytose, le pH
de la vacuole phagocytaire s’éleve
jusqu’a 7,5-8,0 ; apres la premiere
minute, il décroit jusqu’a une valeur
constante qui se stabilise a 6,5-6,0
par entrée de protons. La légere élé-
vation initiale du pH, probablement
due a une consommation de protons
dans la dismutation d’O, en H,0,
facilite sans doute I’ attaque des bac-
téries par des protéases neutres dans
la vacuole phagocytaire [22].

L’activation de la NADPH
oxydase implique

un assemblage

de protéines membranaires
a fonction redox et

de facteurs protéiques
d’activation d’origine
cytosolique

La mise au point d’un systéme
d’activation acellulaire de la NADPH
oxydase [23, 24] a constitué une per-
cée expérimentale remarquable dans
I’élucidation des événements molécu-
laires qui accompagnent la transition
de la forme dormante de ’oxydase a
sa forme activée. Ce systeme acellu-
laire comporte une fraction membra-
naire enrichie en membrane plasmi-
que et une fraction soluble appelée
cytosol, toutes deux préparées a par-
tir d’'un homogénat de neutrophiles
ou de macrophages non activés. La
fraction membranaire apporte des
protéines a fonction redox et la frac-
tion cytosolique, des facteurs protéi-
ques d’activation. Pour étre pleine-
ment efficace, le milieu d’activation

doit étre complété par un acide gras
insaturé a longue chaine, du GTP, et
un sel de magnésium. La validité du
systeme acellulaire est fondée sur
I’observation que la production d’O;
dans ce systeme est déficiente lorsque
la fraction membranaire ou la frac-
tion cytosolique_proviennent de neu-
trophiles de patients porteurs de
CGD et est déficiente en composants
spécifiques de I'oxydase: cytoch-
rome bs;, dans le cas de la fraction
membranaire, facteurs protéiques
d’activation de ’oxydase dans le cas
de la fraction cytosolique. De plus,
I’oxydase activée dans le systeme
acellulaire, posseéde la méme spécifi-
citté et la méme affinité pour le
NADPH que ’oxydase des membra-
nes préparées a partir de neutrophi-
les activés.

A c6té de D'approche biochimique
illustrée par le systeme acellulaire, les
techniques de la biologie moléculaire,
en s’appuyant en partie sur les défi-
cits moléculaires de la CGD, ont per-
mis le clonage de génes codant pour
quatre protéines du complexe oxy-
dase, a savoir les deux sous-unités o
et f d’un composant membranaire
redox, le cytochrome b6,;, [25-29], et
deux facteurs cytosoliques d’activation
de 47 kDa et 67 kDa appelés p47 et
p67 [30-32].

La sous-unité a du cytochrome b,
de 22 kDa porterait 1’héme, tandis
que la sous-unité (3, une glycoprotéine
de 91 kDa dont un tiers de la masse
correspond a des résidus glycaniques
[29], serait capable de fixer du FAD
et se comporterait comme une
NADPH-flavodéshydrogénase [33].
En d’autres termes, 1’hétérodimere
communément désigné cytoch-
rome b;;, pourrait étre un flavocy-
tochrome & capable de transférer les
électrons du NADPH a I'oxygene. La
fonction NADPH déshydrogénase de
la sous-unité de 91 kDa reste cepen-
dant a confirmer, au vu de plusieurs
publications concernant I’existence de
déshydrogénases spécifiques dans le
complexe oxydase (pour revue, voir
[1]).

Le géne qui code pour la région pro-
téique de la sous-unité 8 est localisé
sur le chromosome X en Xp21.1
[34] ; celui qui code pour la sous-
unité o est formé de six exons locali-
sés sur le chromosome 16 en 16.q.24

[35]. Quant aux génes codant pour s
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les facteurs cytosoliques p47 et p67,
ils sont situés sur le chromosome 7 en
7.q11.23 et le chromosome 1 en
1.q.25, respectivement [36]. Ces fac-
teurs cytosoliques ont été purifiés a
partir de neutrophiles de différentes
especes (pour revue, voir [1]).

L’activation de la NADPH oxydase
est liée a la translocation et a la fixa-
tion des facteurs cytosoliques sur les
composants membranaires redox de
Poxydase [37] (figure 3). Par exemple,
p47 se fixe sur la portion C-terminale
de la sous-unité 8 du cytochrome 6,5,
[38]. p47 et pb67 contiennent, chacun,
deux régions similaires caractérisées
par une forte identité de séquence
avec le domaine régulateur SH3 (Src
homology 3) présent dans le produit de
’oncogéne Sre et dans un certain nom-
bre de protéines dont I’isoforme vy de
la phospholipase C, la protéine GAP
qui stimule I’activité GTPase des pro-
téines G (m/s n® 5, vol. 8, p. 471), et

une protéine de fixation de l’actine
(APB,) dans la levure. Par leur motif
SH3, ces protéines ont une propension
a se lier aux microfilaments d’actine
qui tapissent la membrane plasmique
[39]. Par interaction avec le domaine
SH3 de p47 et p67, les microfilaments
pourraient étre impliqués dans la
translocation de ces protéines vers les
composants membranaires redox de
I’oxydase.

Le GTP potentialise ’activation de
I’oxydase en systeme acellulaire, en se
liant a une protéine cytosolique qui,
au cours de ’activation, est transfé-
rée sur les composants membranaires
redox (pour revue, voir [1]). Trois
protéines G monomériques dérivées
de la famille ras — 2 savoir les pro-
téines Rac-1 [40], Rac-2 [41] et
Rap-1 (K-rev 1) [42] — potentialisent
I’activité oxydase ; Rac-1 et(ou)
Rac-2 sembleraient étre les candidats
les plus convaincants.

Cytoplasme

20,
20,
Cytoplasme
Phagosome \
NADPH 20,

20;

NADPT,
+H*

Figure 3. Assemblage des composants du complexe NADPH oxydase
aboutissant 4 une forme fonctionnelle génératrice d’0,. Caractére vec-
toriel de la sécrétion d’O; dans le phagosome. Au cours de l’activation
de la NADPH oxydase, trois composants protéiques présents dans le cytosol
de neutrophiles non activés, a savoir une protéine de 47 kDa phosphorylable
par la PKC (p47), une protéine de 67 kDa (p67) et une protéine G monoméri-
que, s’associent aux composants de la chaine redox localisés dans la mem-
brane plasmique du neutrophile. De ce fait, la chaine redox passe de I'état
dormant a I’état activé. En encart est représenté un phagosome provenant de
la vésiculisation de la membrane plasmique avec inversion de polarité (face
externe de la membrane plasmique = face interne du phagosome). On notera
le caractére vectoriel de la production d’O; (dans le phagosome) par réduc-
tion monoélectronique d’O, associée a I'oxydation du NADPH en NADP+ (a
I'extérieur du phagosome).
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Tableau |

CARACTERISTIQUES DES CONSTITUANTS DE L'OXYDASE GENERATRICE D’IONS SUPEROXYDE
DANS LES CELLULES PHAGOCYTAIRES

Localisation
dans le neutrophile
non activé

Composants

Propriétés biochimiques

Localisation

Pourcentage
de formes de CGD
liées 3 une mutation
dans le composant décrit

de génes

Sous-unité # du Membrane plasmique Glycoprotéine transmembranaire. Xp21.1 60
cytochrome bssg et membrane de Région C-terminale cytosolique.
granules spécifiques Région N-terminale extracellulaire
sur laquelle se trouve branchée
une grosse structure antennaire
polysaccharide
Sous-unité @ du  Membrane plasmique Région C- et N-terminales 16.q.24 5
cytochrome bssg et membrane de gra- cytosoliques
nules spécifiques
Facteur p47 Cytosol ® Phosphorylation sur résidus 1.9.25 30
sérine dans la région C-terminale
au cours de [’activation
* p47 se fixe sur la portion
C-terminale de B-cytochrome bgsg
au cours de l'activation
* Posséde 2 domaines SH3
Facteur p67 Cytosol ® Posséde 2 domaines SH3 7.9.11.23 5
Petite protéine G Cytosol * Probablement Rac-1 ou Rac-2 ? ?

Désordres moléculaires
du complexe NADPH
oxydase dans la CGD et
tentatives thérapeutiques

Des mutations diverses (mutations
ponctuelles et délétions) dans les qua-
tre protéines actuellement clonées et
séquencées du complexe oxydase, a
savoir les sous-unités o et B du
cytochrome b,;,, et les facteurs cyto-
soliques p47 et pb7, rendent compte
de la totalité des cas de CGD réper-
toriés [43]. Les mutations dans la
sous-unité 3 du cytochrome b codée
par un gene du chromosome X sont
mises en évidence essentiellement
chez les garcons. Elles provoquent
une déficience quasi totale de 1’acti-
vité oxydase des cellules phagocytai-
res et se soldent par un tableau cli-
nique évolutif grave que !’on
dénomme CGD-X. Les porteurs
féminins de la mutation CGD-X sont
apparemment sains et possedent deux
populations a peu pres égales de neu-
trophiles, I’une avec une oxydase
fonctionnelle et 'autre non. Sur le

m/s n° 9 vol. 8, novembre 92

plan historique, le géne altéré dans la
CGD-X fut pour la premiere fois
identifié a partir d’études chez un
patient présentant une délétion en
Xp21 et des symptébmes de CGD
associés a une myopathie de
Duchenne, une rétinite pigmentaire
et un syndrome de McLeod [44]. La
CGD-X est de loin la forme la plus
fréquente des CGD (60 % des cas).
Elle entraine une perte de la synthese
non seulement de la sous-unité 3,
mais également de la sous-unité a, et
la disparition du spectre du cytoch-
rome b,;,. Les mutations sur les
autres sous-unités du complexe oxy-
dase sont du type autosomique. Par
ordre de fréquence des mutations de
type autosomique viennent celles por-
tant sur p47 (30 % des cas), sur la
sous-unité @ du cytochrome b;;,
(® % des cas) et sur p67 (5 % des
cas). L’ensemble de ces résultats est
résumé dans le Tableau I. Si certaines
mutations aboutissent a un déficit
total de D’activité oxydase, d’autres
ont comme résultat un déficit partiel
(formes variantes de CGD) [45].

Une prophylaxie antimicrobienne uti-
lisant le triméthoprime-sulfaméthoxa-
zole (Bactrim®) ou la dicloxacilline
permet de réduire la durée et ’inten-
sité des poussées infectieuses sans tou-
tefois éviter des surinfections par des
micro-organismes résistants. L’'INF-y
confere aux individus atteints de
CGD une résistance significative aux
infections ; cependant, les mécanis-
mes de défense mis en ceuvre sem-
blent relever plut6t d’une stimulation
de la synthése de protéines bactérici-
des des cellules phagocytaires que
d’une stimulation de production
d’O; [46]. La thérapie génique fait
partie des possibilités d’avenir. Un
pas dans cette direction vient d’étre
accompli dans le cas de patients por-
teurs d’'une CGD due a une muta-
tion sur p47. Des lymphocytes B pro-
venant de ces patients ont été immor-
talisés par le virus d’Epstein-Barr,
puis transfectés par un vecteur rétro-
viral murin contenant le cDNA
codant pour p47 ; cette transfection
a abouti a une restauration partielle
de la protéine p47 (47, 48].
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La fonction de l'ion O,
produit par des cellules
non phagocytaires

est énigmatique

I1 existe de nombreux types de cellu-
les non phagocytaires capables de
produire O, grice a un complexe
enzymatique similaire ou apparenté
la NADPH oxydase (lymphocytes B,
cellules mésangiales, fibroblastes, cel-
lules de I’endothélium vasculaire,
etc.), toutefois avec une efficacité
beaucoup plus faible que les phagocy-
tes professionnels [2]. Dans les cellu-
les non phagocytaires, O, n’a pas de
fonction bactéricide ; son réle reste a
élucider.

Bien que faiblement performants dans
leur capacité de production d’O,, les
lymphocytes B apparaissent actuelle-
ment comme un matériel cellulaire
bien adapté pour explorer certaines
formes de CGD. Ils peuvent étre
entretenus en culture aprés immorta-
lisation par le virus d’Epstein-Barr
(EBV). Comme I’oxydase des neutro-
philes, mais de facon moins efficace,
I’oxydase des lymphocytes B-EBV est
activée par de nombreux agents. Les
lymphocytes B possedent un cyto-
chrome b et des facteurs cytosoli-
ques p47 et p67 immunologiquement
similaires a2 ceux des neutrophiles
[49]. Dans un systeme acellulaire
d’activation de 1’oxydase mettant en
ceuvre des fractions cytosoliques et
membranaires de lymphocytes B-EBV
complémentés avec du GTP, de
I’acide arachidonique et des ions
Mg?+, Pactivité de production d’O,
est faible. Cependant, si la fraction
membranaire issue de lymphocytes B
est remplacée par la fraction mem-
branaire de neutrophiles, la produc-
tion d’O, augmente considérable-
ment, ce qui suggere que les compo-
sants limitants du complexe oxydase
dans les lymphocytes B sont des pro-
téines membranaires a fonction
redox. En revanche, les facteurs cyto-
soliques p47 et p67 sont présents
dans les lymphocytes B-EBV en
quantité importante et sous une
forme fonctionnelle. Sur cette base,
un systeme hétérologue efficace
d’activation de l’oxydase, constitué
par du cytosol de lymphocytes B-
EBV humains et des membranes de
neutrophiles bovins, a été récemment
mis au point [49] ; il pourrait étre un

moyen d’évaluation de déficit en fac-
teurs p47 et p67 dans les formes
autosomiques de CGD.

I Conclusion

En conclusion, si la nature des com-
posants protéiques du complexe
NADPH oxydase des neutrophiles est
désormais connue, le mécanisme de
I’explosion respiratoire reste a éluci-
der. Il convient en particulier de
comprendre comment la fixation des
facteurs cytosoliques sur les compo-
sants redox membranaires des cellu-
les phagocytaires induit dans ces
composants une transition rapide de
I’état dormant a I’état activé. La
nécessité d’une protéine monoméri-
que de type Rac pour I’activation de
I’oxydase pose le probleme de la
reconnaissance spécifique de certaines
séquences de Rac soit par les com-
posants redox a ’oxydase, soit par les
facteurs cytosoliques. La transmission
de signaux d’activation par des récep-
teurs de surface spécifique est égale-
ment un domaine ouvert d’autant
plus que des cascades réactionnelles
paralleles semblent concourir a la
transmission du signal d’activation.
Quant a la terminaison de I’explosion
respiratoire, le mécanisme de son
déclenchement reste hypothétique.
Les rouages moléculaires impliqués
dans le mécanisme d’activation de
I’oxydase des cellules phagocytaires et
dans le contrdle de son activité repré-
sentent un axe particulierement
attractif de 1’énergétique cellulaire.
Finalement il convient de remarquer
que si la pathologie de la CGD liée
au dysfonctionnement de 1’oxydase
frappe un tres faible pourcentage de
la population (1 cas sur 1 million), a
I’inverse des états inflammatoires
aigus ou chroniques causés parfois
par la production massive et non con-
trolée d’ions O, représentent au plan
statistique un probléme social sérieux.
A partir d’une meilleure connaissance
du fonctionnement de I’oxydase, on
peut raisonnablement prédire des
retombées positives au plan pharma-
cologique dans la pathologie de
I'inflammation @

P. Vignais.

Summary

Chronic granulomatous disease.
The clinical syndrome and its
molecular basis

Professional phagocytes are equip-
ped with two types of molecular
weapons comprising lytic enzymes
located in cytoplasmic granules
and a redox complex, the
NADPH oxidase, capable of gene-
rating the superoxide O, upon
activation. A defect in the functio-
ning of the NADPH oxidase
makes phagocytes unable to kill
and digest microorganisms which
are endocytosed. As a result,
patients develop severe recurrent
infections of any organ and granu-
loma formation. This syndrome
was named chronic granulomatous
disease (CGD). In activated pha-
gocytes, the NADPH oxidase is
located in the plasma membrane
and in the membrane of the
endocytic vacuole. The active
NADPH oxidase complex consists
of membrane-bound redox pro-
teins, including a low potential
cytochrome 4 and non-redox pro-
teins including a small G protein
which are present in the cytosol of
resting phagocytes and are trans-
located to the membrane-bound
redox components upon activation
of the cells. This review is concer-
ned with the pathological aspects
of CGD, and some fundamental
features of the signaling pathway
leading to oxidase activation.
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