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Résumé 
 

L’activité NADPH oxydase, responsable de la production d’anions superoxydes microbicides, 
résulte de l’assemblage des protéines cytosoliques p47phox, p67phox, p40phox et Rac1/2 avec le 
cytochrome b558, l’élément membranaire redox formé par les protéines Nox2 (gp91phox) et 
p22phox. L’étude de « variants » CGDX+, caractérisés par une expression normale de Nox2 mutée 
non fonctionnelle, permet d’établir un lien direct entre une région et une fonction spécifique de 
cette protéine. Cependant, la modélisation cellulaire de ces variants est nécessaire pour l’obtention 
d’un matériel biologique suffisamment abondant afin d’aborder la compréhension des mécanismes 
d’activation du complexe NADPH oxydase au niveau moléculaire. Ce modèle est une lignée 
myélomonoblastique humaine inductible en granulocytes (« neutrophil-like ») dont le gène CYBB, 
codant Nox2, a été inactivé par recombinaison homologue (lignée PLB-985 X-CGD). L’approche 
expérimentale consiste à reproduire ces variants dans ce modèle par mutagenèse dirigée, 
transfection stable et sélection clonale. Afin de comprendre le rôle joué par la boucle D 
intracytosolique de Nox2 191TSSTKTIRRS200 dans le fonctionnement du complexe NADPH 
oxydase, une approche par modélisation cellulaire identique à celle explicitée plus haut a été 
entreprise. Nous avons mis en évidence que le remplacement de la boucle D de Nox2 par celle de 
son homologue Nox4 (mutant PLB-985 D-loopNox4-Nox2) était à l’origine d’une  « super-activité » 
NADPH oxydase (Li et al., 2005).  

Le présent travail consiste à élucider les mécanismes moléculaires à l’origine de la super-
activité oxydase de ce mutant. Le mutant D-loopNox4-Nox2 présente une activité NADPH 
oxydase ex vivo de 2 à 8 fois supérieure à celle de cellules PLB-985 transgéniques WT-Nox2 
(transfectées par l’ADNc sauvage) en réponse à divers stimuli. Cette suractivité oxydase est plus 
importante en réponse aux stimuli solubles, et notamment aux deux activateurs ionomycine et 
fMLF, impliquant une augmentation du taux de calcium intracellulaire. Cette suractivité a 
également été mise en évidence dans un système simplifié in vitro contenant uniquement les 
protéines purifiées du complexe oxydase et activé par l’acide phosphatidique. Par contre, aucune 
suractivité NADPH oxydase n’est observée dans les mêmes conditions in vitro en activant par 
l’acide arachidonique. 

L’activité NADPH oxydase du mutant ex vivo présente une sensibilité accrue au calcium libre 
intracellulaire, et elle est moins dépendante de certains événements de phosphorylation lors de son 
activation comparée aux cellules WT-Nox2. Ainsi, la suractivité du mutant D-loopNox4-Nox2 
pourrait provenir d’une modification de la conformation de Nox2, induite par les mutations de la 
boucle D, favorisant l’activation et/ou la stabilisation de l’état activé du complexe NADPH 
oxydase. L’état conformationnel actif de Nox2 mutée serait indépendant de certains événements de 
phosphorylation/déphosphorylation des facteurs cytosoliques et/ou de Nox2. Il reste à présent à 
mettre en évidence ce changement conformationnel et à préciser les protéines et les acides aminés 
phosphorylés impliqués.  

Nous avons également démontré que la surproduction d’O2
.- par le mutant D-loopNox4-Nox2 

améliore son pouvoir bactéricide vis-à-vis de la souche atténuée de P. aeruginosa PAO1. De plus, 
nous avons pu mettre en évidence l’existence de deux phases distinctes et interdépendantes dans le 
processus de bactéricidie de ce microorganisme par les phagocytes. La première phase est 
oxydase-dépendante (production d’O2

.- directement bactéricides) et est nécessaire à l’optimisation 
de la seconde phase (activation de protéases et enzymes granulaires microbicides).  

 
Mots-clés : NADPH oxydase ; CGD ; Nox2 (gp91phox) ; cellules PLB-985 X-CGD 
transgéniques ; cytochrome b558 ; microbicidie 



  

Abstract 
 

The NADPH oxidase of professional phagocytes is a crucial component of the innate 
immune response due to its fundamental role in the production of microbicidal superoxide 
anions. NADPH oxidase becomes activated after assembly of cytosolic proteins p47phox, 
p67phox, p40phox, and Rac1/2 with cytochrome b558, the transmembrane redox core composed 
of proteins Nox2 (gp91phox) and p22phox. Study of X+-CGD “variants”, characterized by a 
normal expression of mutated Nox2 which is non-functional, permits to ascertain a direct 
relation between a region and a specific function of Nox2. However, modelization of these 
variants in a cellular model is necessary to obtain an abundant biological material in order to 
investigate molecular mechanisms of NADPH oxidase activation. This cellular model is a 
human myelomonoblastic line inducible in granulocytes (“neutrophil-like”) which lack 
endogenous Nox2 expression because of CYBB gene targeting (X-CGD PLB-985 cells). 
Experimental procedure consists in reproducing these variants into this model by means of 
directed mutagenesis, stable transfection and clonal selection. In order to understand the role 
played by the intracytosolic D-loop of Nox2 191TSSTKTIRRS200 in NADPH oxidase function, 
a similar approach as described hereinbefore has been applied. We have observed that 
replacement of the D-loop of Nox2 with D-loop of its homolog Nox4 (mutant PLB-985 D-
loopNox4-Nox2) induced a NADPH oxidase super-activity (Li et al., 2005). 

We have investigated molecular mechanisms responsible for overproduction of superoxide 
anions by the D-loopNox4-Nox2 mutant. The super-mutant exhibits an ex vivo oxidase activity 
which is 2 to 8 times higher than that of the transgenic PLB-985 cells WT-Nox2 (transfected 
with wild cDNA) after stimulation by a range of agonists. This superoxide anions 
overproduction is more important during soluble agonist-dependent activation, especially with 
ionomycin and fMLF, two activators involving an increase of intracellular calcium 
concentration. This overproduction is also observed in vitro in a cell free system using only 
purified proteins of the oxidase complex, and activated by phosphatidic acid. In contrast, no 
NADPH oxidase super-activity is observed in vitro in the same conditions after activation with 
arachidonic acid. 

Ex vivo NADPH oxidase activity of D-loopNox4-Nox2 cells manifests an enhanced 
sensitivity to free intracellular calcium, and is less dependent on some phosphorylation events 
occurring during activation compared with WT-Nox2 cells. Then, the super-activity of the D-
loopNox4-Nox2 mutant could come from a modification of Nox2 conformation, induced by D-
loop mutation, improving activation and/or stabilization of the NADPH oxidase activated state. 
The activated conformational state of mutated Nox2 could be independent of some 
phosphorylation/dephosphorylation events of the cytosolic factors and/or Nox2. Now, we have 
to demonstrate this conformational change, and to specify the phosphorylated proteins and 
amino acid residues implicated. 

We have also proved that superoxide anions overproduction by the D-loopNox4-Nox2 
mutant improves its killing activity against attenuated strain of P. aeruginosa PAO1. 
Moreover, we have found that the bactericidal process of this microorganism by phagocytes 
consists in two distinct and interdependent phases. The first phase is oxidase-dependent (O2

.- 
production directly bactericidal), and necessary to optimize the second phase (activation of 
microbicidal granular proteases and enzymes).  

 

Key words: NADPH oxidase; CGD; Nox2 (gp91phox); transgenic X-CGD PLB-985 cells; 
cytochrome b558; killing  
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INTRODUCTION 

I. Processus de phagocytose et microbicidie par le polynucléaire 
neutrophile 

(pour revue voir Underhill et Ozinsky, 2002) 

I.1. Description générale de la phagocytose 

Le processus de phagocytose a été décrit pour la première fois par Metchnikoff en 

1883. Les cellules phagocytaires constituent la première ligne de défense de l’hôte contre les 

microorganismes. Ces phagocytes professionnels, que sont les macrophages, les monocytes et 

les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, sont capables de phagocyter, tuer et digérer les 

bactéries et champignons lors d’épisodes infectieux. Les polynucléaires neutrophiles sont les 

principaux représentants du système immunitaire inné et constituent plus de 60% des 

leucocytes circulants. 

 

 

Figure 1: Schéma de la migration chimiotactique des neutrophiles vers le site inflammatoire 
et infectieux depuis la circulation sanguine. Molécules chimiotactiques : formyl peptides 
bactériens, dérivé du complément C5a, et chemokines, interleukine-8 (IL-8), leukotriène B4 
(LTB4), platelet activating factor (PAF)  produits par les cellules stromales. (D'après Witko-
Sarsat et al., 2000 ; adapté de Foxman et al., 1999) 
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Lors d’une infection, les neutrophiles circulants sont mobilisés au niveau du foyer 

infectieux par chimiotactisme grâce à des molécules et peptides produits in situ qui diffusent 

dans les capillaires voisins (Figure 1). Les composés chimiotactiques sont notamment les 

formyl-peptides produits par les bactéries dégradées tel que le formyl-méthyl-leucyl-

phénylalanine (fMLF), le dérivé C5a du complément, l’interleukine-8 (IL-8), et les 

leukotriènes, comme le LTB4, produits par les cellules avoisinantes. A partir de la circulation 

sanguine, les neutrophiles traversent par diapédèse la paroi des capillaires pour rejoindre le lieu 

de l’infection où ils reconnaissent la bactérie par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques 

localisés sur leurs membranes plasmiques (récepteurs aux dérivés du complément et aux 

immunoglobulines). 

La phagocytose peut alors débuter : les neutrophiles émettent des pseudopodes qui 

englobent la bactérie pour former un phagosome ou vacuole de phagocytose. La phagocytose 

est suivie de l’étape de dégranulation. Les granules cytoplasmiques du neutrophile fusionnent 

avec le phagosome pour former le phagolysosome dans lequel ils déversent leur contenu en 

enzymes et protéines lytiques (protéases et hydrolases). Simultanément, la NADPH oxydase 

membranaire est activée et produit une énorme quantité d’anions superoxydes (O2
.-) convertis 

en dérivés toxiques de l’oxygène, dont notamment l’acide hypochloreux (HOCl). Le HOCl est 

synthétisé par la myéloperoxydase (MPO) à partir du peroxyde d'hydrogène (H2O2) provenant 

de la dismutation des O2
.-. L’action conjointe des dérivés de l’oxygène et des enzymes lytiques 

conduit à la dégradation du pathogène (Figure 2). 

 

 

Figure 2: Représentation schématique du phagolysosome de neutrophile. (D'après Roos et 
Winterbourn, 2002) 
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I.2. Les granules cytoplasmiques du polynucléaire neutrophile  

(pour revue voir Gullberg et al., 1999) 

Les premières observations ont montré la présence de nombreux granules 

cytoplasmiques déchargeant leur contenu dans la vacuole phagocytaire contenant le 

microorganisme internalisé (Cohn et Hirsch, 1960). Ces granules sont formés à partir de l’étape 

promyélocytaire de maturation du neutrophile. Ils sont classés en quatre catégories selon leur 

contenu protéique et enzymatique : les granules primaires ou azurophiles, secondaires ou 

spécifiques, tertiaires ou à gélatinase, et les vésicules sécrétoires.  

Les granules azurophiles (ou primaires) contiennent principalement des enzymes et 

peptides impliqués dans la mort et la dégradation du microorganisme. Ils possèdent entre autres 

de la MPO, les protéases cathepsine G et élastase, ainsi que des défensines et du lysozyme. La 

cathepsine G est une sérine protéase « chymotrypsin-like » catalysant l’hydrolyse de liaisons 

peptidiques au niveau d’acides aminés hydrophobes volumineux. L’élastase est aussi une 

sérine protéase, qui clive les peptides au niveau d’acides aminés neutres. Les défensines sont 

des peptides cationiques riches en cystéine, qui peuvent s’intercaler dans les membranes 

microbiennes et former des pores. Le lysozyme est une hydrolase acide hydrolysant les 

glycosaminoglycanes de la paroi bactérienne. 

Les granules spécifiques renferment également des protéines de dégradation telles que 

le lysozyme et la gélatinase (enzyme catalysant le clivage du collagène de la matrice 

extracellulaire) mais aussi de la lactoferrine, protéine aux propriétés bactéricides qui fixe le fer. 

En outre, les granules spécifiques contiennent de nombreux constituants des récepteurs 

membranaires impliqués dans l’adhérence et l’activation du neutrophile (intégrines, récepteur 

au fMLF…etc). 

Les granules tertiaires contiennent des enzymes lytiques telles que la gélatinase qui, 

en dégradant le collagène de la matrice extracellulaire, favorise la migration du neutrophile sur 

le site de l'infection. Enfin, les vésicules sécrétoires sont formées de nombreux constituants des 

récepteurs membranaires impliqués dans le chimiotactisme et l’adhérence du neutrophile tels 

que les intégrines et le récepteur au fMLF. 

Les granules spécifiques, les granules tertiaires et les vésicules sécrétoires sont surtout 

un important réservoir de cytochrome b558, la sous-unité catalytique de la NADPH oxydase 

phagocytaire (plus de 80 % de la quantité totale).  
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I.3. Activation du métabolisme oxydatif du neutrophile 

La phagocytose s’accompagne d’une intense consommation d’oxygène communément 

appelée explosion respiratoire (« respiratory burst ») (Baldridge and Gerard, 1932). Cette 

activité fut d’abord attribuée à la respiration mitochondriale mais il a été démontré par la suite 

que cette explosion respiratoire était insensible aux inhibiteurs des mitochondries (cyanure et 

antimycine), puis associée à une accélération du cycle des hexoses mono-phosphates et enfin 

qu’elle conduisait en réalité à la production d’anions superoxydes O2
.- (Sbarra et al., 1959 ; 

Rossi et al., 1964 ; Babior et al., 1973).  

L’enzyme responsable de la synthèse d’O2
.- est la NADPH oxydase (Nicotinamide 

Adénine Dinucléotide Phosphate réduit). La NADPH oxydase est un complexe multi-protéique 

catalysant le transfert d’électrons depuis une molécule de NADPH, issue du « shunt » des 

hexoses mono-phosphates, vers une molécule d’oxygène réduite en anion superoxyde: 

NADPH + 2O2 → NADP+ + H+ + 2O2
.- 

La NADPH oxydase du neutrophile est activée par des stimuli solubles tels que le PMA 

(phorbol 12-myristate 13-acétate), le fMLF et l’ionomycine, ou par des stimuli particulaires 

tels que des bactéries opsonisées. L’activation de la NADPH oxydase est transitoire et la 

cinétique de production d’O2
.- diffère profondément selon l’agoniste employé (Dahlgren et 

Karlsson, 1999). 

 

I.3.1. Les dérivés toxiques de l’oxygène 

� L’anion superoxyde O2
.- est une molécule très instable qui peut traverser la 

membrane plasmique (Mao et Poznansky, 1992). Les anions superoxydes ont peu d’effet 

toxique direct sur les microorganismes car ils subissent rapidement une dismutation, spontanée 

ou catalysée par la superoxyde dismutase (SOD), en peroxyde d’hydrogène :  

2 O2
.- + 2H+ → O2 + H2O2 

 

� Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est relativement stable et peut difuser à travers 

les membranes. Il a un pouvoir bactéricide mais il peut être converti en ion hypochlorite OCl-, 

oxydant très puissant également bactéricide. Cette réaction est réalisée par la MPO, libérée lors 

de la dégranulation des granules azurophiles. 
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H2O2 + Cl- + H+ → H2O + HOCl 

HOCl → H+ + OCl- 

(HOCl + Cl- → Cl2 + OH-) 

L’acide hypochloreux HOCl peut réagir avec des amines et former des chloramines dont la 

durée de vie est plus longue et la toxicité très importante pour certaines d’entre elles : 

HOCl + RNH2 → RNHCl + H2O 

 

� H2O2 peut aussi être réduit en radical hydroxyl OH
. 
qui est un composé 

extrêmement toxique :  O2
.- + Fe3+ → O2 + Fe2+ 

Fe2+ + H2O2 → OH
 . + OH - + Fe3+  

Cependant, dans le phagolysosome, la présence de lactoferrine fixant le fer 

empêche sa formation. 

 

� Enfin, l’association de H2O2 et OCl- produit un oxygène singulet 1O2 qui réagit 

notamment avec les lipides membranaires, initiant ainsi leur peroxydation.  

 

Les dérivés toxiques de l’oxygène sont hautement bactéricides mais tout aussi 

cytotoxiques et peuvent être à l’origine de pathologies inflammatoires chez l’hôte. 

L’organisme possède des systèmes de régulation afin de lutter contre un excès d’agents 

oxydants et en particulier des systèmes d’élimination du H2O2 via la catalase ou la glutathion 

(GSH) peroxydase au niveau du cytosol : 

 

Catalase : 2 H2O2 → 2H2O + O2 

H2O2                                H2O 

 

 

NADP+ + GSH                  GSSG + NADPH 

 

 

GSH-peroxidase 

GSH-réductase      
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I.3.2. Rôle des anions superoxydes 

(pour revue voir Rada et al., 2008) 

L’activité NADPH oxydase est requise dans les neutrophiles pour une microbicidie 

efficace (Selvaraj et al., 1966). Un défaut de fonctionnement de la NADPH oxydase résulte en 

un syndrome d’immunodéficience grave : la granulomatose septique chronique (Chronic 

Granulomatous Disease, CGD) (Holmes et al., 1967 ; voir § IV). Les dérivés oxygénés de l'O2
.-, 

énumérés dans le paragraphe précédent, sont généralement reconnus comme hautement 

toxiques et bactéricides par eux-mêmes. Bien que leur réel pouvoir in vivo ait pu être remis en 

question (Reeves et al., 2003), la participation des dérivés de l’oxygène et de la MPO en tant 

qu’agents toxiques dans le neutrophile semble confirmée par de nombreuses observations. 

Tout d’abord, parmi les pathogènes responsables des infections observées chez les 

patients CGD, les microorganismes au phénotype « catalase-négative» sont rarement observés 

(Winkelstein et al., 2000 ; van den Berg et al., 2009). Il se produit probablement un 

phénomène de compensation par le H2O2 généré par le pathogène dans le phagolysosome des 

neutrophiles CGD qui permet son élimination. De même, des bactéries E.coli OxyR-

déficientes, c'est-à-dire incapables d'activer leur fonction enzymatique catalase, sont éliminées 

par le neutrophile plus efficacement que des bactéries sauvages (Staudinger et al., 2002). 

D'autre part, la production phagosomale de HOCl, réalisée par la MPO à partir du 

H2O2, serait suffisante en elle-même pour tuer des bactéries phagocytées (Jiang et al., 1997 ; 

Hampton et al., 1998). Des neutrophiles déficients en MPO, mais possédant une activité 

oxydase normale, ne peuvent pas normalement éliminer ex vivo tous les microorganismes, 

notamment certaines espèces de Candida (Lehrer et Cline, 1969 ; Diamond et al., 1980 ; 

Decleva et al., 2006). Cependant, les personnes déficientes en MPO sont couramment 

asymptomatiques (Kutter, 1998). De ce fait, la MPO parait nécessaire au processus 

d’élimination de microorganismes mais son absence peut être plus ou moins compensée par les 

autres éléments impliqués dans la microbicidie. 

 L'activité oxydase est à l'origine d'un autre phénomène primordial dans l'élimination des 

pathogènes : la compensation de la charge induite par le transfert d'électrons dans le 

phagolysosome et la libération de H+ dans le cytosol. En effet, la NADPH oxydase est 

électrogénique, ce qui signifie que le transfert d’électrons à travers la paroi vacuolaire génère 

une charge au niveau de la membrane. Cette variation du potentiel de membrane stoppe 

rapidement le flux d’électrons à moins que la charge ne soit compensée par le passage d’ions 

chargés positivement du cytosol au phagolysosome ou d’ions négativement chargés dans le 
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sens opposé (Henderson et al., 1987 ; DeCoursey et al., 2003). Or, dans le neutrophile, la 

compensation de charge induite par l'activité NADPH oxydase est réalisée jusqu’à 95% par 

transfert de protons H+ dans le phagosome, via des canaux protons spécifiques (VSOP ou Hv1) 

et/ou via la NADPH oxydase elle-même (Maturana et al., 2002 ; Murphy et DeCoursey, 2006 ; 

Okochi et al., 2009). Ce flux massif de H+ dans le phagolysosome permet de maintenir 

l'activité oxydase, de fournir les protons essentiels à la conversion de l'O2
.- en H2O2 et HOCl, 

de prévenir les écarts de pH dans le cytoplasme et le phagolysosome, et ainsi fournir un 

environnement optimal au neutrophile. 

Plus récemment, le cation K+ a également été proposé dans le processus de 

compensation de charge dans le neutrophile à hauteur de 5% environ (Reeves et al., 2002 ; 

Rada et al., 2004 et 2008 ; Segal, 2005), ainsi que l’anion Cl- (Ahluwalia, 2008). L'existence 

d’un faible flux potassique dans le neutrophile n'est pas remise en cause mais son importance 

dans la microbicidie est controversée. Selon les travaux du Pr Segal et de ses collaborateurs, le 

maintien d'un pH alcalin et la force ionique dus à l'entrée de K+ dans le phagolysosome 

permettent la dissociation des protéases cationiques attachées à la membrane granulaire 

négativement chargée. Après solubilisation dans le compartiment phagolysosomal, elles sont 

activées et peuvent dégrader les bactéries. L’oxydase a dès lors pour principale fonction de 

fournir un environnement alcalin et hypertonique afin d’activer les protéases qui seraient les 

agents bactéricides majeurs. Or, de nombreuses observations vont à l'encontre d’une hypothèse 

aussi réductrice sur le rôle de la NADPH oxydase (pour revue voir : Murphy et DeCoursey, 

2006 ; Rada et al., 2008). Notamment, on peut noter le fait que ce flux de K+, également 

observé par l'équipe du Dr Ligeti, se produit quasiment intégralement durant la phase initiale 

de production d'O2
.- alors que la bactéricidie n’est pas encore totalement efficace. En effet, il a 

été observé que 70% des mouvements de K+ ont déjà eu lieu lorsque l'activité oxydase du 

neutrophile n'est qu'à 20-25% de son taux maximal et pourtant le taux de bactéricidie de S. 

aureus n’est alors que de 10% (Rada et al., 2004). 

 

I.4. La microbicidie par le neutrophile 

L’élimination de microorganismes pathogènes est un processus complexe qui requiert 

la migration du neutrophile, la phagocytose du pathogène, la production de dérivés de 

l’oxygène et la dégranulation avec libération des enzymes et peptides antimicrobiens. Le 

fonctionnement correct de chacune de ces étapes est nécessaire à une microbicidie efficace de 

tous les pathogènes. Comme indiqué précédemment, la microbicidie intraphagolysosomale est 
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le résultat de l'action concertée des espèces réactives de l'oxygène, des enzymes et peptides 

antimicrobiens, et du flux ionique de compensation de charge qui soutient l'activité oxydase et 

maintient un environnement optimal. Cependant, l’importance de chacun des éléments 

microbicides dépend de la nature du microorganisme. 

Ainsi, des neutrophiles de patients CGD sont quasiment incapables d’éliminer des 

microorganismes tels que S. aureus et C. albicans mais peuvent tuer E. coli presque aussi 

efficacement que des neutrophiles normaux (Weiss et al., 1985 ; Rada et al., 2004 ; Decleva et 

al., 2006). Les microorganismes responsables de la majorité des infections dans la CGD sont S. 

aureus, Aspergillus spp., Candida spp. et des enterobacilles Gram-négatif dont notamment 

Serratia marcescens, Salmonella spp. et Burkholderia cepacia (Winkelstein et al., 2000 ; van 

den Berg et al., 2009). Les bactéries « catalase-négative » sont rarement observées dans les 

infections CGD. Il est supposé l’existence d’un phénomène de compensation par le H2O2 

généré par le pathogène dans le phagolysosome des neutrophiles CGD (Winkelstein et al., 

2000). Cependant, certains pathogènes « catalase-positive » impliqués dans la CGD restent 

virulents même en cas de déficience de leur catalase (Chang et al., 1998 ; Messina et al., 

2002). Ainsi, d’autres facteurs de virulence peuvent être à l’origine de la pathogénicité 

observée chez les patients CGD.  

 Concernant S. aureus et C. albicans, leur élimination peut aussi être inhibée ex vivo 

dans des neutrophiles déficients en MPO. Sachant que ces neutrophiles ont une activité 

oxydase normale, voire augmentée, et sont doués du processus de dégranulation, on peut 

supposer que des mécanismes MPO-dépendants sont absolument requis pour une destruction 

optimale de S. aureus et C. albicans (Diamond et al., 1980 ; Decleva et al., 2006). 

Des expériences réalisées sur des souris transgéniques dépourvues d’élastase et/ou de 

cathepsine G ont confirmé que la combinaison de l’activité NADPH oxydase et des enzymes 

antimicrobiennes est absolument requise pour éliminer efficacement tous les microorganismes. 

Des souris KO pour l’élastase sont sensibles aux infections par C. albicans et par des bactéries 

Gram négatif mais pas par des germes Gram positif tels que S. aureus. A l’inverse, avec un 

défaut en cathepsine G, les souris résistent à C. albicans mais pas à S. aureus. Finalement, un 

défaut simultané en cathepsine G et élastase conduit à un défaut de microbicidie équivalent à 

celui obtenu avec des neutrophiles CGD (Reeves et al., 2002 ; Belaaouaj et al., 1998 ; 

Tkalcevic et al., 2000). 
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Les enterobacilles Pseudomonas sont des pathogènes opportunistes à Gram négatif et 

« catalase-positive », fréquemment rencontrés dans les infections nosocomiales. Des 

Pseudomonas spp sont responsables d’infections observées chez les patients CGD et plus 

particulièrement Pseudomonas cepacia, reclassée en Burkholderia cepacia (Winkelstein et al., 

2000 ; van den Berg et al., 2009). L’espèce P. aeruginosa, phénotypiquement apparentée à B. 

cepacia, est responsable d’infections pulmonaires opportunistes principalement chez les 

patients atteints de mucoviscidose (fibrose cystique du poumon). P. aeruginosa possède un 

système de sécrétion de type III qui peut lui permettre d’accomplir la lyse cytotoxique des 

cellules de l’hôte dont celle des neutrophiles (Dacheux et al., 1999). Ce système de sécrétion 

de type III est généralement très actif dans les souches isolées de patients atteints de 

mucoviscidose. Au contraire, les souches non-mucoïdes de P. aeruginosa ont un système de 

sécrétion de type III très peu actif et sont donc nettement plus sensibles à la bactéricidie par les 

neutrophiles. La souche non cytotoxique de P. aeruginosa utilisée dans le cadre de nos travaux 

est la souche standard PAO1 (B.W. Holloway). 

 

Au-delà de leur fonction microbicide immédiate dans le neutrophile, les dérivés de 

l’oxygène sont des molécules pro-inflammatoires stimulant la réponse immunitaire. Or, les 

patients atteints de CGD souffrent également de syndromes d’hyper-inflammation. Ceci a été 

longtemps mis sur le compte d’hyper-inflammations secondaires à des infections par des 

germes non identifiés car décapités précocement par le traitement antibiotique. Des travaux 

récents ont démontré que les hyper-inflammations observées chez les patients CGD peuvent 

être plutôt expliquées par une dysrégulation immunitaire (pour revue voir Rosenzweig, 2008). 

De plus, les patients CGDX et leurs mères porteuses de la mutation sur CYBB qui ont 

schématiquement une activité oxydase réduite de 50 % par rapport aux neutrophiles normaux, 

souffrent également de maladies auto-immunes (lupus érythémateux, discoïde). Il apparaît que 

les syndromes d’hyper-inflammation peuvent être secondaires à : 

- Une production d’espèce réactives de l’oxygène importante par activation de 

l’oxydase des phagocytes lors d’une infection d’un sujet sain par des pathogènes types S. 

Aureus, Aspergillus, C. albicans (germes principaux rencontrés dans la CGD), pouvant 

entraîner des dommages inflammatoires au niveau des tissus infectés. 

- Une très faible production de dérivés oxygénés soit par activation partielle de 

l’oxydase, soit par activation d’analogues de la famille des Nox (cf. § III) dans les tissus 

infectés, permettant l’élimination de microorganismes et virus tels que Helicobacter pylori, 
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Cryptococcus, Influenza, et induisant à long terme des syndromes hyper-inflammatoires et 

auto-immuns (cas des patients CGD et de mères vectrices X-CGD) (Schäppi et al., 2008).  

Des mécanismes physiopathologiques et moléculaires expliquant les hyper-

inflammations des patients CGD ont été récemment avancés. Ces hyper-inflammations 

pourraient être dûes à des défauts de chimiotactisme, de phagocytose, d’apoptose, et de 

dégradation de matériel phagocyté. Ces défauts fonctionnels chez les patients CGD seraient 

liés à une production anormale de cytokines pro-inflammatoires suite à une activation du gène 

NFκB indépendante des dérivés oxygénés (Bylund et al., 2007), à la diminution de 

l’expression de certains récepteurs de l’immunité (Hartl et al., 2008), mais également à une 

dysrégulation du catabolisme du tryptophane entrainant une absence de tolérance vis-à-vis des 

cellules T (Romani et al., 2008). Ainsi, les dérivés oxygénés pourraient avoir un rôle anti-

inflammatoire direct, leur absence ou la très faible quantité produite dans la CGD expliquerait 

les hyper-inflammations observées dans cette maladie.  

 

II.   La NADPH oxydase phagocytaire 

La NADPH oxydase est un complexe multi-protéique composé d’un élément 

membranaire, le cytochrome b558, de protéines cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox 

(phox pour « phagocytic oxidase ») et de deux petites protéines G Rac1/2 et Rap1A. 

Dans les phagocytes au repos, les composants de l’oxydase sont dissociés et répartis 

entre la membrane plasmique ou granulaire et le cytosol (Figure 3). Les protéines p40phox, 

p47phox, p67phox sont associés dans le cytosol selon une stoechiométrie 1 :1 :1 (Lapouge et 

al., 2002). Rac2 est aussi localisée dans le cytosol, liée à son inhibiteur RhoGDI (Rho 

Guanosine-5’-diphosphate dissociation inhibitor) (Kwong et al., 1993). Rap1A est ancrée à la 

membrane avec le cytochrome b558 (Quinn et al., 1992b). Lors de l’activation du phagocyte par 

des éléments pathogènes, une série d’interactions protéine-protéine et protéine-lipide se 

produisent. Les facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox subissent des événements 

de phosphorylation et migrent vers les membranes plasmiques où ils se fixent au cytochrome 

b558. Rac2 subit de même une translocation à la membrane, convertie sous sa forme active 

c’est-à-dire liée à une molécule de GTP (guanosine-5’-triphosphate) (Quinn et al., 1993 ; 

Bokoch et Zhao, 2006). L’association des différentes sous-unités déclenche l’activité oxydase 

avec transfert des électrons du NADPH cytosolique vers une molécule d’oxygène via une 

molécule de FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) (Figure 3). 
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Figure 3: Modèle d'activation de la NADPH oxydase phagocytaire. Les sous-unités 
membranaires Nox2 (gp91phox) et p22phox forment le cytochrome b558. La molécule de FAD 
et les hèmes (Fe) sont liés à Nox2. Au repos, les composants cytosoliques p40phox, p67phox et 
p47phox forment un hétérotrimère, et la protéine Rac est maintenue inactive dans le cytosol, 
associée à RhoGDI et à une molécule de GDP (guanosine-5’-diphosphate). Lors de 
l’activation, la protéine Rac est libérée de RhoGDI, convertie sous forme active avec fixation 
d’une molécule de GTP et recrutée à la membrane. Les trois protéines p40phox, p67phox et 
p47phox subissent des événements de phosphorylation (-P) et s'associent au cytochrome b558 à 
la membrane plasmique. Un transfert d’électrons peut alors avoir lieu du NADPH, via le FAD 
et les hèmes, vers l’oxygène moléculaire pour former des O2

.-. 

 

 

II.1.  Le flavocytochrome b558 

Le cytochrome b558 est une flavohémoprotéine intégrée à la membrane, constituée de 

deux sous-unités : la sous-unité α ou p22phox et la sous-unité glycosylée β ou gp91phox ou 

Nox2 (Parkos et al., 1987 ; Huang et al., 1995 ; Wallach et al., 1996). Les deux sous-unités 

sont assemblées selon une stœchiométrie 1 :1. Le cytochrome b558 a été identifié en 1978 dans 

les vacuoles phagocytaires de granulocytes humains (Segal et al., 1978). Il a été référencé en 

tant que cytochrome b558 du fait de la valeur de sa bande d’absorption α à 558 nm (Cross et al., 

1984) mais il est également nommé cytochrome b-245 en rapport avec son potentiel standard 

de réduction inhabituellement bas de -245 mV (Jesaitis et al., 1995). Le cytochrome b558 porte 

un FAD (flavin adenine dinucleotide) et deux groupements prosthétiques héminiques avec des 

potentiels redox de -225 et -265 mV à pH 7.0 (Sumimoto et al., 1992 ; Segal et al., 1992 ; 

Quinn et al., 1992a ; Cross et al., 1995b). La réaction de transfert d’électrons se déroule en 

deux étapes : une première étape de transfert d’un électron du NADPH au FAD (activité 
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diaphorase) suivie d’une seconde étape via les groupements héminiques pour finalement 

réduire l’oxygène en O2
.- (Figure 3) (Doussière et al., 1996 ; Li et al., 1997 ; Cross et al., 

1999b).   

Dans les neutrophiles au repos, la plupart du cytochrome b558 est concentrée dans les 

granules (spécifiques), et seulement 5 à 20 % sont retrouvés au niveau de la membrane 

plasmique (Ginsel et al., 1990). Lors de l’activation du neutrophile, les granules fusionnent à la 

fois avec la membrane de la vacuole phagocytaire mais aussi avec la membrane plasmique 

(Morel et al., 1985). 

 

 

II.1.1. Nox2/gp91phox 

La sous-unité gp91phox ou Nox2 est une glycoprotéine de 570 acides aminés de 65,3 

kDa, glycosylée sur trois des cinq sites potentiels de N-glycosylation : Asn132, Asn149, Asn240 

dans le neutrophile humain (Harper et al., 1985 ; Wallach et al., 1997). Nox2 est l’élément 

redox de l’oxydase. Nox2 est codée par le gène CYBB localisé sur le bras court du chromosome 

X au locus Xp21.1 (Royer-Pokora et al., 1986). 

Son profil d’hydrophobicité indique la présence de six hélices α transmembranaires en 

N-terminal, contenant les trois sites extracellulaires de glycosylation situés sur deux des 

boucles extracellulaires du modèle proposé. Dans ce modèle (Figure 4), les premiers acides 

aminés sont cytosoliques (Paclet et al., 2004) et Nox2 comporte deux boucles intracytosoliques 

B et D. La boucle B est impliquée dans l’interaction entre Nox2 et p47phox (DeLeo et al., 

1995a), les arginines 91 et 92  étant particulièrement essentielles à l’assemblage des facteurs 

cytosoliques (Biberstine-Kinkade et al., 1999). La boucle D, localisée près du 5e passage 

transmembranaire, participe au transfert des électrons du FAD aux hèmes, en particulier les 

résidus chargés Lys195, Arg198 et Arg199 (Li et al., 2005). Les deux hèmes non identiques sont 

liés à quatre résidus histidines du 3e et 5e passage transmembranaire de Nox2 : His101/His115 et 

His209/His222. Leur incorporation est nécessaire au maintien de la structure de Nox2 et ils 

participent au transfert des électrons du FAD à travers la membrane (Yu et al., 1997 ; DeLeo et 

al., 2000 ; Biberstine-Kinkade, 2001). 
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Figure 4 : Modèle structural de Nox2. Les asparagines glycosylées situées sur les boucles 
externes sont indiquées par leur numéro de résidu, et les histidines liant les hèmes par la lettre 
H suivie de leur numéro de résidu. Les domaines potentiels de fixation du NADPH et du FAD 
sont encerclés en pointillés.   

 

 

La partie C-terminale cytosolique contient les sites potentiels de fixation du FAD et 

du NADPH, déterminés par comparaison avec des séquences de flavoenzymes de la famille 

des ferredoxines NADP réductases (FNR) (Taylor et al., 1993). Les sites de liaison potentiels 

du FAD sont localisés au niveau des acides aminés 338HPFTLSA342 et 354IRIVGD359 (Segal et 

al., 1992, Sumimoto et al., 1992). Ces deux séquences sont similaires à celles engagées dans la 

liaison de l’anneau isoalloxazine et de la chaine ribityl du FAD dans les FNR et glutathion 

réductases. Il a été prouvé que le résidu His338 est primordial à l’incorporation du FAD et que 

cette incorporation est directement impliquée dans la stabilité du cytochrome b558 (Yoshida et 

al., 1998). Quant au NADPH, il se fixe au niveau de quatre régions potentielles : la région 

riche en glycine 405MLVGA GIGVTP F416 contenant le motif GXGXXP qui s’associerait au 

pyrophosphate du NADPH via des liaisons hydrogènes, la région 442YWLCR446 dont la 

tyrosine formerait une liaison hydrogène avec le ribose du NADPH, la région 504GLKQ507 qui 

fixerait l’adénine du NADPH, et le double motif Cys537-Gly538 qui lierait le nicotinamide du 

NADPH (Rotrosen et al., 1992 ; Sumimoto et al., 1992). Selon la structure 3D de Nox2 prédite 

par Taylor et al. en 1993, l’hélice α 484DESQANHFAVHHDEEKD500, localisée près du site de 

fixation de l’adénine du NADPH, recouvrirait le sillon dans lequel le NADPH se fixe. Durant 
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l’activation de l’oxydase, l’accès du NADPH pourrait être régulé par l’interaction de cette 

hélice α avec les facteurs cytosoliques (Li et al., 2007). Cette région, et notamment les résidus 

Asp484, His490, and Asp500, est essentielle au processus de transfert des électrons du NADPH au 

FAD (Li et al., 2005). 

 

Nox2 est synthétisée sous forme d’un précurseur gp65 contenant des chaines latérales 

riches en mannose (Porter et al., 1994). La maturation complète de Nox2 requiert la présence 

de p22phox qui facilite la glycosylation et stabilise Nox2 (Yu et al., 1997 ; Maly et al., 1993). 

Les protéines Nox2 et p22phox isolées sont rapidement dégradées par le protéasome (DeLeo et 

al., 2000 ; Block et al., 2007). Nox2 mature porte une majorité de N-acetyl glucosamine et 

galactose, et une minorité de sucres mannose, glucose, fucose et xylose (Harper et al., 1985). 

La glycosylation n’est pas nécessaire à la fonction catalytique de Nox2 mais semble protéger la 

protéine de la dégradation protéolytique (Paclet et al., 2001).   

Selon certains travaux, Nox2 serait aussi un canal à protons participant au processus 

de compensation de charge lors de sa propre activation (Henderson et al., 1998 ; Maturana et 

al., 2002). Les histidines 111 et 119 situées de part et d’autre de l’histidine 115 de Nox2 

pourraient former un motif permettant le transport de H+ en parallèle du transfert d’électrons. 

Cependant, ce rôle de canal à proton est controversé et Nox2 ne serait pas elle-même le canal à 

protons mais modulerait le flux de protons via d’autres canaux à protons voltage-dépendants 

(Banfi et al., 1999 ; Murphy et Decoursey, 2006). Le canal à protons impliqué pourrait être le 

canal VSOP (« voltage sensor only protein ») ou Hv1, qui a récemment été localisé dans la 

membrane plasmique et la membrane phagosomale de phagocytes (Sasaki et al., 2006 ; Okochi 

et al., 2009). 

 

 

II.1.2.  Sous-unité p22phox 

La sous-unité p22phox est une protéine de 195 acides aminés, de 21 kDa. Elle est 

codée par le gène CYBA situé sur le bras long du chromosome 16 (locus 16q24) (Dinauer et al., 

1990). Contrairement à celui de Nox2, qui est uniquement exprimé dans des cellules 

lymphoïdes et myéloïdes, l’ARNm de p22phox a été détecté dans d’autres types cellulaires. 

P22phox contient une région riche en proline en C-terminal (156PPRPP160 et 177GGPPGGP183) 

qui interagit avec les domaines SH3 (src homology region 3) (Leto et al., 1994 ; Sumimoto et 
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al., 1994). D’après la prédiction des domaines hydrophobes et les études d’interactions 

cytosoliques, p22phox contiendrait deux passages transmembranaires mais certains travaux 

prédisent jusqu’à quatre passages (Figure 5) (Davis et al., 1998 ; Heyworth et al., 2003 ; 

Taylor et al., 2004 ; Groemping et Rittinger, 2005). P22phox n’est pas le centre redox de 

l’oxydase mais est indispensable à la maturation du cytochrome b558 et à l’assemblage du 

complexe oxydase. Elle participe en effet à la stabilité du complexe et interagit directement via 

son domaine PRR avec les facteurs cytosoliques, notamment avec p47phox (Porter et al., 

1994 ; Leusen et al., 1994a ; Dahan et al., 2002). Il est à noter que certains travaux suggèrent 

une implication de p22phox dans l’incorporation et la coordination d’un des hèmes (Quinn et 

al., 1992a ; Foubert et al., 2001). 

 

 

Figure 5 : Modèles structuraux de p22phox. La région PRR est représentée par un rectangle 
gris. A) Avec deux passages transmembranaires, d’après Taylor et al., 2004. B) Avec trois 
passages transmembranaires, d’après Groemping et al., 2005. C) Avec quatre passages 
transmembranaires, d’après Heyworth et al., 2003. 

 

 

II.1.3. Le processus de transfert d’électrons 

Le mécanisme de transfert d’électrons implique sept étapes d’oxydoréduction (Figure 

6). La première étape consiste en un transfert de deux électrons du NADPH au FAD (1). Puis 

un électron est transféré depuis le FADH2 réduit jusqu’à l’hème interne. Il y a formation d’un 

composé radicalaire FAD° (2). Sachant que l’hème ne peut accepter qu’un seul électron à la 
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fois, l’hème interne réduit d’abord l’hème externe (3) avant de recevoir le deuxième électron 

du FAD° (5). L’hème externe réduit transfère ensuite un électron à une molécule d’oxygène, 

conduisant à la génération d’un anion superoxyde (4). Le second électron suit alors le même 

cheminement de l’hème interne vers l’hème externe (6) et enfin vers l’oxygène (7). 

 

 

 

Figure 6 : Mécanisme de transfert d’électrons par le cytochrome b558. Le transfert de deux 
électrons du NADPH s’effectue en 7 étapes d’oxydoréduction avec passage des deux électrons 
vers le FAD (1), puis transmission d’un premier électron via les hèmes (2, 3, 4) et enfin 
transfert du second électron à partir du FAD° via les hèmes (5, 6, 7). L’activité diaphorase 
correspond aux étapes 1 et 2. INT : iodonitrotetrazolium. (D’après Cross et Segal, 2004) 

 

 

L’activité diaphorase correspond au transfert d’électrons jusqu’au centre redox du 

FAD. Cette activité peut être distinguée de l’activité NADPH oxydase en employant un 

accepteur final d’électron de potentiel redox compatible avec le transfert direct des électrons 

depuis le FAD : l’INT (iodonitrotetrazolium). La région de Nox2 responsable de cette activité 

correspond aux résidus 221 à 570. L’activité diaphorase est intrinsèque et ne nécessite pas la 

présence de facteurs cytosoliques. Cependant, les facteurs p67phox et Rac permettent de la 

stimuler (Han et al., 2001 ; Nisimoto et al., 2004). 

 

II.2.  Rap1A 

Rap1A est une petite protéine G de 22 kDa, très abondante dans les neutrophiles, 

membre de la famille Ras. Les petites protéines G lient les nucléotides guanidiques guanosine-
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5’-triphosphate et -diphosphate (GTP et GDP). Elles sont actives lorsqu’elles sont liées à une 

molécule de GTP. Le gène codant Rap1A est situé sur le chromosome 1 (locus 1p13.3). Rap1A 

est associée au cytochrome b558 selon une stoechiométrie 1:1 dans les neutrophiles (Quinn et 

al., 1992b). Rap1A possède un site de géranylgéranylation en C-terminal qui permet son 

ancrage à la membrane. L’association avec le cytochrome b558 est inhibée par une 

phosphorylation de Rap1A en C-terminal réalisée par la protéine kinase A AMPc-dépendante 

(Bokoch et al., 1991). La phospholipase D (PLD) via la phosphorylation de la protéine kinase 

C (PKC) a également été impliquée dans l’activation de Rap1A (M’Rabet et al., 1998). Sous sa 

forme active, c’est-à-dire liée au GTP, Rap1A se fixe plus étroitement au cytochrome b558 

(Bokoch et al., 1991). 

Le rôle de Rap1A n’a pas encore été clairement élucidé. Elle pourrait être in vivo un 

régulateur de la NADPH oxydase. Des travaux montrent que Rap1A pourrait augmenter 

l’efficacité de la voie de transduction du signal PKC-dépendante, et d’autres, réalisés sur les 

cellules HL-60, suggèrent un rôle d’activateur final de l’activité oxydase (Labadia et al., 1993 ; 

Maly et al., 1994 ; Gabig et al., 1995). Rap1A est activée par de nombreux stimuli tels que le 

fMLF, le PAF ou le GM-CSF « granulocyte-macrophage colony-stimulating factor », et ceci 

même en l’absence de cytochrome b558 (M’Rabet et al., 1998). 

 

 

II.3.  Les facteurs cytosoliques du complexe oxydase phagocytaire 

II.3.1. Sous-unité p47phox 

Le facteur p47phox est une protéine de 390 acides aminés, de 44,7 kDa, codée par le 

gène NCF1 situé sur le bras long du chromosome 7 au locus 7q11.23 (Lomax et al., 1989). La 

sous-unité p47phox tient la fonction « d’organisateur » ou « d’adaptateur » en permettant la 

translocation de p67phox et p40phox à la membrane. En effet, la translocation de p47phox se 

déroule normalement dans les neutrophiles déficients en p67phox alors que p67phox reste 

cytosolique dans les neutrophiles déficients en p47phox (Heyworth et al., 1991). De plus, 

p47phox n’est pas indispensable en système reconstitué (cell-free system) en présence d’un 

large excès de p67phox et Rac (Koshkin et al., 1997).  

P47phox contient quatre domaines fonctionnels caractéristiques lui conférant sa 

fonction d’adaptateur (Figure 7): 

- 1 domaine PX (phox homology) en N-terminal : 4-128 
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- 2 domaines SH3 (Src homology domain 3) en tandem : 156-215 et 226-285 

- 1 domaine auto-inhibiteur AIR (auto-inhibitory region) : 292-340 

- 1 domaine riche en proline PRR (proline-rich region) : 360-369 

 

 

Figure 7 : Domaines structuraux de p47phox. Les acides aminés sérines phosphorylés au 
cours de l’activation sont indiqués par un tiret noir. (D’après Groemping et Rittinger, 2005) 

 

  

Le domaine PX de p47phox peut se lier aux produits phosphatidylinositides de la 

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et principalement au phosphatidylinositol-4-phosphate 

[PI(4)P] et au  phosphatidylinositol-3,4-biphosphate [PI(3,4)P2] (Ago et al., 2001 ; Kanai et al., 

2001 ; Karathanassis et al., 2002). Le domaine PX de p47phox possède une seconde poche de 

liaison aux lipides qui peut contenir des phospholipides comme la phosphatidylsérine (PS) et 

l’acide phosphatidique (PA). L’occupation simultanée des deux poches est possible et améliore 

l’affinité de p47phox pour les membranes (Karathanassis et al., 2002). Les 

phosphatidylinositides et les phospholipides PA et PS peuvent à eux seuls stimuler la NADPH 

oxydase (Tamura et al., 1993 ; Peng et al., 2003). La fixation de p47phox à ces lipides est 

indispensable pour sa translocation et une production d’anions superoxydes correctes (Ago et 

al., 2003). 

Les domaines SH3 de p47phox sont impliqués dans la liaison à p22phox : le tandem 

SH3 de p47phox prend en « sandwich » la région PRR de p22phox située entre les résidus 151-

160 (Nobuhisa et al., 2006). Quant au domaine PRR de p47phox, il est engagé dans 

l’association avec le domaine SH3 C-terminal du facteur p67phox (Finan et al., 1994 ; 

Lapouge et al., 2002 ; Massenet et al., 2005). Cette association est renforcée par des 

interactions entre le segment C-terminal restant de p47phox (résidus 372 à 386) et le domaine 

SH3 C-terminal de p67phox (Kami, 2002). Certains travaux suggèrent que lors de la formation 

du complexe oxydase actif, les régions impliquées dans l’association entre p47phox et p67phox 

évoluent : le domaine SH3B de p47phox interagirait alors avec la région PRR de p67phox (de 

Mendez et al., 1996 et 1997).  
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En absence de stimulation, p47phox est maintenue sous une conformation auto-

inhibée (Yuzawa et al., 2004 ; Durand et al., 2006 ; Marcoux et al., 2009). Dans cette 

conformation, le domaine PX et la région auto-inhibitrice AIR interagissent simultanément 

avec le tandem SH3 de la protéine. Cette interaction intramoléculaire prévient le recrutement 

de p47phox à la membrane en absence de stimulation (Figure 8). Lors de l’activation du 

neutrophile, différentes sérines de la région AIR subissent une phosphorylation conduisant, en 

coopération avec d’autres agonistes tels que l’acide arachidonique (Shiose et Sumimoto, 2000), 

à un changement conformationnel de p47phox qui dévoile les domaines SH3 et PX (Ago et al., 

1999 ; Marcoux et al., 2009). P47phox peut alors transloquer à la membrane et participer à 

l’activation de la NADPH oxydase via l’interaction de son domaine PX avec les 

phosphatidylinositides insérés à la membrane, et via la liaison de son tandem SH3 au domaine 

PRR cytoplasmique de p22phox.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Modèle de p47phox dans sa configuration auto-inhibée (au repos) et activée. Les 
événements de phosphorylation, levant les interactions intramoléculaires de p47phox, sont 
schématisés par un P encerclé. PP, PA et PIP2 correspondent, respectivement, à la région PRR, 
à l’acide phosphatidique et au phosphatidylinositol-3,4-biphosphate. La région auto-inhibitrice 
AIR est tracée en noir. (D’après Durand et al., 2006) 
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II.3.2. Sous-unité p67phox 

Le facteur p67phox est une protéine de 526 acides aminés, de 59,8 kDa, codée par le 

gène NCF2 localisé sur le chromosome 1 au locus 1q25 (Volpp et al., 1988 ; Nunoi et al., 

1988). Le facteur p67phox est considéré comme « l’activateur » du complexe oxydase, son 

association au cytochrome b558 est essentielle à l’activité oxydase (Vergnaud et al., 2000 ; Li et 

al., 2007). L’étude de l’association de p67phox avec le cytochrome b558 préalablement inséré 

dans des liposomes a révélé des modifications conformationnelles détectables par microscopie 

à force atomique (Paclet et al., 2000). Ainsi, p67phox peut être à l’origine d’effets allostériques 

sur l’activité catalytique du cytochrome b558. P67phox présente quatre types de domaines 

fonctionnels (Figure 9): 

- 2 domaines SH3 : 240-298 et 457-515 

- 4 séquences TPRs (tetratricopeptide repeats) : 3-36 ; 37-70 ; 71-104 et 120-154 

- 1 « domaine d’activation » AD : 199-210 

- 1 région PRR : 219-236 

- 1 motif PB1 (Phox and Bem1) : 351-429 

 

 

Figure 9 : Domaines structuraux de p67phox. La localisation de l’acide aminé Thr233 
phosphorylé au cours de l’activation est indiquée par un tiret noir. AD : « activation domain ». 
(D’après Groemping et Rittinger, 2005) 

 

 

Une séquence TPR « tetratricopeptide repeat » est une séquence dégénérée de 34 

acides aminés, impliquée dans des interactions protéine-protéine et dans l’assemblage de 

complexes multiprotéiques. Les 4 TPRs de la région N-terminale de p67phox sont requises 

dans la liaison à la protéine Rac (stœchiométrie 1:1) (Ahmed et al., 1998 ; Lapouge et al., 

2000 ; Grizot et al., 2001a). Deux autres sites adjacents aux séquences TPR seraient engagés 

dans cette interaction : la séquence 170-199 et le « domaine d’activation » 
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199LKGAVVASVVD 210 qui est essentiel à l’activité oxydase (Han et al., 1998). Il a été proposé 

qu’après liaison de RacGTP à p67phox, le domaine d’activation adoptait une structure 

interagissant avec le cytochrome b558 (Nisimoto et al., 1999 ; Dang et al., 2001a). Le domaine 

d’activation joue un rôle critique dans la régulation du flux d’électrons et plus probablement 

dans le transfert d’électrons du NADPH au FAD (Cross et al., 1995a ; Dang et al., 1999a ). 

Ainsi, p67phox avec RacGTP sont les éléments activateurs du cytochrome b558 (Gorzalczany et 

al., 2002).  

Le domaine SH3B de p67phox permet la translocation de p67phox en se fixant 

spécifiquement à la région PRR de p47phox. La spécificité et la haute affinité de cette 

interaction provient d’une part de la liaison du motif PxxP du domaine SH3B de p67phox à 8 

résidus du domaine PRR de p47phox (Gln362-Pro369), et d’autre part de contacts directs entre 

le domaine SH3B et le segment C-terminal restant de p47phox (résidus 372-386 formant deux 

hélices α reliées par un coude) (Kami, 2002). Certains travaux suggèrent que lors de la 

formation du complexe oxydase actif, les régions impliquées dans l’association entre p47phox 

et p67phox évoluent : ce serait alors le domaine SH3B de p47phox qui interagirait avec la 

région PRR de p67phox (de Mendez et al., 1996 et 1997). Enfin, le module PB1 de p67phox se 

lie via des interactions électrostatiques avec p40phox dans les neutrophiles au repos (Nakamura 

et al., 1998 ; Ito et al., 2001). 

 

 

II.3.3. Sous-unité Rac 

La protéine Rac, membre de la famille des petites GTPases Rho, est un élément 

essentiel à l’activité oxydase lorsqu’elle est sous sa forme liée au GTP (pour revue voir Bokoch 

et Zhao, 2006). Il existe deux isoformes de Rac dans les cellules phagocytaires : Rac1 et Rac2. 

Les deux isoformes comptent 192 acides aminés et présentent 92% d’homologie de séquence 

(Kwong et al., 1993). Rac2 est prédominante dans les neutrophiles alors que Rac1 et Rac2 sont 

toutes deux exprimées dans les monocytes et macrophages. Il a été trouvé chez un unique 

patient une mutation inhibitrice (dominant négatif) à l’origine d’une immunodéficience sévère 

caractérisée par une diminution de l’activité oxydase mais également d’autres fonctions du 

neutrophile (Ambruso et al., 2000 ; Williams et al., 2000). En effet, les neutrophiles de ce 

patient présentent un défaut de chimiotactisme et de polarisation limitant leur mobilisation vers 

les sites infectieux, ainsi qu’un défaut de dégranulation du contenu des granules azurophiles.  
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Le recrutement de Rac à la membrane requiert une geranylgeranylation dans une 

région polybasique en C-terminal et se réalise indépendamment de celui de p47phox et 

p67phox. En outre, la translocation de Rac dans des neutrophiles déficients en Nox2 est moins 

importante, ce qui laisse supposer une association directe entre Rac et le cytochrome b558 

(Heyworth et al., 1994). Au repos, Rac est cytoplasmique et associée à une protéine RhoGDI 

(GDP dissociation inhibitor) qui la maintient sous forme inactive (Kwong et al., 1993). 

L’activation du neutrophile induit la dissociation de RhoGDI et la translocation de Rac à la 

membrane (Quinn et al., 1993 ; Abo et al., 1994). Rac est alors convertie sous sa forme active, 

c’est-à-dire liée à une molécule de GTP, sous l’action d’une protéine GEF (GDP/GTP 

exchange factor). Rac va alors s’associer à p67phox et au cytochrome b558 et permettre 

l’activation de l’oxydase (Figure 10). 

 

 

Figure 10: Modèle de régulation de l’activité du cytochrome b558 en deux étapes par Rac2. 
Dans l’étape 1, Rac2 migre à la membrane et interagit avec la bicouche lipidique via sa partie 
C-terminale. Par l’intermédiaire de sa région « insert » (rectangle hachuré), Rac2 interagit avec 
le cytochrome b558 et contribue à l’activation du flux d’électrons du NADPH au FAD, sans 
interagir avec p67phox. P67phox participe à la régulation de ce premier flux d’électrons via son 
domaine d’activation représenté par un rectangle quadrillé. Dans l’étape 2, Rac2 s’associe à 
p67phox et induit un changement de conformation de p67phox qui permet la poursuite du flux 
d’électrons du FAD à l’oxygène via les hèmes. (D’après Bokoch et Diebold, 2002) 

 

 

La région N-terminale de Rac est le site de fixation du GDP et du GTP. Elle contient 

deux régions « switch » (switch I et II), c’est-à-dire deux régions adoptant une conformation 

différente selon la nature du nucléotide lié à Rac. Les régions de Rac impliquées dans 
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l’activation de l’oxydase sont la région switch I (résidus 25-45) et les résidus 143 à 175 pour la 

liaison à p67phox, et la région « insert » (124-135) probablement via son interaction avec le 

cytochrome b558 (Freeman et al., 1996 ; Nisimoto et al., 1997 ; Toporik et al., 1998). Rac, tout 

comme p47phox, a une fonction « d’adaptateur » en fournissant une plate-forme stable et 

propice aux interactions entre le cytochrome b558 et p67phox. En liant p67phox, RacGTP 

entraînerait un changement de conformation orientant favorablement le domaine d’activation 

de p67phox par rapport au cytochrome b558 (Sarfstein et al., 2004 ; Mizrahi et al., 2006). Il a 

été proposé que la protéine RacGTP agirait dans un premier temps par elle-même sur le 

transfert d’électrons du NADPH au FAD en interagissant avec le cytochrome b558, puis que son 

association à p67phox permettrait la poursuite du transfert des électrons via les hèmes (Figure 

10) (Bokoch et Diebold, 2002 ; Kao et al., 2008). 

Des protéines GAPs (GTPase-activating proteins), localisées au niveau de la 

membrane plasmique, peuvent améliorer l’activité GTPase de Rac (hydrolyse du GTP) et ainsi 

participer à l’arrêt du burst oxydatif (Moskwa et al., 2002 et 2005). 

 

 

II.3.4.  Sous-unité p40phox 

Le facteur cytosolique p40phox est une protéine de 339 acides aminés et de 39 kDa 

dont l’expression est essentiellement restreinte aux cellules myéloides (Wientjes et al., 1993 ; 

Zhan et al., 1996). Le gène codant p40phox est localisé sur le chromosome 22 au locus 

22q13.1. La protéine p40phox a été mise en évidence par co-purification avec p67phox 

(Tsunawaki et al., 1994). Elle possède trois domaines fonctionnels (Figure 11) : 

- 1 domaine N-terminal PX spécifique au PI(3)P : 24-143 

- 1 région SH3 : 170-227 

- 1 domaine PB1 en C-terminal (type I – motif PC) : 237-329 (motif PC : 283-310) 
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Figure 11 : Domaines structuraux de p40phox. Les deux acides aminés sérine et thréonine 
phosphorylés au cours de l’activation sont indiqués par un tiret noir. (D’après Groemping et 
Rittinger, 2005) 

 

 

La région PX de p40phox est capable de se lier spécifiquement et fortement au 

phosphatidylinositol-3-phosphate [PI(3)P], la membrane phagosomale étant très enrichie en ce 

lipide (Ago et al., 2001 ; Bravo et al, 2001 ; Ellson et al., 2001a et 2001b). Au repos, une 

interaction intramoléculaire du domaine PX avec le domaine PB1 semble empêcher la liaison 

au PI(3)P (Ueyama et al., 2007). Le domaine PB1 permet d’autre part une interaction très 

stable avec p67phox via son domaine PB1 (Nakamura et al., 1998 ; Ito et al., 2001). 

L’interaction avec p67phox stabilise fortement p40phox car p40phox est absente ou en quantité 

réduite chez des patients atteints de CGD n’exprimant pas p67phox (Tsunawaki et al., 1994). 

Le motif SH3 de p40phox peut in vitro s’associer au domaine PRR de p47phox mais l’affinité 

de p40phox pour p47phox est moins forte que celle du motif SH3B de p67phox (Grizot et al., 

2001b ; Lapouge et al., 2002 ; Massenet et al., 2005). Par conséquent, il est supposé que 

l’interaction p47phox-p40phox ne se produit pas in vivo dans les neutrophiles. Par contre, il a 

été démontré que la région SH3 de p40phox pouvait s’associer au domaine PRR de p22phox 

(Tamura et al., 2007). 

 

La sous-unité p40phox n’est pas essentielle à l’activation de l’oxydase dans le cadre 

d’expériences en système reconstitué (cell free system) et aucun cas de CGD provenant d’un 

défaut de p40phox n’a été répertorié. Etant donné son affinité pour le PI(3)P, lipide synthétisé 

dans la membrane phagosomale, il a été supposé que p40phox pouvait être un « adaptateur » au 

même titre que p47phox et ainsi participer au recrutement de p67phox (Ellson et al., 2001a et 

2001b). Or, les premières expériences réalisées ont conduit à des conclusions contradictoires 

quant à la fonction de p40phox. En effet, p40phox s’est avéré activateur ou inhibiteur de 

l’oxydase (Sathyamoorthy et al., 1997 ; Bouin et al., 1998 ; Someya et al., 1999 ; Vergnaud et 

al., 2000 ; Lopes et al., 2004). Il a notamment été mis en évidence que p40phox permettait 
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d’augmenter l’affinité de p47phox pour le cytochrome b558 et qu’il favorisait la translocation 

des facteurs cytosoliques p47phox et p67phox (Cross et al., 2000 ; Kuribayashi et al., 2002).  

Plus récemment, l’importance de p40phox dans la production de O2
.- a été confirmée 

dans le cadre d’une activation induite par phagocytose via le récepteur FcγR (Ellson et al., 

2006 ; Suh et al., 2006 ; Ueyama et al., 2007 ; Tian et al., 2008). Dans ces conditions, la 

protéine p40phox n’est pas primordiale dans le processus d’assemblage mais plutôt dans la 

régulation de l’activité après assemblage complet au niveau du phagosome. En effet, la 

translocation de p67phox et p40phox au phagosome est antérieure à la clôture du phagosome et 

à l’accumulation de PI(3)P, donc PI(3)P-indépendante. Par contre, après formation complète 

du phagosome, l’association de p40phox au PI(3)P est nécessaire au maintien d’une activité 

oxydase soutenue. Ainsi, p40phox stimule l’activité oxydase FcγR-dépendante via son 

association au PI(3)P dans le phagosome mature (Ueyama et al., 2007 ; Tian et al., 2008). 

 

 

III.  Les homologues de l’oxydase phagocytaire : Nox et Duox  

(pour revue voir : Lambeth et al., 2007 ; Bedard et Krause, 2007 ; Sumimoto, 2008) 

III.1.  Caractéristiques des Nox et Duox  

III.1.1.  Structure des Nox et Duox  

Durant les années 90, l’amélioration de la sensibilité des techniques a permis la 

détection de faibles quantités d’espèces réactives de l’oxygène dans différents types cellulaires 

autres que les cellules phagocytaires (épithéliales, musculaires, endothéliales, neuronales..etc). 

Leur production a d’abord été attribuée à la respiration mitochondriale mais l’utilisation 

d’inhibiteurs de la chaîne respiratoire et des flavoenzymes a prouvé qu’une flavoprotéine 

similaire à Nox2 en était responsable. La première enzyme homologue de Nox2 a ainsi été 

décrite en 1999 (Suh et al., 1999 ; Banfi et al., 2000). Actuellement, six enzymes homologues 

de Nox2 ont été découvertes et répertoriées dans deux familles : Nox (pour NADPH oxidase) 

et Duox (pour Dual oxidase) (Figure 12). 
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Figure 12 : Modèle structural des différents sous-types d’enzymes Nox et Duox. EF : motif 
EF-hand liant le calcium, H : histidines en coordination avec les hèmes (Fe). (D’après 
Sumimoto, 2008) 

 

 

D’après leur séquence, tous les membres de la famille Nox (Nox1, 2, 3, 4, 5) 

possèdent six hélices transmembranaires avec les quatre résidus histidines en coordination avec 

les deux hèmes, et une région C-terminale cytosolique contenant les sites de fixation hautement 

conservés du FAD et du NADPH. Nox1, 3 et 4 sont quasiment identiques à Nox2 en taille 

(respectivement 564, 568 et 578 acides aminés). Nox1 et Nox3 présentent 60 % d’homologie 

de séquence avec Nox2 alors que Nox4 n’en possède que 39 %. Nox5 et les Duox diffèrent 

beaucoup plus de Nox2 (Figure 12). Nox5 possède une extension N-terminale supplémentaire 

contenant quatre motifs EF-hand, sites de liaison pour une molécule de calcium. La production 

de dérivés oxygénés par Nox5 est calcium-dépendante via ces motifs EF-hand (Banfi et al., 

2001). 

Les deux membres de la famille Duox (Duox 1 et 2) possèdent également une 

extension N-terminale, formée de deux motifs EF-hand suivis d’une hélice transmembranaire 

additionnelle et d’un domaine peroxydase-homologue sur la face externe de la membrane 

plasmique. Elles semblent avoir le pouvoir de générer des O2
.- qu’elles transforment 

directement en H2O2 avec leur propre domaine peroxydase (Ameziane-El-Hassani et al., 2005). 

Cette double fonction parait être idéalement adaptée à l’oxydation d’un co-substrat 

extracellulaire tel que les protéines de la matrice. 

 



Introduction 

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 27 - 

III.1.2.  Fonction des oxydases non phagocytaires 

Ces enzymes sont exprimées dans de nombreux tissus et organes tels que le cerveau, 

les testicules, l’oreille interne, le système vasculaire…etc. L’expression des oxydases non 

phagocytaires dans une très large variété de tissus démontre que la production intentionnelle de 

dérivés réactifs de l’oxygène, loin d’être une particularité réservée aux phagocytes, est une 

caractéristique de nombreuses et peut-être même de toutes les cellules. A de faibles 

concentrations, des études récentes indiquent que des mécanismes ont été sélectionnés afin de 

canaliser ces oxydations dans des voies spécifiques, telles que l’oxydation d’acides aminés 

catalytiques du site actif de certaines enzymes, menant à une inhibition réversible de leur 

activité (Lee et al., 2002 ; Meng et al., 2002). De manière générale, les homologues de Nox2 

sont supposés être impliqués dans la défense de l’hôte et l’inflammation, la transduction du 

signal cellulaire, la régulation de l’expression génique, de la croissance cellulaire et la 

perception de l’oxygène (« oxygen sensing ») (pour revue voir Bedard et Krause, 2007). Par 

exemple, Nox1 est abondamment exprimée dans le colon où elle serait impliquée dans les 

défenses de l’hôte, mais elle est aussi retrouvée dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

où elle participerait à la régulation de l’hypertension (Suh et al., 1999 ; Geiszt et al., 2003 ; 

Gavazzi et al., 2006). Différentes cibles intracellulaires redox-sensibles ont été impliquées 

dans la signalisation oxydase-dépendante telles que la thioredoxine, des tyrosine phosphatases, 

des tyrosine kinases et des facteurs transcriptionnels. 

La caractérisation de l’implication des oxydases non phagocytaires dans les processus 

physiologiques et pathophysiologiques est un domaine d’étude en plein essor et ces oxydases 

sont de plus en plus considérées comme d’éventuelles cibles thérapeutiques dans des 

pathologies comme le cancer, l’hypertension ou les maladies cardiaques (Bedard et Krause, 

2007 ; Lambeth, 2007 ; Sirker et al., 2007 ; Frey et al., 2008 ; Paravicini et Touiz, 2008). Une 

multitude de processus physiologiques mettent en jeu des voies de signalisation dépendantes 

des oxydases non phagocytaires. Un des systèmes les plus étudiés est le système vasculaire 

dans lequel les oxydases sont impliquées dans la régulation de la pression artérielle mais aussi 

dans des événements patho-physiologiques tels que l’hypertension et l’athérosclérose 

(Griendling, 2004).  

 

III.1.3.  Régulation des oxydases de la famille Nox 

Les Nox1, 3 et 4, tout comme Nox2, forment un hétérodimère avec p22phox, une 

association qui est absolument requise pour qu’elles soient fonctionnelles (Figure 13). La 
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régulation de Nox1 est la plus proche de celle de Nox2. Nox1 a besoin d’un facteur 

« organisateur », d’un facteur « activateur » et de Rac. Des analogues de p47phox et de 

p67phox ont été identifiés : respectivement Noxo1 (Nox organizer 1) et Noxa1 (Nox activator 

1) (Banfi et al., 2003 ; Takeya et al., 2003). Nox1 produit des O2
.- en présence de ces deux 

analogues de p47phox et p67phox mais peut aussi s’associer à p47phox et p67phox avec 

cependant une plus faible affinité. Une activité oxydase peut même être obtenue en associant 

Noxo1 à p67phox et Noxa1 à p47phox. Contrairement à Nox1 et Nox2, Nox3 est capable de 

produire des O2
.- en absence d’un « organisateur » ou d’un « activateur ». Cependant, son 

activité est fortement améliorée par p47phox, p67phox, Noxo1 et/ou Noxa1, cette amélioration 

étant variable selon la combinaison de facteurs cytosoliques choisie (Cheng et al., 2004). 

 

III.2.  Zoom sur Nox4 

La protéine Nox4 a initialement été découverte dans le rein humain (nommée Renox) 

(Geiszt et al., 2000 ; Shiose et al., 2001) mais elle est exprimée dans divers autres types 

cellulaires. Contrairement aux autres Nox qui sont localisées dans la membrane plasmique, 

Nox4 se situe dans les membranes internes, au niveau des réticulums endoplasmique et 

sarcoplasmique (Van Buul et al., 2005 ; Chen et al., 2008). En outre, Nox4 a été détectée dans 

le noyau cellulaire (Kuroda et al., 2005).  

Nox4 présente 39% d’homologie de séquence avec Nox2 et sa structure est quasiment 

identique à celle de Nox2 exceptée au niveau de deux régions extracellulaires : la boucle C est 

raccourcie d’une quinzaine d’acides aminés et la boucle E est allongée de 25 acides aminés 

(Figure 4). L’association de Nox4 à p22phox est absolument nécessaire à l’activité oxydase. 

Cependant, la région PRR de p22phox, qui participe à l’assemblage des facteurs cytosoliques 

avec Nox2, n’est pas indispensable avec Nox4 (Kawahara et al., 2005). Or, contrairement aux 

Nox 1, 2 et 3, Nox4 génère constitutivement des O2
.- et son activité n’est aucunement affectée 

par les facteurs cytosoliques (Martyn et al., 2006 ; Serrander et al., 2007). Cette indépendance 

aux facteurs cytosoliques peut expliquer pourquoi la région PRR de p22phox n’est pas 

essentielle à l’activité oxydase de Nox4. Ainsi, l’augmentation de la production d’O2
.- par 

Nox4 semble provenir uniquement de l’augmentation de son expression protéique (Touyz et 

al., 2002 ; Murillo et al., 2007). 

Cependant, l’existence de partenaires d’activation reste une éventualité suite à la 

caractérisation d’isoformes de la protéine Nox4 dominants négatifs (Nox4B et Nox4C)(Goyal 



Introduction 

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 29 - 

et al., 2005). La surexpression de ces deux isoformes conduit en effet à la réduction de 

l’activité oxydase. Il se produit probablement un phénomène de compétition, qui peut provenir 

du détournement de partenaires potentiels de Nox4 encore non identifiés. D’autre part, certains 

travaux montrent une augmentation rapide de l’activité oxydase Nox4-dépendante, dans des 

délais apparemment trop brefs pour être compatibles avec une synthèse de novo de la protéine 

(Mahadev et al., 2004). Ainsi, dans les chondrocytes humains, il a été rapporté une 

augmentation de la production d’O2
.- par Nox4, induite par l’interleukine-1β humaine en moins 

de 20 minutes (Grange et al., 2006). Récemment, une régulation de l’activité de Nox4 par des 

composés quinoniques a été mise en évidence et les résultats obtenus laissent supposer une 

action directe des ces molécules sur la partie N-terminale de Nox4 (Nguyen M.V., thèse de 

science, 2008). 

 

 

IV.  Granulomatose septique chronique : CGD 

(Pour revue voir : Stasia et Li, 2008a et 2008b ; van den Berg et al., 2009) 
 

La granulomatose septique chronique ou CGD (chronic granulomatous disease) est un 

syndrome d'immunodéficience héréditaire rare, survenant à une fréquence d'environ  1/250 000 

individus. La CGD provient d’un défaut d’activité de la NADPH oxydase des cellules 

phagocytaires. Elle se caractérise cliniquement par des infections bactériennes ou fongiques 

sévères et récidivantes au niveau des tissus superficiels (peau, ganglions) mais aussi profonds 

(poumons, foie, tractus intestinal, os). La CGD doit son nom à la présence de foyers 

inflammatoires de types granulomateux, constitués de cellules géantes et multinucléées 

provenant de la fusion de macrophages ayant phagocytés des microorganismes non éliminés. 

 

Cette maladie, survenant dès le plus jeune âge, est généralement diagnostiquée avant 

l'âge de un an mais il arrive qu'elle soit diagnostiquée à l'âge adulte (Schapiro et al., 1991; 

Cathebras et al., 2001). Le traitement actuel de la CGD repose essentiellement sur une 

prophylaxie antimicrobienne et antifongique, et parfois l'injection d'interférons γ. Les greffes 

de moelle sont très efficaces mais ce recours reste encore très limité du fait des risques de rejet 

et de mortalité. D'autre part, des essais de thérapie génique ont été réalisés, à l'origine de 
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résultats encourageants mais encore préliminaires (Barese et al., 2004 ; Ott et al., 2007 ; 

Cavazzana-Calvo et Fischer, 2007). 

 

 La recherche des bases moléculaires de la CGD a permis d'élucider l'origine de 

l'explosion respiratoire et d'identifier la plupart des composants de la NADPH oxydase. En 

effet, les sous-unités Nox2, p47phox et p67phox ont été identifiées du fait de leur absence dans 

les cellules phagocytaires de patients CGD (Royer-Pokora et al., 1986; Volpp et al., 1988; 

Nunoi et al., 1988). On distingue quatre types de CGD avec deux modes de transmission: les 

CGD à transmission autosomale récessive affectant les gènes CYBA, NCF1 et NCF2 codant 

respectivement p22phox, p47phox et p67phox (CGD-AR), et les CGD à transmission liée au 

chromosome X touchant le gène CYBB codant Nox2 (CGD-X) (Table 1). 

 

Table 1- Les différentes formes de granulomatose septique chronique 

Dénomination  Gène impliqué Protéine 
affectée 

Sous-
type 

Mode de 
transmission 

Localisation 
Chromosomique  

Fréquence 
(%) 

CGD91X CYBB gp91phox 
ou NOX2 X91° Récessive liée 

à l’X 
Xp21.1 50 

 Taille : 30 kb  X91−   3 

 Nombre d’exons : 13  X91+   3 

       

CGD22AR CYBA p22phox A22° Récessive 
autosomale 16q24 5 

 Taille : 8,5 kb  A22+   1 cas 
décrit 

 Nombre d’exons : 6      

       

CGD47AR NCF1 p47phox A47° Récessive 
autosomale 7q11.23 33 

 Taille : 15,2 kb      

 Nombre d’exons : 11      

       

CGD67AR NCF2 p67phox A67° Récessive 
autosomale 

1q25 5 

 Taille : 37 kb  A67−   1 cas 
décrit 

 Nombre d’exons : 16      
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Les formes de CGD autosomales récessives sont nettement plus rares que la forme 

liée à l’X, exceptée la forme touchant le gène NCF1 codant p47phox. Dans ce cas, il existe une 

mutation plus fréquente : une délétion GT sur l’exon 2. La fréquence élevée résulte 

d’événements de recombinaisons chromosomiques entre NCF1 et des pseudogènes possédant 

cette délétion (Roesler et al., 2000). Enfin, il existe à ce jour un seul cas de CGD lié à une 

mutation (dominante négative) de Rac2 (Ambruso et al., 2000 ; Williams et al., 2000). 

 

Près de deux tiers des cas de CGD répertoriés sont des formes récessives liées à l'X 

affectant Nox2. Il existe trois variantes de CGDX classées selon l’expression quantitative et 

qualitative de Nox2: 

� CGDX0 : cette forme se traduit par une absence d’expression de Nox2, 

provoquant aussi l’absence d’expression de p22phox du fait du phénomène 

d’auto-stabilisation de ces deux sous-unités. 

� CGDX- : Nox2, et par conséquent le cytochrome b558, sont synthétisés mais en 

quantité plus faible que la normale. L’activité oxydase se trouve alors très réduite 

voire abolie. Ces variants sont généralement dus soit à des mutations faux-sens à 

l’origine d’une perte partielle de la structure de Nox2 empêchant la synthèse du 

cytochrome b558, soit à des mutations dans le promoteur du gène CYBB 

provoquant la sous-expression de Nox2 (Stasia et al., 2003). 

� CGDX+ : cette forme se caractérise par une expression normale de Nox2 

associée à une activité oxydase totalement abolie. Ces variants proviennent 

généralement de mutations faux-sens dans la partie « codante » du gène (Stasia et 

al., 2002). 

 

La CGD constitue un formidable modèle d’étude du complexe NADPH oxydase et 

plus particulièrement les variants CGDX+ qui permettent d’accéder à une meilleure 

compréhension du mécanisme de fonctionnement de l’oxydase (assemblage et interactions, 

activation, désactivation). Dix-neuf mutations à l’origine de CGDX+ ont été répertoriées, 

principalement dans la partie C-terminale cytosolique de Nox2 qui est plus particulièrement 

impliquée dans le fonctionnement de l’oxydase (Figure 13). L’étude de ces variants permet 

d’établir un lien direct entre une région donnée et une fonction spécifique de Nox2. Ainsi, 
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certaines mutations peuvent illustrer l’importance de séquences telles que les sites de fixation 

du NADPH et du FAD.  

 

 

Figure 13: Mutations CGDX+ sur le modèle structural de Nox2. Les mutations sont 
représentées par un rectangle rouge. Les asparagines glycosylées situées sur les boucles 
externes sont indiquées par leur numéro de résidu, et les histidines liant les hèmes par la lettre 
H suivie de leur numéro de résidu. Les sites potentiels de liaison du FAD et du NADPH sont 
illustrés par des rectangles (D’après Stasia et al., 2008a). 

 

 

V.  Activation du complexe NADPH oxydase 

V.1. Généralités 

L’activité oxydase est spatialement et temporellement régulée, sachant qu’une 

production excessive et inappropriée d’espèces réactives de l’oxygène par les phagocytes 

provoque des dommages aux cellules voisines et une inflammation sévère (Babior et al., 1997). 

L’activation de Nox2 requiert la translocation des sous-unités cytosoliques p47phox, p67phox, 

p40phox et Rac à la membrane plasmique ou phagolysosomale avec formation d’un complexe 

oxydatif actif. Le processus de translocation et d’assemblage des facteurs cytosoliques 

nécessite l’activation de Rac et des phosphorylations réversibles d’acides aminés sérine et 
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thréonine des facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox, ainsi que de p22phox et 

Nox2 (Groemping et al., 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’intensité et la durée de l’activité NADPH oxydase dépendent des stimuli présents et de leur 

quantité. Parmi les éléments modifiés lors de la stimulation du neutrophile, le métabolisme 

lipidique ainsi que les flux calciques sont particulièrement importants dans la régulation de la 

fonction oxydase du neutrophile (Foyouzi-Youssefi et al., 1997 ; Hii et Ferrante, 2007 ; 

Brechard et Tschirhart, 2008 ; Shmelzer et al., 2003 et 2008). 

 

L’activité oxydase peut-être reconstituée in vitro en « cell-free system » réunissant 

Nox2, p22phox, p47phox, p67phox et Rac (Bromberg et al., 1986 ; Abo et al., 1992). Seul le 

facteur p40phox parait non essentiel bien qu’il tienne tout de même un rôle primordial dans 

l’activité du complexe oxydase in vivo (voir § II.3.4). En système reconstitué, le complexe 

oxydase est activable par ajout d’un détergent tel que le sodium dodécyl sulfate (SDS), ou d’un 

acide gras insaturé tel que l’acide arachidonique (AA) (Bromberg et al., 1986 ; Abo et al., 

1992). Il a été supposé que l’effet activateur de ces composés pouvait provenir de leurs 

propriétés détergentes qui induiraient une perturbation non spécifique de la membrane et de la 

structure des facteurs cytosoliques. 

Or, l’AA et d'autres acides gras insaturés peuvent stimuler l'activité oxydase des 

neutrophiles intacts et cette réponse peut être similaire en magnitude à celle obtenue avec le 

PMA (Badwey et al., 1981 ; Hardy et al., 1995). La phospholipase cytosolique PLA2, qui est 

responsable de la libération d’AA, est même requise pour une production optimale de O2
.- quel 

que soit l'agoniste employé (Dana et al., 1998). D’une part, l’AA participe à la stimulation de 

l’activité de diverses molécules de signalisation impliquées dans l’activation de la NADPH 

oxydase telles que les protéines kinase PKCs (McPhail et al., 1984 ; Huang et al., 1997 ; Hii et 

Ferrante, 2007). D’autre part, il a été montré qu’à de fortes concentrations l’AA mimait le 

changement conformationnel de p47phox lors de sa phosphorylation, mais qu’à plus faibles 

doses il agissait en synergie avec la phosphorylation de p47phox pour faciliter l’interaction de 

p47phox avec p22phox (Shiose et Sumimoto, 2000). 

En outre, d’autres travaux montrent que l’AA serait requis dans l'activation du 

complexe oxydase après assemblage (Dana et al., 1994). Notamment, il existerait des sites 

d’action de l’AA localisés dans la portion N-terminale de Nox2 où l’AA jouerait un rôle dans 

l’activation du canal à protons H+ et dans le transfert d’électrons au niveau du FAD 
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(Henderson et al., 1995 ; Susztak et al., 1997 ; Mankelow et al., 2003). De même, différents 

travaux suggèrent que l’AA affecterait l’oxydase par induction de changements 

conformationnels du cytochrome b558 ; l’existence d’un état intermédiaire d’activation dont la 

transition à l’état activé serait AA-dépendante a même été proposée (Doussière et al., 1999 ; 

Cross et al., 1999b ; Foubert et al., 2002). Enfin, la PLA2 migre à la membrane plasmique et 

interagit avec p47phox, p67phox et Nox2 en réponse au fMLF et au zymosan opsonisé 

(Shmelzer et al., 2003 et 2008). 

 

L’assemblage de l’oxydase est temporellement limité, avec une perte de détection de 

p47phox et p67phox au niveau du phagosome, provenant de leur dissociation et/ou 

dégradation. Les événements à l’origine de la perte d’assemblage et de la désactivation sont 

mal connus (pour revue voir DeCoursey et Ligeti, 2005). Il est envisagé une modification d’un 

ou plusieurs éléments de l’oxydase via des dérivés oxygénés compromettant sa fonction et 

provoquant à terme la dissociation du complexe. Cette hypothèse s’appuie sur le fait que la 

cinétique oxydative est prolongée, et la dissociation/dégradation de p47phox et p67phox est 

différée, dans les neutrophiles déficients en MPO (Jandl et al., 1978 ; Nauseef et al., 1983) ; un 

événement MPO-dépendant contribue par conséquent à la terminaison de l’activité oxydase, 

mais il n’est pas suffisant à lui seul. 

Il faut noter que le complexe oxydase activé subit, même au plus fort de l’explosion 

oxydative, un continuel processus d’activation et de désactivation avec dissociation et 

réassociation d’un ou plusieurs facteurs (Akard et al., 1988 ; Cross et al., 1999a et 1999b ; van 

Bruggen et al., 2004). La production d'O2
.- est donc le résultat d’un équilibre entre des 

mécanismes activateurs et des mécanismes menant à la désactivation du complexe. 

Actuellement, les événements majeurs de désactivation semblent être des modifications de 

l’état de phosphorylation de p47phox (déphosphorylation et/ou hyperphosphorylation) et 

l’inactivation de Rac sous sa forme liée à une molécule de GDP. L’activation constitutive de 

phosphatases et de GAPs ou la prévention de la phosphorylation de p47phox et l’inhibition de 

Rac, résultent en une désactivation de l’oxydase quels que soient les mécanismes d’activation 

appliqués (Moskwa et al., 2002 ; Diebold et al., 2004 ; Gillibert et al., 2005).   
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V.2. Les voies d’activation de la NADPH oxydase du neutrophile 

V.2.1. Voies d’activation par le PMA : phorbol 12-myristate 13-acétate 

Les esters de phorbols comme le PMA ont d’abord été considérés comme des 

promoteurs de tumeur. Ils induisent divers remaniements génétiques et phénotypiques, dont la 

stimulation de la NADPH oxydase (Tauber et al., 1982). Cette stimulation provient de 

l'activation de la protéine kinase C (PKC) qui est un récepteur des esters de phorbol (Cox et al., 

1985). Le PMA induit une stimulation forte et continue de la sérine/thréonine kinase PKC. 

L'activité oxydase qui en résulte présente une longue phase de latence et une cinétique 

prolongée et intense. De ce fait, le PMA est devenu le contrôle positif le plus communément 

employé pour l’étude de l’activation du complexe NADPH oxydase. 

 

Le PMA n’est pas un activateur physiologique et active directement la PKC en 

biaisant toute la signalisation située en amont dans les conditions normales de stimulation du 

neutrophile (notamment les phospholipases et la PI3K) et sans augmentation de la 

concentration intracellulaire de calcium. Les neutrophiles humains contiennent cinq des onze 

isoformes connues de PKCs: trois isoformes conventionnelles cPKC α, βI et βII , qui sont 

dépendantes de la phosphatidylsérine (PS), du diglycéride (DG) et du Ca2+ ; une nouvelle 

isoforme nPKC δ, qui requiert PS et DG mais est Ca2+-indépendante ; une isoforme atypique 

PKC ζ, DG- et Ca2+-indépendante, mais activée par la PS, l'acide phosphatidique (PA) ou le 

phosphatidylinositol (Stasia et al., 1990 ; Spitaler et Cantrell, 2004). L’activation des PKCs 

dans les neutrophiles est également accompagnée de leur translocation à la membrane au 

niveau de la NADPH oxydase (Dang et al., 1995 ; Sergeant et McPhail, 1997).  

Ce sont les PKCs α, β et δ qui participent à l’activation de l’oxydase induite par le 

PMA, l’isoforme β jouant un rôle majeur (Dekker et al., 2000). Les PKCs participent aussi 

bien à la transduction du signal d’activation qu’à la phosphorylation finale des facteurs 

cytosoliques (Figure 14). En tant qu’effecteur direct, les PKCs sont susceptibles de 

phosphoryler les sous-unités du complexe oxydase p22phox, p40phox, p47phox et p67phox (cf. 

§ V.3). En tant qu’effecteur indirect, les PKCs activées par le PMA stimulent les MAPKs 

(mitogen-activated protein kinases) ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) et p38. 

  

La MAPK est une sérine-kinase, effecteur final d’une cascade de signalisation 

constituée de trois types successifs de protéines kinases : une MAPK kinase kinase (MKKK), 
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une MAPK kinase (MKK) et enfin une MAPK. Les MAPKs sont classées selon cinq sous-

familles : les ERK1/2, la p38, la JNK (c-Jun N-terminal kinase), les ERK3/4 et la ERK5. Les 

deux isoformes ERK1 (ou p44 MAPK) et ERK2 (ou p42 MAPK) ainsi que la p38 MAPK sont 

exprimées dans les neutrophiles et impliquées dans la transduction du signal d’activation de 

l’oxydase et la phosphorylation finale des facteurs cytosoliques (cf. § V.3). Les MAPKs 

ERK1/2 et p38 sont activées par des voies distinctes menant à des événements de 

phosphorylation qui peuvent être différents mais aussi convergents, et mener à des réponses 

additives. Ainsi, dans les neutrophiles stimulés par le PMA, ces deux types de MAPKs 

participent à la phosphorylation de p67phox au niveau de sites distincts (Dang et al., 2003). 

Les MAPKs ERK1/2 et p38 sont également impliquées dans l'activation de PLA2 lors d'une 

stimulation récepteur-dépendante, et l'AA qui est produit participe à la stimulation des PKCs et 

des MAPKs ERK1/2 et p38 (McPhail et al., 1984 ; Lin et al., 1993 ; Hazan-Halevy et al., 2000 ; 

Hii et Ferrante, 2007). L'AA est ainsi le constituant d'une boucle de signalisation dans laquelle 

il régule positivement sa propre production. Dans le cas d'une stimulation par le PMA, seules 

les MAPKs ERK1/2 participent à l’activation de PLA2 (Syrbu et al., 1999). D’autre part, le 

processus d'autorégulation par l’AA a été uniquement établi lors d’une stimulation récepteur-

dépendante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Schéma non exhaustif des voies de signalisation induites par le PMA menant à 
l'activation de la NADPH oxydase. Le rétrocontrôle positif exercé par l’acide arachidonique 
sur les kinases PKC et MAPK n’a pas été prouvé lors de l’activation au PMA. 
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V.2.2. Voies d’activation par le fMLF: formyl méthyl-leucy l-phénylalanine 

Le tripeptide formylé fMLF est le principal facteur chemoattractant produit lors de la 

dégradation de Escherichia coli (Marasco et al., 1984). Le fMLF est un puissant 

chemoattractant pour les phagocytes. Le fMLF se lie à des récepteurs de surface spécifiques 

aux formyl-peptides bactériens FPRs (formyl peptides receptors). Ces récepteurs régulent en 

aval le chimiotactisme, la dégranulation et l'activité oxydase. Les FPRs sont couplés à une 

protéine G (protéine liant le GTP) sensible à la toxine pertussique (PTX-sensible), de la famille 

Gi (récepteurs GPCR). Après association du ligand fMLF, le récepteur subit un changement 

conformationnel qui permet son interaction avec la protéine G. Il se produit alors une 

conversion en GTP de la molécule de GDP fixée au niveau de la sous-unité α de la protéine G. 

Cette conversion s’accompagne de la dissociation des sous-unités β et γ du récepteur qui sont 

les effecteurs de transduction du signal (Boulay et al., 1990 ; Suzuki et al., 1996). 

Les agonistes chemoattractants comme le fMLF induisent une production d'O2
.- de 

courte durée, avec très peu de phase de latence, sachant que les récepteurs FPRs subissent une 

inactivation rapide. L'inactivation du récepteur FPR, et donc l'arrêt du signal stimulateur, 

pourrait être le mécanisme de désactivation de l'oxydase stimulée par un chemoattractant. 

 

En aval de la protéine G, différentes cascades de signalisation sont activées dans les 

neutrophiles humains (Figure 15). L'association ligand/récepteur engendre notamment 

l'activation de la phospholipase PLC β qui réalise l'hydrolyse de PI(4,5)P2 en diacylglycérol 

(DAG) et inositol-(1,4,5)-triphosphate (IP3) (Takenawa et al., 1985 ; Li et al., 2000). L'IP3 

entraîne une augmentation de la concentration cytosolique en calcium libre Ca2+ via le système 

SOCE (store-operated Ca2+ entry) (pour revue voir Bréchard et Tschirhart, 2008). 
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Figure 15: Schéma non exhaustif des multiples voies de signalisation induites par le fMLF 
ou OpZ menant à l'activation de la NADPH oxydase. L’annotation AA en vert indique que 
l’activation de la protéine est sensible à l’acide arachidonique. Les éléments inscrits en bleu 
seraient impliqués uniquement dans la stimulation au fMLF et « ? » indique une absence de 
résultats consensus. 

 

 

Dans le système SOCE, l'IP3 stimule son récepteur-canal calcique dans la membrane 

du réticulum endoplasmique, provoquant une vidange des stocks intracellulaires de Ca2+ 

(Figure 16). La diminution de la concentration en Ca2+ dans le réticulum induit, via la molécule 

STIM1 (stromal-interacting molecule 1), l’activation de canaux calciques SOCs localisés dans 

la membrane plasmique, qui sont à l’origine d’un afflux extracellulaire de Ca2+. L’élévation de 

concentration cytosolique en Ca2+ est transitoire. Le retour à un niveau basal dépend des 

pompes à Ca2+ de la membrane plasmique et des pompes SERCA (sarco(endo)plasmic 

reticulum Ca2+-ATPase) qui sont en charge de reconstituer le stock de Ca2+ dans le réticulum. 
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Figure 16: Modèle de régulation de l’influx calcique SOCE-dépendant dans le neutrophile 
humain activé par les chemoattractants. La fixation du fMLF avec son récepteur induit la 
génération d’inositol-triphosphate (InsP3) via l’activation de la phospholipase Cβ (PLCβ), qui 
induit la libération de Ca2+ du réticulum endoplasmique (ER) via son récepteur-canal (InsP3-
R). La diminution du taux de Ca2+ dans le réticulum induit, via la molécule STIM1, l’activation 
des canaux calciques SOCs situés dans la membrane plasmique et permet l’entrée de Ca2+ 

extracellulaire. La reconstitution du stock de Ca2+ dans le réticulum est réalisée par les pompes 
SERCA. (D’après Bréchard et Tschirhart, 2008). 

 

 

L'influx calcique est un des événements les plus précoces lors de l'exposition au fMLF 

sachant que le calcium fait partie intégrante de la transduction du signal (Heyworth et Badwey, 

1990) (Figure 15). Notamment, les PKCs conventionnelles et la PKC δ sont activées en 

présence de DAG et/ou de calcium. Le DAG produit par la PLCβ peut être converti en acide 

phosphatidique (PA) par une diacylglycérol kinase (Ishitoya et al., 1987) ou par la 

phospholipase PLD activée par la MAPK (Pai et al., 1988 ; Djerdjouri et al., 1999). Le PA 

produit est d’une part directement impliqué dans l’activation de l’oxydase du fait de son 

interaction avec p47phox, et d’autre part il stimule l’activité de kinases telles que la PKC ζ 

(Erickson et al., 1999), kinase qui phosphoryle p47phox dans des cellules stimulées par le 

fMLF (Dang et al., 2001b).  

D'autre part, la phosphatidylinositol-3-kinase ou PI3K est également un acteur 

primordial dans la transduction du signal fMLF-dépendant (Leopoldt et al., 1998 ; Li et al., 
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2000). Les PI3Ks catalysent la phosphorylation du phosphatidylinositol en 

phosphatidylinositol-3-phosphate PI3P et du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate PI(4,5)P2 

en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate PI(3,4,5)P3. Le PI(3,4,5)P3 peut être déphosphorylé 

en PI(4,5)P2 ou PI(3,4)P2 par des phosphatases (Vanhaesebroeck et al., 2001). Dans le 

neutrophile, le PI(3)P, PI(3,4)P2 et PI(3,4,5)P3 participent à la régulation de l’oxydase 

directement ou indirectement (Brown et al., 2003) (Figure 15). Tout d'abord, diverses GEFs 

impliquées dans l’activation de Rac possèdent un domaine de liaison au PI(3,4,5)P3, évoquant 

une éventuelle intervention de la PI3K dans l’activation de Rac (Welch et al., 2003). 

Notamment, certains travaux récents suggèrent un rôle important des GEFs P-Rex1 et Vav1 

(Kim et al., 2003 ; Welch et al., 2003 et 2005). D’autre part, les PI3Ks peuvent induire 

l’activation de certaines kinases contribuant à la phosphorylation et activation du complexe 

oxydase (Didichenko et al., 1996). La PI3K, directement activée par la protéine G du récepteur 

FPR, peut activer des phospholipases et des kinases phosphatidylinositide-dépendantes telles 

que la PLC et la kinase phosphoinositide-dépendante PDK1, ainsi que les ERK1/2 (Rane et al., 

1997 ; Le Good et al., 1998 ; Leslie et al., 2001 ; Chen et al., 2005 ; Suire et al., 2006). 

L'activation de la PLC stimule les PKCs DAG- et Ca2+-dépendantes, et les isoformes de PKC δ 

et ζ peuvent être activées par la PDK1. De même, l’activité de la protéine Akt ou PKB, qui 

serait impliquée dans la phosphorylation de p47phox, dépend des lipides PI(3,4,5)P3 et 

PI(3,4)P2 (Chen et al., 2003 ; Hoyal et al., 2003). Enfin, les phosphatidylinositides sont 

particulièrement engagés dans l’activité oxydase du fait de leur association aux facteurs 

cytosoliques p47phox et p40phox dans le complexe oxydase actif (§ II.3.1 et II.3.4). 

Pour terminer, parmi les effecteurs couplés aux récepteurs FPRs on retrouve la PLA2  

et l'AA qui sont absolument requis pour une activité oxydase optimale (Dana et al., 1998). 

Outre un rôle direct sur le complexe oxydase (cf. § V.1), l’AA participe notamment à la 

stimulation de l’activité des PKCs, des MAPKs ERK1/2 et p38, de la PI3K, et également à la 

mobilisation des stocks de Ca2+ (McPhail et al., 1984 ; Hardy et al., 1995 ; Huang et al., 1997 ; 

Hii et Ferrante, 2007). 
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V.2.3. Voies d’activation par les microorganismes et particules opsonisés 

La NADPH oxydase est physiologiquement activée lors de la phagocytose de 

microorganismes ou de particules opsonisées (DeLeo et al., 1999). Dans ce cas, la cinétique 

oxydative débute relativement lentement, augmente régulièrement jusqu’à 10 à 30 minutes puis 

diminue tout aussi lentement. L’occupation des récepteurs de surface par le microorganisme se 

poursuit probablement durant une assez longue période tout au long du processus de 

phagocytose et de digestion. 

La signalisation est initiée via des récepteurs aux immunoglobulines Fcγ 

(FcγRIIA/CD32 et FcγRIIIB/CD16) et des récepteurs du complément (CR1 ou CD35 et CR3 

ou β2-intégrine CD11b/CD18). Les récepteurs phagocytaires fonctionnels sont FcγRIIA et 

CR3, alors que les deux autres récepteurs paraissent plutôt être des co-récepteurs facilitant leur 

fonction (Chuang et al., 2000). 

L’ingestion de particules recouvertes d’immunoglobulines G (IgG) est réalisée grâce à 

l’aggrégation de récepteurs FcγRII et la phosphorylation de leurs motifs cytoplasmiques 

ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) via des tyrosine kinases. Les 

ITAMs phosphorylés servent de sites d’ancrage à la tyrosine kinase Syk, qui déclenche 

diverses voies de signalisation, impliquant la PI3K et des protéines Rho (Crowley et al., 1997 ; 

Caron et Hall, 1998). La phagocytose FcγRII-dépendante est accompagnée de l’activation de 

l’oxydase, d’une production d’AA et de cytokines. 

L’ingestion de particules opsonisées par les dérivés du complément C3b/C3bi est 

réalisée par le récepteur du complément CR3. Il se trouve que des particules uniquement 

recouvertes de dérivés du complément C3b/C3bi ne sont pas suffisantes à elles seules pour 

promouvoir la phagocytose. Le neutrophile doit être simultanément en contact avec des 

protéines de la matrice extracellulaire et stimulé par du PMA ou du fMLF. Cette stimulation 

parallèle engendre la phosphorylation de CR1 qui active alors la capacité de liaison de CR3 

(Brown, 1986 ; Wright et Meyer, 1986).  

 

Il se produit une coopération entre les récepteurs au complément et les récepteurs Fcγ 

lorsque les cibles recouvertes de C3b/C3bi sont également opsonisées par des anticorps ou 

lorsque les ligands du CR3 sont glycosylés (Ehlenberger et Nussenzweig, 1977). Ce 

croisement entre les récepteurs de la phagocytose a été suggéré par le fait que les neutrophiles 

de patients déficients en CR3 présentent aussi un défaut de phagocytose anticorps-dépendante 
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(Dana et al., 1984). Il a été prouvé que FcγRIII I et CR3 peuvent interagir et activer en synergie 

la NADPH oxydase (Dahinden et al., 1983 ; Zhou et Brown, 1994). Cette activation de la 

NADPH oxydase via la coopération entre FcγRIII et CR3 requiert FcγRII mais emprunte une 

voie de transduction du signal différente de celle empruntée lors d’une stimulation directe du 

récepteur FcγRII (Zhou et Brown, 1994). 

 

Le zymosan opsonisé par du sérum, ou OpZ, est un agoniste couramment utilisé dans 

l’étude de l’activité NADPH oxydase induite par phagocytose. Le zymosan est un extrait de 

levure Saccharomyces cerevisiae, phagocyté par les neutrophiles s’il est préalablement 

opsonisé par du sérum. Le zymosan opsonisé par du sérum stimule simultanément les 

récepteurs du complément et des immunoglobulines CR3 et FcγR (Yagawa et al., 1985 ; 

Worku et al., 1995). Il a été clairement mis en cause une activation des différentes 

phospholipases PLC, PLD et PLA2 avec d'importantes productions d'AA, de DAG, de PA et 

autres métabolites lipidiques (Figure 16) (Meshulam et al., 1988, Della Bianca et al., 1991 ; 

Hazan et al., 1997). Les PKCs sont également activées par l’OpZ et subissent une 

redistribution au niveau du phagosome (Sergeant et McPhail, 1997). Dans ce cas, c'est encore 

la PKC β qui a un rôle primordial. Par contre, les PKCs ne participent pas à l’activation des 

MAPKs ERK1/2, comme c’est le cas lors d’une stimulation par le fMLF (Hazan et al., 1997). 

Les kinases Akt/PKB et MAPKs participeraient aussi à l'activation de l'oxydase OpZ-

dépendante (Hazan-Halevy et Levy, 2000 ; Yamamori et al., 2002 ; Chen et al., 2003). 

Concernant la p38 MAPK, sa participation est remise en cause par certains travaux (Brown et 

al., 2004). 

Lors d’une stimulation par l’OpZ, l’influx calcique est spatialement et temporellement 

différent de celui induit par les chemoattractants : la phagocytose de l’OpZ induit deux influx 

calciques distincts (Dewitt et Hallett, 2002). Tout d’abord, la fixation de la particule sur les 

récepteurs  membranaires de la cellule provoque une première libération de Ca2+ intracellulaire 

près de la membrane plasmique au niveau du point de contact (Dewitt et al., 2003). Ce flux est 

supposé stimuler la diffusion d’autres molécules réceptrices au point de contact afin de 

compléter le processus de phagocytose. Les calciosomes mis en jeu sont localisés à la 

périphérie des vésicules de phagocytose et sont distincts de ceux stimulés par les 

chemoattractants (Stendahl et al., 1994). Une seconde augmentation globale de la 

concentration cytosolique en Ca2+ se produit au moment de la fermeture du phagosome. Ce 

second flux de Ca2+, provenant de canaux localisés sur toute la surface de la membrane 
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plasmique, est corrélé à l’activation de la NADPH oxydase. Il semblerait qu’il se déclenche 

une fois le lipide PI(3,4,5)P3  accumulé dans la membrane phagosomale et lié au domaine PX 

de p40phox (Ellson et al., 2006 ; Dewitt et al., 2006). 

 

V.2.4.  Voies d’activation par l’ionomycine 

L’ionomycine est un ionophore à calcium. Les ionophores à calcium sont de petites 

molécules hydrophobes qui s’intercalent dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire 

et augmentent la perméabilité au calcium. Comme indiqué précédemment, les changements de 

concentrations en calcium intracytosolique jouent un rôle majeur dans la signalisation 

récepteur-dépendante des neutrophiles. L’ionomycine cause un accroissement rapide du taux 

de calcium cytosolique non seulement par influx extracellulaire mais induit également la 

libération de calcium stocké dans les calciosomes. L’ionomycine semble directement agir sur 

les membranes des calciosomes et augmenter leur perméabilité au calcium tout comme sur les 

membranes plasmiques. L’ionomycine active essentiellement les pools d'oxydase 

intracellulaires, et ainsi très peu d'O2
.- sont produits dans le milieu extracellulaire (Dahlgren et 

al., 1992). Il a été démontré que l'activation du système SOCE et la signalisation calcium-

dépendante qui en découle induit une production d'O2
.- essentiellement intracellulaire, 

provenant d'une activation préférentielle de l'oxydase au niveau des granules plutôt qu'à la 

membrane plasmique (Granfeldt et al., 2002). L'activation de l'oxydase par l’ionomycine 

implique au minimum la PKC et les MAPKs ERK1/2 et p38 (Elzi et al., 2001). L'activation des 

MAPKs couplée au calcium peut alors stimuler la PLA2 et la production d’AA (Hazan-Halevy 

et Levy, 2000 ; Hazan-Halevy et al., 2000). 

 

 

V.3. Rôles des événements de phosphorylation des sous-unités du 
complexe NADPH oxydase  

V.3.1. Phosphorylation de Nox2 

La phosphorylation de Nox2 a été très récemment mise en évidence dans le 

neutrophile humain lors d’une activation par le PMA, le fMLF et l’OpZ (Raad et al., 2009). 

Cette phosphorylation de Nox2, qui est médiée par la PKC, favorise l’interaction avec 

p47phox, p67phox et Rac2, et améliore l’activité diaphorase. Nox2 est phosphorylée dans sa 
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région cytosolique C-terminale au niveau des séquences 321-405 et 466-570. Ces séquences 

contiennent trois sites potentiels de phosphorylation par la PKC : Ser333, Thr309 et Ser550. 

 

V.3.2.  Phosphorylation de p22phox 

La sous-unité p22phox subit la phosphorylation de résidus thréonines durant 

l’activation de la NADPH oxydase par le PMA, fMLF et OpZ (Regier et al., 2000). In vitro, 

p22phox est le substrat d’une kinase activée par l’acide phosphatidique (kinase PAAK) et le 

substrat des isoformes conventionnelles de PKC α et β (Regier et al., 1999). Deux thréonines 

sont localisées dans un motif consensus de phosphorylation : Thr132 dans un motif de 

phosphorylation  par la caséine kinase II, et Thr147 dans un motif de phosphorylation par la 

PKC. La fonction physiologique de la phosphorylation de p22phox n’a pas encore été élucidée 

mais il est tout de même intéressant de noter que la Thr147 est située juste avant la région PRR 

(151-160) qui est impliquée dans l’interaction avec les facteurs cytosoliques p47phox, p67phox 

et p40phox (Figure 5). 

 

V.3.3. Phosphorylation de p40phox 

Le facteur p40phox subit des phosphorylations lors de la stimulation de l’oxydase, ces 

événements se produisant en corrélation avec la production d’O2
.- (Fuchs et al., 1997). P40phox 

est phosphorylée sur des résidus sérine et thréonine dont au minimum les résidus Thr154 et 

Ser315 (Bouin et al., 1998) (Figure 11). Ces phosphorylations semblent être effectuées 

directement par la PKC durant l’activation du neutrophile. Or, au repos, une interaction 

intramoléculaire du domaine PX (résidus 24-143) avec le domaine PB1 (résidus 237-329) 

semble empêcher la liaison de p40phox au PI(3)P dans la membrane phagosomale (cf. § II.3.4, 

Ueyama et al., 2007). Il est envisageable que certains des événements de phosphorylation de 

p40phox lèvent cette interaction intramoléculaire, notamment la phosphorylation de Ser315 dans 

le domaine PB1. 

 

V.3.4. Phosphorylation de p67phox 

Le facteur cytosolique p67phox subit quelques phosphorylations mais leur rôle n’est 

pas encore clairement établi. Indépendamment de p47phox, p67phox est phosphorylée durant 

l’activation de l’oxydase quel que soit l’agoniste (Dusi et al., 1993; El Benna et al., 1997 ; 



Introduction 

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 45 - 

Forbes et al., 1999b). La signalisation responsable de cette phosphorylation peut emprunter 

plusieurs voies : elle est intégralement PKC-dépendante avec le PMA mais partiellement PKC-

indépendante lors d’une stimulation par le fMLF (El Benna et al., 1997). Le site majeur de 

phosphorylation de p67phox est Thr233 (Forbes et al., 1999a) mais la présence d’autres sites a 

été mise en évidence, notamment au niveau de sérines (El Benna et al., 1997 ; Dang et al., 

2003) (Figure 9). P67phox est ciblée par les MAPKs ERK1/2 et p38 lors d’une stimulation au 

PMA et au fMLF (Dang et al., 2003). L’effet de ces kinases est additif et certains de leurs sites 

cibles semblent différer. 

Tout comme p47phox, il se pourrait que p67phox ait une conformation auto-inhibée 

au repos. En effet, un site de phosphorylation de la portion C-terminale de p67phox (244-526) 

semble masqué par la portion N-terminale dans la protéine intacte, et ne devenir accessible 

qu’après un changement de conformation de la protéine. En outre, cette moitié C-terminale a 

un effet négatif sur l’activation de l’oxydase in vitro en système acellulaire (Hata et al., 1998). 

En effet, même sans AA ou SDS stimulateurs, l’oxydase peut être activée si p67phox est 

tronquée de sa moitié C-terminale. Et sous l’action de l’AA ou du SDS, qui miment entre 

autres les événements de phosphorylation, cette inhibition sur la protéine entière est levée. 

Ainsi, in vivo, la phosphorylation de cette portion C-terminale par la p38 MAPK (et dans une 

moindre mesure par ERK2) pourrait abroger cette régulation négative. 

 

V.3.5.  Phosphorylation de p47phox 

P47phox est la sous-unité la plus largement phosphorylée, avec un total de 10 à 11 

sites de phosphorylation actuellement identifiés, situés dans la moitié C-terminale dans les 

domaines AIR et PRR (Figure 7). Les acides aminés modifiés sont les sérines 303, 304, (310), 

315, 320, 328, 345, 348, 359, 370 et 379 (El Benna et al., 1994 ; Faust et al., 1995 ; Fontayne 

et al., 2002).  Il n’est pas encore clairement établi si toutes ces sérines sont phosphorylées 

lorsque la protéine est encore cytosolique ou lors de son assemblage à la membrane plasmique 

au niveau du cytochrome b558. De plus, l’ordre de succession des phosphorylations n’est que 

partiellement connu. La principale fonction de p47phox est de permettre la translocation de 

l’hétérotrimère p40phox-p67phox-p47phox à la membrane et de le positionner correctement au 

niveau du cytochrome b558. Au repos, p47phox est maintenue dans une conformation auto-

inhibée qui prévient sa translocation (Figure 17). Au cours de la stimulation du neutrophile par 

des agonistes de l'oxydase, p47phox subit des événements de phosphorylation, notamment au 

niveau des sérines localisées dans la région AIR (Sérines 303 à 328) (Figure 17). La 
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phosphorylation simultanée des sérines 303, 304 et 328 dans le domaine AIR, en coopération 

avec d’autres agonistes comme l’acide arachidonique, induit une ouverture de la structure de 

p47phox, exposant les domaines SH3 et le domaine PX (Ago et al., 1999 ; Shiose et al., 2000 ; 

Marcoux et al., 2009). P47phox peut alors s’associer à p22phox et aux phosphatidylinositides à 

la membrane. 

 

 

Figure 17: Modèle de conversion de p47phox dans sa conformation active via les 
événements de phosphorylations. Les sérines phosphorylées lors de l’activation de l’oxydase 
sont schématisées par un P encerclé. Les sérines 303, 304 et 328, dont la phosphorylation 
simultanée lève les interactions intramoléculaires de p47phox, sont schématisées par un P 
cerclé de rouge.  PP, PA et PIP2 correspondent, respectivement, à la région PRR, à l’acide 
phosphatidique et au phosphatidylinositol-3,4-biphosphate. La région auto-inhibitrice AIR est 
tracée en noir. (D’après Durand et al., 2006) 

 

 

La sérine 345 de p47phox est impliquée dans la pré-activation du complexe NADPH 

oxydase par les cytokines GM-CSF et TNFα (phénomène de « priming »). Ces agents induisent 

en effet une phosphorylation de Ser345 par les MAPKs, qui provoque une augmentation du 

degré de phosphorylation de p47phox suite à une stimulation ultérieure. Or, un plus haut degré 

de phosphorylation s’accompagne d’une augmentation de la translocation et de l’activité 

oxydase (Dang et al., 1999a et 1999b; Dewas et al., 2003 ; Dang et al., 2006a). La signification 

de la phosphorylation de la Ser348, située elle aussi dans une séquence consensus reconnue par 

les MAPKs, n’a pas encore été élucidée (El Benna et al., 1994). 
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Les trois derniers sites de phosphorylation de p47phox sont localisés dans la région de 

fixation au domaine SH3B de p67phox. Les sérines 359 et 370 flanquent la région PRR (362-

369) et la sérine 379 se trouve dans le coude entre les deux hélices α du motif non-PxxP 

impliqué dans la fixation de p67phox (Figure 7). La substitution des sérines 359 et 370 en 

alanines réduit radicalement la phosphorylation globale de p47phox, ce qui conduit à un défaut 

de translocation et à une inhibition sévère de la production d’O2
.-. La phosphorylation de ces 

deux sérines précède et initie la phosphorylation des autres résidus sérines de p47phox 

(Johnson et al., 1998). Lors de l’activation, p47phox se présente sous différentes formes plus 

ou moins phosphorylées, ce qui corrobore l’hypothèse d’une phosphorylation graduelle de 

p47phox. Seules les formes les plus phosphorylées semblent s’associer à la membrane et 

l’ancrage à la membrane paraît être nécessaire pour certains événements de phosphorylation 

(Heyworth et Badwey, 1990 ; Rotrosen et al., 1990). Dans ce modèle, la forme « fermée » de 

p47phox s’ouvre graduellement grâce à des événements de phosphorylation préalables, 

nécessaires à la phosphorylation des autres sérines. Cependant, il a aussi été montré que 

p47phox hyperphosphorylée perdait sa capacité à activer l’oxydase dans les neutrophiles 

intacts (Yamaguchi et al., 1995). Certaines études laissent supposer que la phosphorylation de 

certaines sérines pourrait avoir un effet inhibiteur sur l’activité oxydase (Fontayne et al., 2002 ; 

Mizuki et al., 2005).  

Concernant la phosphorylation de Ser379, localisée dans la zone d’interaction avec 

p67phox, son rôle prête plus à débat. Il a été clairement établi que la substitution de cette sérine 

par une alanine provoquait une perte de translocation de p47phox et inhibait la fixation de 

p67phox à la séquence C-terminale de p47phox (Faust et al., 1995 ; Massenet et al., 2005 ; 

Mizuki et al., 2005). Certains auteurs suggèrent que la phosphorylation de Ser379 lors du burst 

oxydatif stopperait l’activité oxydase en entraînant la dissociation de p67phox (Mizuki et al., 

2005). Cependant, la substitution S379A inhibe aussi la translocation de p47phox alors que, 

même en absence de p67phox, p47phox est capable de migrer à la membrane (Heyworth et al., 

1991). Il se pourrait donc que la phosphorylation préalable de Ser379 soit nécessaire, au même 

titre que celle de Ser359 et Ser370, pour une ouverture complète de p47phox, la phosphorylation 

des sérines 303, 304 et 328 et à terme la translocation à la membrane. Dans cette hypothèse, au 

repos la région PRR de p47phox interagit avec le domaine SH3B de p67phox. Lors de 

l’activation du neutrophile, Ser379 est phosphorylée et alors l’association de p47phox avec le 

domaine SH3B de p67phox est atténuée. P67phox reste pourtant fixée à p47phox pour 

s’associer à la membrane, et cette hypothèse peut rejoindre le modèle d’interaction entre 

p47phox et p67phox établi par de Mendez et ses collaborateurs (de Mendez et al., 1996 et 



Introduction 

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 48 - 

1997). D’après ce modèle, lors de l’activation et association à la membrane, p67phox reste 

fixée à p47phox mais via son domaine PRR et le SH3B de p47phox (cf. § II.3.2). La 

phosphorylation de Ser379 lèverait la première interaction (p47phox)PRR / SH3(p67phox), à 

laquelle succèderait l’interaction (p47phox)SH3 / PRR(p67phox). On peut également envisager 

un maintien simultané des deux interactions. 

 

Ces événements de phosphorylation peuvent être réalisés par diverses kinases et à des 

degrés variés. Toutes les isoformes de PKC participent à la phosphorylation de p47phox et 

peuvent induire la production d’O2
.-. In vitro, les cibles des PKCs α, βII et δ sont les sérines 

303, 304, 315, 320, 328, 359, 370 et 379, Ser328 étant la plus intensément phosphorylée (El 

Benna et al., 1996 ; Fontayne et al., 2002). La PKC ζ ne peut phosphoryler que les sérines 

303/304 et 315. La variation du degré de phosphorylation des sites selon les isoformes suggère 

que les PKCs pourraient avoir des rôles distincts dans les cellules entières, basés sur un ciblage 

plus spécifique de certaines sérines. Bien que la PKC ζ phosphoryle moins de sites de p47phox, 

elle induit pourtant une production plus importante d’O2
.- (Fontayne et al., 2002). Il est donc 

envisagé que la phosphorylation de certaines sérines par les PKCs α, β et δ pourrait atténuer 

l’activité oxydase ; ainsi les événements de phosphorylation par les PKCs ne seraient pas 

exclusivement activateurs. Les MAPKs ERK1/2 participent aussi à la phosphorylation de 

p47phox (Dewas et al., 2000). Les MAPKs ERK1/2 et p38 peuvent phosphoryler Ser345, 

induisant une augmentation de l’activité oxydase de base (Dang et al., 2006b). La protéine 

kinase PKA a été mise en cause au niveau des sérines 320, 328 et/ou 359/370 (El benna et al., 

1996). La kinase Akt ou PKB, effecteur de la PI3K, peut phosphoryler in vitro Ser304 et Ser328, 

et a été impliquée dans la phosphorylation de p47phox (Chen et al., 2003 ; Hoyal et al., 2003). 

Cependant, des résultats contradictoires ne montrent aucune implication de Akt mais une 

activation de PKCs par la PI3K via la phospholipase PLC (Yamamori et al., 2004). D'autres 

kinases encore sont susceptibles d'induire ces phosphorylations telles que l'effecteur de Rac 

PAK (p21-activated kinase) et la caséine kinase II (Park et al., 2001 ; Martyn et al., 2005). 
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VI.  Assemblage de la NADPH oxydase : modèles d’interactions 
protéines-protéines et protéines-lipides 

VI.1.  Interactions potentielles des facteurs cytosoliques 

Différentes interactions entre les trois facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et 

p40phox ont été mises en évidence (cf. § II.3). La combinaison exacte de ces interactions n’est 

cependant pas totalement établie. Il existe encore de nombreuses incertitudes sur l’existence 

même de certaines de ces interactions ainsi que sur leur évolution au cours de l’activation de 

l’oxydase. L’ensemble de ces interactions est résumé dans la figure ci-dessous. 

 

Figure 18: Représentation schématique des interactions possibles entre les facteurs 
cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox sur les modèles structuraux de Groemping et al., 
2005. Les flèches indiquent toutes les interactions démontrées expérimentalement. Les 
interactions des facteurs cytosoliques avec p22phox et les lipides de la membrane plasmique 
sont aussi présentées.  
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VI.2.  Interaction des facteurs cytosoliques avec le cytochrome b558 

Il a été prouvé que les facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et Rac s’associent avec 

le cytochrome b558 (Heyworth et al., 1991 ; Paclet et al., 2000 ; Dang et al., 2001a ; Kao et al., 

2008). Les différents sites potentiels de contact entre les facteurs p47phox-p67phox et le 

cytochrome b558 ont été mis en évidence dans un premier temps par l’intermédiaire de cas de 

CGD+. En effet, pour certains patients, l’assemblage de l’oxydase est défectueux, ce qui 

incrimine possiblement le site muté comme un éventuel point de contact entre le cytochrome 

b558 et les facteurs cytosoliques (Figure 19). Cependant, le défaut d’assemblage peut aussi 

provenir d’un changement conformationnel du cytochrome b558 engendré par la mutation 

ponctuelle (Stasia et al., 2002). Sept mutations ont été identifiées chez ces patients, six sur 

Nox2 au niveau des résidus 303, 304, 369, 408, 500 et 568 (Leusen et al., 1994b ; Leusen et 

al., 2000 ; Stasia et al., 2002) et une sur p22phox sur la proline 156 (Leusen et al., 1994a). 

D’autre part, la capacité de petits peptides spécifiques à bloquer l’assemblage du complexe et 

l’activité oxydase a été testée (Park et al., 1997). Quatre régions de Nox2 nécessaires à 

l’association des facteurs cytosoliques ont été identifiées par cette approche : 87-100, 434-455, 

491-504, 559-565. La région 87-100 inclut la séquence 86-93 qui a été impliquée plus 

particulièrement dans l’interaction avec p47phox (DeLeo et al., 1995), et notamment les 

arginines 91 et 92 qui sont essentielles à l’assemblage (Biberstine-Kinkade et al., 1999). La 

région 491-504 correspond à l’hélice α 484-500 qui est susceptible de réguler l’accès du 

NADPH à son site de fixation par interaction avec les facteurs cytosoliques (Taylor et al., 

1993). Cette région, et notamment les résidus Asp484, His490, and Asp500, est essentielle au 

processus de transfert des électrons du NADPH au FAD (Li et al., 2005). En outre, la leucine 

505 proche de cette hélice α est cruciale dans l’activation du cytochrome b558. La mutation 

L505R de Nox2 est à l’origine d’un cas de CGD X+ (Stasia et al., 2005). La reconstitution 

d’une activité oxydase in vitro avec le cytochrome b558 muté a révélé que la mutation de cette 

leucine perturbe la fixation du NADPH et des facteurs cytosoliques, plus particulièrement celle 

de p67phox (Li et al., 2007). 

 

De précédents résultats obtenus par la technique de phage display avaient permis de 

révéler des régions d’interactions du cytochrome b558 avec p47phox en particulier: les segments 

de Nox2 86-93, 450-457, 554-560, et les régions de p22phox 156-160 et 177-183 (DeLeo et 

al., 1995). Dans le modèle établi, le tandem SH3 de p47phox (séquences 156-212 et 226-283) 

prend en « sandwich » la région PRR de p22phox située entre les résidus 151-160.  Les acides 
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aminés indispensables de p22phox sont Pro152, Pro156 et Arg158 (Groemping et al., 2003 ; 

Nobuhisa et al., 2006) ; on retrouve ainsi la proline 156 responsable d’un cas humain de 

CGDAR22+ (Leusen et al., 1994a).  

D’autre part, les régions de p22phox engagées dans l’assemblage de l’oxydase ont été 

déterminées grâce à des pentadécapeptides se chevauchant et couvrant toute la séquence de la 

protéine (« peptides walking ») : 51-63 avec p47phox, 81-91 et 111-115 avec p67phox, 151-

160 (région PRR) avec p47phox-p67phox (Figure 19) (Dahan et al., 2002). Il a également été 

mis en évidence une interaction de p40phox, via sa région SH3, avec le domaine PRR de 

p22phox (Tamura et al., 2007). Enfin, la séquence 323-332 de p47phox interagit avec p67phox 

puis s’associe au cytochrome b558 pendant l’activation (Nauseef et al., 1993 ; DeLeo et al., 

1996). 

 

 

Figure 19: Régions du cytochrome b558 impliquées dans l'assemblage et l'interaction avec 
les facteurs cytosoliques. Les sept mutations identifiées chez des patients CGD et associées à 
un défaut d'assemblage sont indiquées par une étoile rouge. Les régions de Nox2 impliquées 
dans l'assemblage en général sont représentées par des rectangles gris. Les régions 
d'interactions spécifiques à p47phox sont indiquées par un trait rose, à p67phox par un trait 
gris, à p40phox par un trait vert et à Rac par un trait bleu. Les acides aminés cruciaux dans ces 
interactions sont inscrits. (D’après Nauseef, 2004) 
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Les expériences avec peptides ont cependant des limites dans la détermination des 

séquences participant à l'assemblage de l'oxydase. En principe, s'il y a inhibition de 

l'assemblage par un peptide donné alors on peut conclure que la séquence est impliquée dans 

l'interaction avec les facteurs cytosoliques, mais s'il n'y a pas d'effet inhibiteur du peptide on ne 

peut pas conclure définitivement sur l'implication de la séquence dans l'assemblage du 

complexe oxydase. Par exemple, alors que les mutations H303N et P304R de Nox2 provoquent 

une inhibition de l’assemblage entraînant un cas de CGD X+, un peptide synthétique contenant 

les acides aminés 296 à 309 ne suffit pas à reconstituer in vitro le défaut observé chez les 

patients (Stasia et al., 2002). Ceci suggère que la modification de ces acides aminés induit des 

changements conformationnels qui altèrent indirectement le site de fixation des facteurs 

cytosoliques d’une manière non reproduite par ces peptides. Il est donc nécessaire de combiner 

plusieurs approches pour statuer définitivement sur l’implication d’un acide aminé ou d’une 

région dans l’interaction directe avec les facteurs cytosoliques. 

 

Enfin, il a été démontré que la translocation de Rac dans des neutrophiles déficients en 

Nox2 est moins importante, ce qui laisse supposer une association directe entre Rac et le 

cytochrome b558  (Heyworth et al., 1994). D’après certaines études,  le domaine « insert » de 

Rac est engagé dans l’association au cytochrome b558 (Freeman et al., 1996 ; Bokoch et 

Diebold, 2002). Dernièrement, le site d’association de Rac avec le cytochrome b558 a été 

localisé au niveau des acides aminés 419-430 de Nox2 (Kao et al., 2008). Les résidus 

particulièrement nécessaires seraient Lys421, Tyr425 et Lys426. La confirmation d’une interaction 

directe entre Rac et le cytochrome b558 corrobore le modèle d’activation du transfert 

d’électrons du NADPH au FAD par RacGTP, avant son association à p67phox pour la 

poursuite du transfert des électrons (Bokoch et Diebold, 2002). 
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VI.3. Modèle d’assemblage du complexe NADPH oxydase 

 

Figure 20: Modèle d’assemblage et d’activation du complexe NADPH oxydase. Au repos, 
l’hétérotrimère p40phox-p67phox-p47phox et la protéine Rac sont maintenues dans le 
cytoplasme, respectivement, via des interactions intramoléculaires inhibitrices et via la protéine 
inhibitrice RhoGDI. Les régions caractéristiques des protéines sont indiquées,  un rectangle 
noir correspondant au domaine PRR. Au cours de l’activation du neutrophile, les interactions 
intramoléculaires sont levées par des événements de phosphorylation, et Rac est convertie sous 
forme active liée à une molécule de GTP. Les facteurs cytosoliques s’associent au cytochrome 
b558 et à des lipides de la membrane plasmique. L'existence d'interactions supplémentaires 
entre les facteurs cytosoliques et le cytochrome b558, encore non caractérisées, sont suggérées 
par des étoiles jaunes. Les protéines kinases PKC et PLA2 subissent également une 
translocation au niveau du complexe NADPH oxydase.  

 

 

VII.Modèle cellulaire PLB-985 

La lignée promyélocytaire PLB-985 a été établie en 1987 par l’équipe du Pr Rado. Les 

cellules PLB-985 sont issues d’une lignée de cellules humaines, myéloïdes, diploïdes, obtenues 

à partir du sang périphérique d’une patiente atteinte d’une leucémie aigüe non lymphoïde 

(Tucker et al., 1987). Les cellules PLB-985 sont des myélomonoblastes à un stade plus précoce 
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de maturation que la lignée promyélocytaire HL-60, également couramment utilisée dans 

l’étude de la NADPH oxydase. Les PLB-985 peuvent être différenciées en granulocytes ou en 

monocytes/macrophages en présence de certains agents inducteurs (PMA, diméthylsulfoxyde 

DMSO, acide rétinoïque ou diméthylformamide DMF) (Figure 21). Les PLB-985 différenciées 

par le DMF en granulocytes, ou « neutrophils-like », expriment toutes les sous-unités du 

complexe oxydase (Nox2, p22phox, p47phox, p67phox et p40phox) et sont capables 

d’accomplir les principales fonctions d’un polynucléaire neutrophile (Pedruzzi et al., 2002). 

Les cellules PLB-985 divergent néanmoins du neutrophile sur plusieurs points. 

Morphologiquement, elles conservent un noyau plus volumineux et moins polylobé que celui 

du neutrophile. Elles expriment environ 10 fois moins de cytochrome b558 et ont un pouvoir 

microbicide nettement moins puissant que celui du neutrophile. Des travaux actuellement 

réalisés dans notre laboratoire révèlent également des déficiences en certaines protéines 

granulaires (travaux de thèse de Federica Defendi). 

 

Figure 21: Morphologie des cellules PLB-985 en microscopie électronique en transmission. 
A) Cellule PLB-985 promyélocytaire non induite (agrandissement x 12730) B) Cellule PLB-
985 après induction d’une différentiation granulocytaire au DMF (agrandissement x 7810). Le 
noyau apparait réduit et polylobé, et le cytoplasme contient de nombreux granules (D’après 
Tucker et al., 1987). 

 

 

En 1993, l’équipe du Pr Dinauer a établi une lignée PLB-985 dans laquelle le gène 

CYBB codant Nox2 a été inactivé par recombinaison homologue (Zhen et al., 1993). Cette 

lignée de cellules PLB-985 « X-CGD » a été obtenue par insertion d’une cassette, codant la 

phosphotransférase hygromycine B, par recombinaison homologue au niveau du 3e exon du 

gène CYBB (Figure 22). Dans ce modèle cellulaire, l’expression sauvage de Nox2 est 

totalement abolie et l’activité oxydase est par conséquent nulle. Cette lignée permet ainsi 
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d’obtenir en culture des « neutrophils-like » de type CGDX0. Une activité oxydase équivalente 

à celle des cellules PLB-985 sauvages (WT) peut alors être reconstituée par transfection stable 

de l’ADNc sauvage de Nox2 (cellules WT-Nox2) (Zhen et al., 1993). 

 

 

 

Figure 22: Construction de la lignée de cellules PLB-985 X-CGD. Interruption du gène 
CYBB codant Nox2 par insertion d’une cassette codant la phosphotransférase hygromycine B 
(HYG) par recombinaison homologue au niveau du 3e exon du gène.  

 

 

Le modèle PLB-985 X-CGD est un outil particulièrement intéressant pour effectuer 

une étude structure-fonction de la protéine Nox2 en réalisant des mutations de la séquence 

sauvage de Nox2. L’approche expérimentale consiste à modifier par mutagenèse dirigée 

l’ADNc de Nox2 qui est ensuite cloné dans un vecteur d’expression eucaryote qui peut alors 

être transfecté de manière stable dans le modèle cellulaire PLB-985 X-CGD. L’étude de l’effet 

de certaines modifications de Nox2 sur le phénotype des cellules PLB-985 a permis 

d’améliorer la caractérisation de la synthèse et du fonctionnement du complexe NADPH 

oxydase : 

- Caractérisation des mécanismes de synthèse et de maturation  du cytochrome 

b558. Mise en évidence, entre autres, de l’implication des histidines 101, 115, 209, 222 dans la 

fixation des hèmes et la maturation du cytochrome b558 (Biberstine-Kinkade et al., 2001). 

L’acquisition des hèmes par le précurseur gp65 précède et est nécessaire à l’association de 

p22phox (DeLeo et al., 2000). 

- Analyse des homologues de Nox2.  Il a été prouvé que Nox1 présente des 

similarités fonctionnelles avec l’oxydase phagocytaire Nox2 car Nox1 est capable de restaurer 

une activité oxydase dans les cellules X-CGD PLB-985 (Geistz et al., 2003). 

-  Reproduction de mutations humaines de CGD X+ afin d’analyser les mécanismes 

d’activation du complexe oxydase: la double mutation His303Asn/Pro304Arg inhibe la 



Introduction 

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 56 - 

translocation des facteurs cytosoliques (Stasia et al., 2002 ; Bionda et al., 2004), la délétion 

∆488-497 interrompt le transfert d’électrons vers le FAD (Schapiro et al., 1991 ; Yu et al., 

1999), la mutation Leu505Arg altère l’interaction de p67phox avec le cytochrome b558 et la 

fixation du NADPH (Stasia et al., 2005 ; Li et al., 2007). 

 -  Etude des sites fonctionnels de Nox2 par mutagenèse dirigée : 

� Région extrême C-terminale : la délétion des 11 derniers acides aminés déstabilise 

complètement la structure de Nox2 qui n’est plus exprimée. Le remplacement dans la région 

559-565 des acides aminés non polaires par des acides aminés polaires ou chargés provoque 

une inhibition de l’expression de Nox2. Les derniers résidus sont essentiels à la stabilité de 

Nox2 (Zhen et al., 1998). 

�   Boucle B : impliquée dans l’interaction de Nox2 avec les facteurs cytosoliques, en 

particulier les résidus Arg91 et Arg92 (Biberstine-Kinkade et al., 1999) 

�   Hélice α 484-504 : indispensable à l’activité oxydase, à l’assemblage du complexe 

oxydase et au transfert d’électrons du NADPH au FAD, notamment les résidus Asp484, 

His490, and Asp500 (Li et al., 2007). 

 

Parmi les différentes études effectuées par mutagenèse dirigée de Nox2 dans le 

modèle PLB-985 X-CGD, notre laboratoire a réalisé l’étude de la boucle D intracytosolique de 

Nox2 191TSSTKTIRRS200 (Li et al., 2005). Afin d’élucider sa fonction, l’ADNc codant Nox2 a 

été modifié par mutagenèse dirigée dans la séquence correspondant à la boucle D. Puis l’ADNc 

muté a été cloné dans un vecteur d’expression eucaryote (pEF-PGKneo) et transfecté de 

manière stable dans le modèle cellulaire PLB-985 X-CGD. Ces travaux ont prouvé que la 

boucle D, localisée avant le 5e passage transmembranaire porteur d’un des hèmes, est 

nécessaire au transfert des électrons du FAD à l’oxygène via les hèmes, en particulier les 

résidus chargés Lys195, Arg198 et Arg199 (191TSSTKTIRRS200). Or, parmi les remaniements 

effectués sur la boucle D, certains ont permis d'augmenter significativement l'activité NADPH 

oxydase des cellules PLB-985, et notamment le remplacement de cette boucle D par son 

homologue provenant de l’oxydase non phagocytaire Nox4 191TAASTYYAAIRVVS200 (les cellules 

PLB-985 obtenues sont nommées D-loopNox4-Nox2). 
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OBJECTIFS 
 

Dans le cadre de l’étude structure-fonction de la protéine Nox2 au niveau de la boucle 

D intracytosolique (191TSSTKTIRRS200) dans le modèle PLB-985 X-CGD, notre laboratoire a 

obtenu pour la première fois des mutants PLB-985 présentant une activité NADPH oxydase 

supérieure à la normale (Li et al., 2005). Le principal objectif de ce travail est la caractérisation 

de la super-activité du mutant PLB-985 D-loopNox4-Nox2, contenant la boucle D de la 

protéine homologue Nox4  (191TAASTYYAAIRVVS200), et l’élucidation des mécanismes 

moléculaires qui en sont à l’origine. 

 

1) Dans un premier temps, le travail a consisté à caractériser la surproduction d’O2
.- par le 

mutant D-loopNox4-Nox2 (versus les cellules WT-Nox2) stimulé par divers agonistes 

solubles et particulaires. La cinétique de production d’O2
.- des cellules intactes a été 

mesurée par chemiluminence en présence de luminol, et en présence d’isoluminol afin 

d’analyser également la localisation des O2
.- produits. 

 

2) Dans un second temps, nous avons déterminé si le caractère super-mutant du complexe 

NADPH oxydase des cellules D-loopNox4-Nox2 se manifestait aussi in vitro. Pour cela, 

la production d’O2
.- a été mesurée en système reconstitué en présence de membranes 

purifiées de cellules PLB-985 transgéniques, puis en système simplifié en présence de 

cytochrome b558 purifié et de facteurs cytosoliques recombinants. 

 

3) Ensuite, nous avons examiné l’implication des voies de transduction du signal 

d’activation du complexe NADPH oxydase dans la suractivité du mutant D-loopNox4-

Nox2. Une étude de l’activité NADPH oxydase ex vivo en fonction de l’influx calcique 

intracellulaire et en fonction des événements de phosphorylation a été effectuée. 

L’implication des flux calciques et des évenements de phosphorylation sur l’activité 

NADPH oxydase du super-mutant a été déterminée  en inhibant ou en stimulant l’influx 

calcique, et en utilisant des inhibiteurs de kinase. 
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4) Nous avons finalement déterminé si la surproduction d’O2
.- par le mutant D-loopNox4-

Nox2 s’accompagnait d’une amélioration du pouvoir microbicide des cellules PLB-985. 

Les expériences de bactéricidie ont été réalisées avec l’entérobacille Pseudomonas 

aeruginosa, un microorganisme responsable d’infections rencontrées dans la CGD 

(utilisation de la souche non cytotoxique PAO1). Dans le cadre de cette étude, le pouvoir 

bactéricide des cellules PLB-985 vis-à-vis de P. aeruginosa a été analysé en fonction de 

leur activité NADPH oxydase. 
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MATERIEL ET METHODES 

I. Préparations Biologiques 

I.1. Culture de la lignée cellulaire PLB-985 sauvage et X-CGD 

Les cellules PLB-985 sauvages (WT) et CYBB-KO (PLB-985 X-CGD) sont un 

généreux don du Dr Mary C. Dinauer (Department of Pediatrics and Department of Medical 

and Molecular Genetics, Indiana USA) (Zhen et al., 1993). Les deux types de cellules sont 

cultivés en milieu complet constitué de RPMI 1640 supplémenté avec 2 mM de L-Glutamine, 

100 U/ml de pénicilline G, 100 µg/ml de streptomycine et 10% (v/v) de sérum de veau fœtal 

(SVF) préalablement décomplémenté par une incubation de 30 min à 56°C. Les cellules sont 

incubées en étuve humide à 37°C et 5% de CO2. Le délai de doublement des cellules PLB-985 

est de 24h à 48h. Lors d’un passage, elles sont diluées au 1/10e. Les cellules peuvent alors être 

cultivées environ deux mois. 

Lorsque les cellules PLB-985 X-CGD sont tranfectées avec l’ADNc sauvage de Nox2 

(cellules WT-Nox2) ou avec l’ADNc muté de Nox2, une pression de sélection du vecteur 

transfecté est maintenue par ajout de 0,5 mg/ml de généticine au milieu de culture (gène de 

résistance exprimé par le vecteur pEF-PGKneo) (Li et al., 2005). Dans le cas où les cellules 

sont destinées à l’étude du pouvoir bactéricide, elles sont mises en culture sans antibiotiques au 

moins une semaine avant différentiation. 

 

I.2. Différentiation des cellules PLB-985 

Après dénombrement des cellules en cellule de Malassez, elles sont différenciées en 

granulocytes « neutrophil-like » par ajout de 0,5% (v/v) de dimethylformamide (DMF) en 

milieu de culture complet, à raison de 2 x 105 cellules/ml (Tucker et al., 1987 ; Zhen et al., 

1993). Les deux tiers du milieu sont renouvelés après 3 jours de culture et les cellules sont 

utilisées au sixième jour de différentiation (J6). 

 

I.3. Congélation et décongélation 

I.3.1. Congélation 

Les cellules sont dénombrées en cellule de Malassez et 107 cellules sont reprises dans 

1 ml de milieu composé de DMSO 10% (v/v) et de SVF 90% (v/v). Elles sont ensuite 
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progressivement congelées en cryotube pendant 18h à -80°C dans une boîte de congélation 

NalgenTM Cryo contenant de l’isopropanol. Les cryotubes sont finalement conservés en azote 

liquide. 

 

I.3.2. Décongélation 

Le cryotube est immédiatement plongé dans un bain-marie à 37°C. Les cellules 

décongelées sont rapidement diluées dans un grand volume de milieu de culture complet  

contenant 20% (v/v) de SVF. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois (centrifugation de 10 min à 

400g à température ambiante) puis resuspendues dans 3 ml de milieu de culture complet 

contenant 20% (v/v) de SVF. Le milieu de culture à 20% de SVF est renouvelé le lendemain 

jusqu’à un volume final de 6 ml. Ensuite, les cellules sont cultivées en milieu complet 

classique à 10% (v/v) de SVF. 

 

 

I.4. Purification des neutrophiles humains à partir de sang frais 

L’Etablissement Français du Sang de Grenoble fournit du sang frais prélevé sur 

héparine. Les neutrophiles sont isolés sur gradient de densité Ficoll-Hypaque selon une 

méthodologie adaptée de celle préalablement décrite par Böyum en 1968. Le sang total est 

dilué au demi dans du tampon PBS (« phosphate-buffered saline solution » : KCl 2,7 mM ; 

KH2PO4 1,5 mM ; Na2HPO4 (12H2O) 8,1 mM ; NaCl 137 mM ; pH 7,3) contenant 1% (v/v) de 

citrate de sodium trisodique stérile. Cette dilution est déposée délicatement sur un gradient de 

densité Ficoll-Hypaque (d = 1,077) à raison d’un volume de Ficoll pour deux volumes de sang 

dilué. Une centrifugation de 20 min à 880g à 20°C (accélération et freinage lents) permet de 

séparer la couche lympho-monocytaire (anneau blanc à l’interface du plasma et de la couche de 

Ficoll) des polynucléaires et érythrocytes qui sont concentrés dans le culot. Le surnageant est 

éliminé et le culot est remis en suspension dans 50 ml de tampon de lyse hypotonique à pH 7 

composé de NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM et EDTA (2H2O) 0,1 mM. La lyse des 

érythrocytes s’achève dans la glace en 5 à 15 min. Les neutrophiles sont ensuite récupérés par 

centrifugation à 460g pendant 7 min à 4°C, lavés une première fois par le tampon de lyse, une 

seconde fois par du PBS et repris dans le tampon PBS à une concentration finale de 108 

cellules/ml.  
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I.5. Morphologie cellulaire par coloration May-Grünwald Giemsa 

La coloration de May-Grünwald Giemsa est une méthode de coloration permettant de 

de distinguer les différentes cellules sanguines pour réaliser une formule leucocytaire. Cette 

technique repose sur l’action complémentaire de deux colorants neutres et sur l’affinité 

différentielle des éléments cellulaires pour les colorants acides ou basiques. Les deux colorants 

neutres, le May-Grünwald et le Giemsa, sont formés chacun d’un colorant basique et d’un 

colorant acide qui sont maintenus inactifs lorsque solubilisés dans le méthanol. Le May-

Grünwald contient de l’éosinate de bleu de méthylène et le Giemsa contient de l’éosinate 

d’azur de méthylène. Au contact de l’eau, ils se dissocient en éosine (colorant acide) et azur et 

bleu de méthylène (colorants basiques). Ainsi, les éléments basophiles sont colorés en bleu, 

éosinophiles en orange, neutrophiles en beige-rose et les éléments azurophiles apparaissent en 

pourpre.  

Afin de vérifier la morphologie des cellules PLB-985 après différentiation, un frottis 

de cellules est réalisé à partir d’une goutte de cellules reprises en PBS à raison de 2.107 

cellules/ml. Le frottis est recouvert avec 10 à 15 gouttes de solution de May-Grünwald (RAL) 

pendant 3 min puis 15 gouttes d’eau neutre sont ajoutées afin d’activer les colorants. Après 1 

min sous agitation douce, la lame est égouttée et le frottis est recouvert durant 20 min avec une 

solution de Giemsa-R (RAL) diluée au 1/10e en eau neutre (30 gouttes dans 20 ml d’eau 

neutre). La lame est alors lavée rapidement à l’eau distillée, égouttée et séchée à l’air libre. 

L’observation des cellules s’effectue au microscope en immersion. 

   

 

I.6. Préparations cellulaires 

I.6.1. Traitement des cellules au diisopropylfluorophosphate 

Dès leur purification, les cellules sont traitées avec 3 mM de DFP (inhibiteur de 

protéases à sérine) pendant 15 min dans la glace. Après une centrifugation de 5 min à 400g à 

4°C, le culot sec de cellules peut être conservé à -80°C. 

 

I.6.2. Séparation des fractions membranaires et cytosoliques 

Les cellules traitées au DFP (M&M § I.6.1) sont resuspendues, à raison de 5.108 

cellules/ml, en PBS contenant plusieurs inhibiteurs de protéases : 1mM PMSF, 2 µM 
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leupeptine, 2 µM pepstatine et 10 µM TLCK (tampon PBS-inhibiteurs de protéases). Les 

cellules sont lysées par sonication avec 4 cycles de 5 secondes à 30W et 1 min d’intervalle 

entre les cycles, les cellules étant maintenues dans la glace. Une première centrifugation à 

1000g pendant 15 min à 4°C permet d’éliminer les cellules et les noyaux non lysés. Une 

ultracentrifugation d’1h à 200 000g à 4°C est réalisée sur le surnageant afin de séparer les 

membranes et le cytosol. Le culot issu de l’ultracentrifugation, contenant les membranes 

brutes, est lavé à 3 reprises dans le tampon PBS-inhibiteurs de protéases et resuspendu dans ce 

même tampon à raison de 1 ml pour 5.108 cellules. Cette suspension membranaire est 

homogénéisée par une brève sonication de quelques secondes à 40W dans la glace. Le 

surnageant issu de l’ultracentrifugation, correspondant à la fraction cytosolique, est récupéré 

après filtration (0,22 µm). La concentration protéique des deux fractions membranaires et 

cytosoliques est mesurée par la méthode de Bradford (M&M § III.1). Le cytosol est conservé à 

-80°C en aliquots contenant 3 mg de protéines alors que les membranes sont ajustées en 

aliquots contenant 300 µg de protéines, pour une utilisation ultérieure en système reconstitué 

(M&M § V.3.1) (Batot et al., 1995). 

  

I.6.3. Préparation d’un extrait membranaire soluble  

Les cellules traitées au DFP (M&M § I.5.1) sont resuspendues goutte à goutte, à 

raison de 108 cellules/ml, en tampon de lyse pH 7,4 (Triton X100 1%, HEPES 10mM, MgCl2 

3,5 mM, PMSF 1 mM, leupeptine 2 µM). L’échantillon est maintenu 20 min dans la glace avec 

une agitation au vortex toutes les 5 min. Une centrifugation de 30 min à 12000g à 4°C est 

effectuée. Le surnageant obtenu correspond à l’extrait soluble Triton X100 1% sur lequel le 

dosage des protéines membranaires solubilisées est effectué grâce à l’acide bicinchonique 

(M&M § III.2). Cet extrait membranaire soluble peut être être conservé à -80°C (Stasia et al., 

2002). Sur cet extrait membranaire soluble sont réalisés le Western blot des protéines du 

complexe oxydase et le spectre différentiel du cytochrome b558. Cependant, le facteur p67phox 

est difficilement soluble dans l’extrait Triton X100 1%. Afin de le récupérer, le culot protéique 

insoluble dans le Triton X100 1% obtenu après la centrifugation à 12000g est repris à raison de 

108 cellules/ml en tampon de lyse mais sans Triton X100. Une sonication de 5 secondes à 40W 

dans la glace permet alors d’homogénéiser ce culot. L’homogénat obtenu est complémenté en 

Triton X100 1% (par ajout d’une solution concentrée de Triton X100 10%) et peut être 

conservé à -80°C.  
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II.   Synthèse et purification des protéines recombinantes 

La synthèse et la purification des protéines recombinantes ont été précédemment 

réalisées au laboratoire. Les ADNc codant les protéines Rac1, p67phox, p47phox ont été clonés 

dans les vecteurs pGEX-3X (p67phox) et pGEX-2T (p47phox, Rac1) (Abo et al., 1992 ; 

Vergnaud et al., 2000 ; Li et al., 2007). Ces vecteurs permettent l’expression des protéines 

fusionnées à la gluthatione S-transférase (GST) après transformation de bactéries Escherichia 

coli DH5. L’expression des protéines a été induite par l’isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) durant 3h (0,2 mM à 20 °C pour p67phox et p47phox ou à 0,1 

mM à 37°C pour Rac1). Les protéines de fusion ont été récupérées et purifiées sur une matrice 

de gluthatione-Sepharose. Les protéines p47phox et Rac1 ont été clivées directement sur la 

matrice sous l’action de la thrombine, et la protéine p67phox a été éluée par compétition avec 

du gluthation réduit (obtention de GST-p67phox). La pureté et le clivage des protéines 

recombinantes ont été vérifiés sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE coloré au bleu de 

Coomassie (M&M § III.3). L’efficacité de clivage était supérieure à 90 % et la pureté 

supérieure à 95 %. Les protéines recombinantes ont été stockées à -20°C (Li et al., 2007). 

 

III.  Analyses protéiques 

III.1.  Dosage des protéines par la méthode de Bradford 

Cette méthode est un test colorimétrique basé sur la fixation du bleu de Coomassie en 

milieu acide sur les groupements amines libres des protéines. La longueur d’onde d’absorption 

du bleu de Coomassie évolue de 465 nm à 595 nm lorsqu’il est complexé à un groupement 

amine (Bradford, 1976). Cette technique simple permet de doser de faibles quantités de 

protéines dans des milieux à forte salinité. L’absorbance du complexe à 595 nm est 

proportionnelle à la quantité de protéines. Elle est déterminée par rapport à une courbe 

d’étalonnage réalisée avec de l’albumine sérique bovine (BSA). Les échantillons et la gamme 

de BSA sont ajoutés à 1 ml de réactif de Bradford (BioRad protein Assay) et incubés au 

minimum 5 min à température ambiante. La mesure de l’absorbance doit être réalisée dans les 

30 min suivantes (période de stabilité de la coloration). 
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III.2.  Dosage des protéines par l’acide bicinchonique BCA 

Cette méthode est un test colorimétrique basé sur la réduction des ions Cu2+ en Cu+ 

par les liaisons peptidiques des protéines (Smith et al., 1985). Elle permet d’évaluer la 

concentration en protéines de milieux biologiques complexes. Le test utilise l’acide 

bicinchonique qui chélate spécifiquement les ions Cu+, issus de la réduction des ions Cu2+ par 

les liaisons peptidiques des protéines, en formant un complexe soluble violet (BCA Protein 

Assay kit, Interchim). L’absorbance de ce complexe à 562 nm est proportionnelle à la quantité 

de protéines. Elle est déterminée par rapport à une courbe d’étalonnage réalisée avec de 

l’albumine sérique bovine (BSA). Les échantillons et la gamme de BSA sont ajoutés à 2 ml de 

solution de travail et incubés 30 min à 37°C dans des tubes bouchés. L’absorbance à 562 nm 

est mesurée après refroidissement des tubes.  

 

 

III.3.  Séparation des protéines en gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-
PAGE) 

La technique d’électrophorèse SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis) permet de séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire 

(Laemmli et Favre, 1973). A un pH donné, les protéines acquièrent une charge électrique 

négative ou positive selon leur point isoélectrique. Cette propriété leur permet de migrer au 

sein d’un champ électrique. Dans cette technique, les protéines sont préalablement incubées 

avec l’agent réducteur β-mercaptoéthanol, qui rompt les ponts disulfures, et du SDS, qui 

dénature les protéines, de telle sorte à conférer une charge uniquement négative aux protéines. 

Dès lors, les protéines vont migrer dans la même direction au travers d’un gel de 

polyacrylamide et ne seront séparées qu’en fonction de leur masse moléculaire. Le choix du 

pourcentage de polyacrylamide du gel dépend de la taille de la protéine d’intérêt que l’on veut 

séparer. En effet, plus le maillage est dense (haut pourcentage) plus la migration est lente et 

alors les petites protéines seront mieux séparées. 
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III.3.1.  Préparation du gel de polyacrylamide 

Les quantités indiquées correspondent à la préparation de deux mini-gels (9 cm x 6,5 

cm) de 1,5 mm d’épaisseur. 

Gel de séparation 11% : 

Réactifs Volume (ml) 

Eau  11,00        

Tris-HCl 1,5 M pH 8,9  6,0 

Acrylamide/Bisacrylamide 40%  6,6 

SDS 10%   0,24 

APS 10%   0,15 

TEMED     0,025 

 

Gel de concentration : 

Réactifs Volume (ml) 

Eau      6,3201  

Tris-HCl 0,5 M pH 6,6 2,5 

Acrylamide/Bisacrylamide 40% 1,0 

SDS 10% 0,1 

APS 10%  0,07 

TEMED  0,01 

 

 

III.3.2.  Préparation des échantillons et migration électrophorétique 

Les échantillons sont ajoutés à du tampon de dépôt [Tris-HCl 630 mM, bleu de 

bromophénol 0,004%, SDS 2% (p/v), sucrose 1% (p/v)] contenant 2,5% de β-mercaptoéthanol. 

Les protéines sont dénaturées à 60°C pendant 30 min ou à 95°C pendant 2 min. La migration 

des protéines s’effectue en 1h environ à 30 mA par gel pour des mini-gels, dans un tampon de 

migration à pH 8,8 [Tris 25 mM, Glycine 190 mM, SDS 0,1% (p/v)]. 

 

III.3.3.  Révélation des protéines sur gel de polyacrylamide 

Les protéines peuvent être révélées par coloration au bleu de Coomassie (détection 

d’environ 1 µg de protéines). Le gel est incubé dans une solution de bleu de Coomassie [bleu 

de Coomassie 0,25% (p/v), acide acétique 10% (v/v), méthanol 50% (v/v)] pendant 10 à 30 
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min sous agitation. L’excès de colorant est éliminé par des bains successifs dans une solution 

de décoloration [éthanol 26% (v/v) et acide acétique 7% (v/v)]. L’avantage de cette méthode de 

révélation est sa réversibilité. 

Les protéines peuvent aussi être révélées par coloration au nitrate d’argent. Cette 

technique est nettement plus sensible que celle au bleu de Coomassie : détection de quelques 

dizaines de ng de protéines.  Elle est réalisée avec le kit BioRad Silver Stain (Merril et al., 

1981) selon le protocole suivant pour un mini-gel de 1,5 mm. Le gel est incubé 60 min dans un 

premier bain de fixation (méthanol 40% (v/v) et acide acétique 10% (v/v)) puis 30 min dans un 

second bain (éthanol 10% (v/v) et acide acétique 5% (v/v)). Ensuite, le gel est incubé 10 min 

dans la solution d’oxydation (dichromate de potassium et acide nitrique) puis lavé à trois 

reprises avec de l’eau distillée. Le gel est alors incubé 30 min avec le réactif à l’argent (nitrate 

d’argent), lavé à l’eau distillé et les protéines sont révélées grâce à trois bains successifs de 

quelques minutes dans le milieu de développement. La réaction est stoppée par l’ajout d’acide 

acétique 5% (v/v).   

 

 

III.4.  Western blot 

III.4.1.  Transfert des protéines sur membrane 

Afin d’identifier les protéines séparées par électrophorèse SDS-PAGE à l’aide 

d’anticorps spécifiques, elles sont transférées sur membrane de nitrocellulose (0,45 µm) en 

système semi-sec. Dans ce cas, le gel SDS-PAGE ne doit pas être coloré au bleu de Coomassie 

comme précisé au paragraphe précédent.  La cuve de transfert, constituée de deux électrodes de 

graphite, est soigneusement humidifiée par du tampon de transfert à pH 8,3 [Tris 25 mM, 

Glycine 129 mM, SDS 0,01% (p/v), méthanol 20% (v/v)]. Le gel est déposé sur la membrane 

de nitrocellulose « en sandwich » entre six feuilles de papiers Whatman n°3, l’ensemble étant 

préalablement imprégné de tampon de transfert. Ainsi, les protéines étant chargées 

négativement migrent de la cathode vers l’anode et s’adsorbent sur la membrane. Le transfert 

est réalisé à raison de 1 mA/cm2 de gel à transférer durant 2h30 à 3h pour un gel de 1,5 mm 

d’épaisseur (Towbin et al., 1979). L’efficacité du transfert peut être vérifiée en colorant le gel 

au bleu de Coomassie (cf § précédent). 
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III.4.2.  Révélation des protéines 

Après transfert, les sites libres de la membrane de nitrocellulose sont saturés par une 

incubation sous agitation douce pendant 1h dans du tampon TBS-Tween pH 7,5 [Tris-HCl 50 

mM, NaCl 200 mM, Tween 20 0,05 % (v/v)] supplémenté en lait écrémé 1 % (p/v). La 

membrane est ensuite lavée à trois reprises durant 5 min en TBS-Tween. Elle est alors incubée 

en TBS-Tween pendant 2h à température ambiante sous agitation lente en présence de 

l’anticorps primaire spécifique de la protéine à révéler. Les anticorps primaires employés afin 

de détecter le cytochrome b558 sont les anticorps monoclonaux mAb 48 et mAb 449 dirigés 

respectivement contre Nox2 et p22phox (Verhoeven et al., 1989). Pour l’immunodétection des 

autres facteurs de l’oxydase, les anticorps utilisés sont des anticorps polyclonaux : C-19 de 

Santa Cruz pour p67phox et des anticorps polyclonaux dirigés contre la partie C-terminale de 

p40phox et p47phox ou contre les résidus 123 à 145 de Rac1 (Vergnaud et al., 2000). La 

membrane est lavée au moins cinq fois 10 min en TBS-Tween avant d’être incubée 45 min 

avec l’anticorps secondaire dirigé spécifiquement contre les immunoglobulines de l’espèce 

utilisée pour l’obtention de l’anticorps primaire. La membrane est abondamment rincée en 

TBS-Tween pendant 3h à 4h. L’anticorps secondaire est couplé à l’enzyme peroxydase HRPO 

(horse radish peroxidase), ce qui permet une révélation par chemiluminescence (kit ECL 

Western blotting, Amersham Biosciences). La chemiluminescence obtenue résulte d’une 

dissipation d’énergie du luminol, excité suite à son oxydation catalysée par le système 

HRPO/H2O2 dans des conditions alkalines. La lumière émise par le retour du luminol à un état 

basal est intensifiée grâce à des composés phénols et captée sur film autoradiographique. 

 

 

III.5.   Spectre d’absorption différentiel du cytochrome b558 

Cette méthode permet d’identifier et de quantifier le cytochrome b558 contenu dans 

l’extrait membranaire soluble (M&M § I.6.3). L’élément absorbant la lumière dans les 

cytochromes est le groupement héminique. Les spectres d’absorption du cytochrome b558 sont 

réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre monofaisceau (Beckman DU640) sur lequel peuvent 

être adaptées des microcuves de 50 µl (trajet optique de 1 cm). Le spectre d’absorption de la 

fraction oxydée (cytochrome b558 natif) est mesuré de 400 à 650 nm et mémorisé. Cette 

fraction est réduite par addition de quelques grains de dithionite de sodium et une nouvelle 
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lecture est effectuée de 400 à 650 nm. Le spectre différentiel rédox, correspondant à la 

différence d’absorption entre la fraction réduite et la fraction oxydée native, est calculé. 

Le spectre différentiel d’absorption est spécifique d’un cytochrome donné. Le spectre 

différentiel du cytochrome b558 présente deux principaux pics d’absorption aux longueurs 

d’onde 426 nm et 558 nm (coefficients d’extinction molaire : ε558 = 21,6 mM-1.cm-1 ; ε426 = 106 

mM-1.cm-1), et un pic très faible à 530 nm. La loi de Beer-Lambert établit un lien entre 

l’absorbance d’un composé à une longueur d’onde définie et sa concentration dans la cuve : A 

= ε x l x c, avec « A » correspondant à l’absorbance à la longueur d’onde λ, « l » correspondant 

au trajet optique en cm, « c » à la concentration du composé en mM, « ε » au coefficient 

d’extinction molaire à la longueur d’onde λ en mM-1.cm-1. Cette relation permet de déterminer 

la concentration en hème dans l’échantillon et donc la concentration en cytochrome b558 qui 

contient deux molécules d’hèmes. La quantité de cytochrome b558 peut ensuite être rapportée à 

la quantité totale de protéines membranaires (pmoles/mg). Il existe des pics d’absorption 

contaminants qui doivent être éliminés préalablement à la mesure, notamment celui de la 

myéloperoxydase à 474 nm (coefficient d’extinction molaire : ε474 = 89 mM-1.cm-1), mais aussi 

à 641 nm et celui de l’hémoglobine à 430 nm. 

 

IV.  Purification du cytochrome b558 de membranes de PLB-985 

IV.1. Purification du cytochrome b558 par immunoaffinité 

L’extraction du cytochrome b558 des cellules PLB-985 transfectées différenciées est 

réalisée sur la fraction membranaire (M&M § I.6.2) selon la technique mise au point par 

l’équipe du Pr Jesaitis (Lord et al., 2008). La purification est réalisée par immunoaffinité en 

une seule étape grâce à l’anticorps monoclonal mAb CS9, spécifique de la sous-unité p22phox 

du cytochrome b558 (Taylor et al., 2004). L’extraction a été réalisée sur 1010 cellules PLB-985 

transfectées, différenciées.  

Aux membranes, préalablement reprises en milieu tampon PBS-inhibiteurs de 

protéases à raison de 5.108 cellules/ml, est ajouté 1M de NaCl afin d’éliminer la MPO. Puis, 

l’échantillon est centrifugé 35 min à 4°C à 200 000g. Le culot est repris à raison de 5.108 

cellules/ml en Tampon A contenant 10 mM d’Hépès à pH 7,4, 100 mM de KCl, 10 mM de 

NaCl et 1 mM d’EDTA. La solution est ensuite complétée avec 2 mM de PMSF, 1µl/ml du 

cocktail inhibiteur de protéases P8340 (Sigma), 0,1 mM de DTT, 100 µg/ml de 
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désoxyribonucléase I et 100 µg/ml de ribonucléase B. Après ajout d’octylglucoside (OG) à 2 % 

(p/v) final et une brève sonication, l’échantillon est incubé sous agitation 40 min à 4°C. Après 

une centrifugation à 100 000g durant 30 min à 4°C, le surnageant est récupéré (environ 4,8 ml). 

Un premier spectre d’absorption est réalisé avant purification (M&M § III.5). 

Le surnageant est alors ajouté à 300 µl de billes sépharose couplées à l’anticorps CS9 

à raison de 2 mg de mAb CS9/ml de billes (collaboration avec le Pr Jesaitis). L’échantillon est 

agité sous rotation pendant 1h à 4°C puis la récupération du cytochrome b558 est réalisée en 

batch. L’échantillon est lavé avec 3 ml de Tampon A froid contenant 1,2 % (p/v) d’OG, et une 

mesure de la DO à 260 et 280 nm est réalisée sur le surnageant de lavage récupéré. Un second 

lavage est réalisé avec 3 ml de Tampon A contenant 1,2 % (p/v) d’OG et 800 mM de NaCl au 

lieu de 10 mM, suivi d’un dernier lavage avec 3 ml de Tampon A contenant 1,2 % (p/v) d’OG. 

Des lavages supplémentaires sont réalisés jusqu’à disparition totale d’un signal à DO260 et 

DO280, indiquant l’élimination complète de tous les éléments non fixés aux billes. Afin d’éluer 

le cytochrome b558, la matrice d’affinité est incubée 15 min à température ambiante avec 700 µl 

de Tampon A contenant 1,2% (p/v) d’OG et 200 µM de peptide compétitif Ac-

AEARKKPSEEEAA-NH2. L’éluat récupéré est immédiatement analysé par spectroscopie 

d’absorption afin d’évaluer la quantité de cytochrome b558  purifié. Le degré de purification est 

également évalué en réalisant un gel d’électrophorèse SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent et 

un Western blot de p22phox et Nox2 (M&M § III.3 et III.4). 

L’échantillon est finalement dessalé sur colonne « ZebaTM desalt spin columns » 

(Thermo Scientific) et concentré sur microsep-50kDa (Pall) (élimination des micelles d’OG 

libres d’environ 28 kDa). 

 

IV.2.  Reconstitution fonctionnelle du cytochrome b558 purifié 

La reconstitution fonctionnelle du cytochrome b558 consiste à le replacer dans un 

environnement lipidique adéquat. Les lipides employés sont la phosphatidylcholine (PC)  de 

type XVI-E (Sigma) préparée à une concentration de 99% dissoute dans du chloroforme à 10 

mg/ml, et l’acide phosphatidique (18:1 phosphatidic acid  ou DOPA) à 10 mg/ml en 

chloroforme. 

Afin de préparer les lipides, 160 µl de PC 99% et 40 µl de DOPA sont séchés sous 

argon. Les phospholipides secs sont resuspendus à raison de 2 mg/ml dans du Tampon B 

(50 mM K2HPO4 pH 7,3, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 15% glycerol) contenant 
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1,2% (p/v) d’OG, et homogénéisés avec une légère sonication. Pour la reconstitution, 200 

µg/ml de phospholipides solubilisés sont directement ajoutés au cytochrome b558 purifié. Après 

une incubation de 20 min dans la glace, une dialyse contre le Tampon B est effectuée à l’aide 

du système « Slide-A-Lyzer® mini dialysis units » (Pierce) sur la nuit. L’intégrité du 

cytochrome b558 est alors revérifiée par mesure du spectre d’absorption. Le cytochrome b558 

purifié est aliquoté et stocké à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

V. Mesures de l’activité NADPH oxydase 

V.1. Cytométrie en flux : expression de Nox2 et activité NADPH oxydase 

La technique de cytométrie en flux (Fluorescence Activated Cell Sorter) permet le 

dénombrement et l’analyse multiparamétrée de particules en suspension dans un milieu liquide, 

en général des cellules. L’analyse se fait individuellement pour chaque cellule et les résultats 

obtenus fournissent la répartition cellulaire en fonction du ou des paramètres étudiés. Les 

paramètres mesurés peuvent être la fluorescence produite par des anticorps conjugués à un 

fluorophore ou celle directement produite par des composés fluorescents. La fluorescence 

émise est mesurée dans un cytomètre grâce à des détecteurs photomultiplicateurs spécifiques 

d’une gamme de longueur d’onde : canaux FL1 à FL4 (FACScalibur, Becton Dickinson, Le 

Pont de Claix, France). Les données sont collectées sur 10 000 événements avec le logiciel 

CellQuest (BD PharMingen) et traitées avec le logiciel WinMDI 2.8. 

 

V.1.1. Evaluation de l’expression de Nox2 : simple marquage 

Les cellules cultivées PLB-985 ou les neutrophiles purifiés sont ajustés à 5x106 

cellules/ml dans du tampon PBS supplémenté avec 0,2 % (p/v) de BSA et 1 mM de CaCl2. Le 

marquage est réalisé pour une prise d’essai de 100 µl, soit 5x105 cellules. Les 5x105 cellules 

sont incubées 30 min dans la glace avec 0,5 µg d’anticorps primaire 7D5 spécifique d’un 

épitope externe de Nox2 (IgG1 monoclonale de souris 7D5, MBL Japan) (Yamauchi et al., 

2001). Afin d’évaluer les interactions non spécifiques de l’anticorps, la même incubation est 

réalisée avec 0,5 µg d’IgG1 de souris aspécifiques. Après une centrifugation rapide de 10 

secondes à 10 000 g, les cellules sont lavées à 2 reprises dans le tampon PBS / BSA 0,2 % / 

CaCl2 1 mM. L’anticorps primaire 7D5 est révélé grâce à un anticorps secondaire anti-IgG de 

souris couplé au fluorophore phycoérythrine émettant sur le canal FL2 (Immunotech Beckman 
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Coulter). Pour cela, le culot de cellules est resuspendu dans 150 µl d’une dilution au 1/200e de 

l’anticorps secondaire en PBS / BSA 0,2 % / CaCl2 1 mM et incubé 30 min dans la glace à 

l’obscurité. Les cellules sont lavées deux fois au PBS / BSA 0,2% / CaCl2 1 mM et remises en 

suspension dans 500 µl de PBS / BSA 0,2 % / CaCl2 1 mM (Stasia et al., 2003).   

   

V.1.2. Evaluation simultanée de l’expression de Nox2 et de l’activité NADPH 
oxydase : double marquage 

Les cellules cultivées PLB-985 ou les neutrophiles purifiés sont ajustés à 5.106 

cellules/ml dans du tampon PBS supplémenté avec 0,2 % (p/v) de BSA et 1 mM de CaCl2. Le 

marquage est réalisé pour une prise d’essai de 100 µl, soit 5x105 cellules. Le double marquage 

consiste en une première étape de marquage de Nox2 par l’intermédiaire de l’anticorps 

monoclonal 7D5 selon le protocole présenté au paragraphe précédent en utilisant un anticorps 

secondaire anti-IgG de souris couplé à un fluorophore détecté sur le canal FL4 (Alexa Fluor 

633 F(ab’)2, Invitrogen). Dans un second temps, la production d’O2
.- stimulée par le PMA est 

mesurée grâce au composé dihydrorhodamine 123 (DHR123). Le composé non fluorescent 

DHR123 peut être oxydé en rhodamine 123, qui est un composé hautement fluorescent détecté 

sur le canal de lecture FL1 (Smith et Weidemann, 1993). Après le marquage de Nox2, les 

cellules sont reprises dans 490 µl de PBS supplémenté avec 0,9 mM de CaCl2, 0,5 mM de 

MgCl2, 20 mM de glucose et 0,02 % (p/v) d’azide. La DHR123 est ajoutée aux cellules à une 

concentration finale de 0,5 µM et les échantillons sont incubés 10 min à 37°C, toujours à l’abri 

de la lumière. La spécificité de production de dérivés oxygénés par la NADPH oxydase peut 

être vérifiée en ajoutant 5µM de diphényl iodonium (DPI) lors de cette incubation. Les cellules 

sont finalement activées avec 80 ng/ml de PMA 15 min à 37°C. Les échantillons sont 

conservés dans la glace jusqu’à lecture de la fluorescence. 

 

 

V.2. Activité NADPH oxydase par chemiluminescence 

V.2.1. Principe et protocole 

La technique de chemiluminescence est particulièrement sensible et permet de 

mesurer l’activité NADPH oxydase des cellules entières (Dahlgren et Karlsson, 1999). Cette 

technique repose sur le principe de dissipation de l’énergie par émission de lumière par un 

composé lorsque qu’il retourne d’un état excité vers son état initial. La réaction de 
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chemiluminescence appliquée repose sur une réaction d’oxydation du luminol (5-Amino-2,3-

dihydro-1,4-phthalazinedione) dépendante de la peroxydase HRPO (horseradish peroxidase) et 

de la peroxydase intrinsèque MPO. Le retour du luminol excité vers son état fondamental 

s’accompagne d’une émission de lumière quantifiée par un luminomètre (Luminoscan 

Labsystem, Helsinki, Finlande). L’émission de lumière est directement proportionnelle à 

l’activité NADPH oxydase des cellules. 

La mesure s’effectue en plaque 96 puits à raison de 5x105 cellules par puits, reprises 

dans 50 µl de PBS. Le milieu réactionnel est composé de PBS contenant 0,9 mM de CaCl2, 0,5 

mM de MgCl2, 20 mM de glucose, 20 µM de luminol et 10 U/ml de HRPO (Li et al., 2005). 

Les cellules sont incubées dans le luminomètre une minute à 37°C avec 200 µl de milieu 

réactionnel puis l’activité oxydase est stimulée par l’ajout de divers agonistes : PMA 80 ng/ml, 

fMLF 4x10-7 M, ionomycine 2 µM, zymosan opsonisé au sérum humain à 0,64 mg/ml (M&M 

§ V.2.2), 3,5.108 billes de latex de 0,8 µm de diamètre opsonisées aux immunoglobulines IgG 

(M&M § V.2.2) ou P. aeruginosa PAO1 opsonisée au sérum humain à une MOI de 1 ou 10 

(M&M § V.2.2). L’émission relative de lumière est enregistrée à 37°C pendant 60 min avec 

une mesure toutes les 30 secondes pour le PMA et les particules opsonisées, pendant 15 min 

avec une mesure toutes les 5 secondes pour le fMLF et l’ionomycine. Les mesures sont 

exprimées en unités relatives de luminescence (RLU). 

Afin de déterminer la production de H2O2 externe, le luminol peut être remplacé par 20 

µM d’isoluminol (Lundqvist et Dahlgren, 1996). L’isoluminol a la même réactivité que le 

luminol mais il ne peut pas traverser les membranes (Figure 23). 

 

 

Figure 23: Structure moléculaire et perméabilité membranaire du luminol et de l’isoluminol 
(D’après Dahlgren et Karlsson, 1999). 
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Pour certaines expériences, les cellules (107 cellules/ml) sont préalablement incubées 

en PBS avec les inhibiteurs Ro 31-8220 (1,25 à 20 µM) ou wortmannin (6,25 à 100 nM) durant 

15 min, LY 294002 (6,25 à 100 µM), SB 203580 (5 à 20 µM) ou génistéine (25 à 200 µM) 

durant 30 min à 37°C. Une incubation des cellules avec l’inhibiteur PD 98059 (10 à 40 µM) est 

réalisée sur la nuit en plaque 6 puits, en conservant les cellules en milieu de différentiation. 

Pour d’autres expériences, les cellules sont préalablement traitées avec les cytokines GM-CSF 

(12 ng/ml) ou TNFα (10 ng/ml) à 37°C pendant 15 min, directement dans le milieu réactionnel 

de chemiluminescence avant activation au fMLF ou OpZ. D’autre part, l’effet du métabolisme 

calcique sur l’activité oxydase est étudié en incubant les cellules en PBS avec 10 µM de BTP2 

(inhibiteur des canaux calciques SOCs de la membrane plasmique) pendant 5 min à 37°C, ou 

en ajoutant le chélateur de Ca2+ EGTA (0,5 à 2,5 mM) dans les puits avant stimulation au 

fMLF (Steinckwich et al., 2007). L’influx calcique SOCE-dépendant est stimulé par l’ajout de 

thapsigargine (0,03 à 1 µM) dans les puits, suivi ou non d’une activation au fMLF 4.10-7 M. 

 

V.2.2. Préparation des agonistes opsonisés  

- Zymosan opsonisé au sérum humain à 16 mg/ml : 

16 mg de zymosan sont repris dans 1,6 ml d’eau physiologique et incubés 15 min au 

bain-marie. Après une centrifugation rapide de 10 secondes à 10 000 g, le culot de zymosan est 

repris dans 4 ml de sérum AB et incubé 30 min à 37°C sous agitation. Le zymosan opsonisé est 

récupéré après une centrifugation de 5 min à 600 g à température ambiante, lavé à 3 reprises en 

PBS et repris dans un volume final de 1 ml de PBS. Le même protocole est appliqué en 

parallèle en remplaçant le sérum AB par du PBS pour comparer l’effet du zymosan opsonisé et 

non opsonisé. Le zymosan opsonisé (OpZ) et non opsonisé est aliquoté et conservé à -20°C. 

 

- Billes de latex (0.8 µm Ø) opsonisées aux immunoglobulines G : 

100 µl de billes de latex (0,8 µm Ø, Sigma), soit 3,57.1010 billes, sont incubés 1h à 

37°C avec 10 mg/ml de BSA en milieu HEPES HBSm (modified HEPES-buffered saline 

solution : hépès 15 mM à pH 7,4, glucose 8 mM, KCl 4 mM, NaCl 140 mM, MgCl2 et CaCl21 

mM). Les billes sont récupérées après une centrifugation de 2 min à 12 000 g, lavées une fois 

en HBSm puis incubées 30 min à 37°C avec 12,5 µg d’immunoglobulines IgG anti-BSA (MP 

Biomedicals, Ohio, USA) dans un volume final de 220 µl de HBSm. Les billes opsonisées sont 

lavées 3 fois en HBSm et reprises dans un volume final de 500 µl de HBSm (10 µl de cette 
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préparation sont utilisés afin de stimuler l’activité NADPH oxydase). Le même protocole est 

appliqué en parallèle sans ajout des IgG afin de comparer l’effet des billes opsonisées et non 

opsonisées. Les billes opsonisées et non opsonisées sont conservées à 4°C. 

 

- P. aeruginosa PAO1 opsonisée au sérum humain (pour une MOI de 1 ou 

10 avec 1,25.106 cellules par puits) : 

Les bactéries sont cultivées sur la nuit à 37°C en milieu LB et dénombrées par mesure 

de la DO600 (voir M&M § VI). Elles sont incubées 5 min à 37°C avec 10 % (v/v) de sérum AB 

en milieu HBSm à raison de 1,25.108 ou 1,25.109 bactéries/ml. Ces préparations de bactéries 

opsonisées sont utilisées immédiatement. Afin de reproduire les conditions appliquées au cours 

de la bactéricidie (M&M § VI), 10 µl de ces préparations sont ajoutés à 1,25.106 cellules par 

puits pour obtenir une MOI de 1 ou 10.  

 

V.3. Activité NADPH oxydase en système reconstitué par réduction du 
cytochrome c 

V.3.1.  Sur la fraction membranaire purifiée 

L’activité oxydase en milieu acellulaire est mesurée sur les membranes plasmiques 

purifiées (M&M § I.6.2) (Bromberg et Pick, 1984 ; Cohen-Tanugi et al., 1991). L’activité 

oxydase est reconstituée dans un milieu réactionnel composé de PBS contenant 40 µM de 

GTPγS, 5 mM de MgCl2, 0,3 mg/ml ou 1 mg/ml de fraction membranaire et 3 mg/ml de 

fraction cytosolique de neutrophile. L’activité est aussi évaluée en présence de quantités 

décroissantes de cytosol (0 à 3 mg/ml). L’activité oxydase est stimulée dans une prise d’essai 

de 100 µl par l’addition d’une quantité optimale d’acide arachidonique. La quantité d’acide 

arachidonique optimale pour obtenir une activation maximale de l’oxydase est propre à chaque 

lot de membranes purifiées et doit préalablement être déterminée sur une gamme de 20 à 100 

nmol d’acide arachidonique (réduction du nitrobleu de tetrazolium NBT 1mM). Le milieu 

réactionnel est incubé 10 min à température ambiante après l’ajout d’acide arachidonique puis 

transféré dans une cuve spectrophotométrique contenant 100 µM de cytochrome c en tampon 

PBS dans un volume final de 1ml. La réaction est initiée en ajoutant 150 µM de NADPH. 

L’activité oxydase est déterminée par mesure de la cinétique de réduction du cytochrome c par 

les O2
.-, en suivant l’augmentation d’absorbance à 550 nm (coefficient d’extinction molaire : 

ε550 = 21,1 mM-1.cm-1). Après environ une minute d’enregistrement, la spécificité de la réaction 
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est confirmée par l’ajout de 50 µg de superoxyde dismutase (SOD), qui réduit les O2
.- en H2O2. 

L’activité oxydase reconstituée est exprimée en nmol O2
.- / min / mg de protéines 

membranaires. 

L’activité diaphorase correspond à la première étape de transfert des électrons 

jusqu’au centre redox du FAD. Cette activité peut être distinguée de l’activité NADPH 

oxydase globale en employant un accepteur final d’électron direct du FAD : l’INT 

(iodonitrotetrazolium) (Cross et al., 1994). Sa mesure s’effectue dans les mêmes conditions 

que celle de l’activité NADPH oxydase par réduction du cytochrome c en remplaçant le 

cytochrome c par 50 µM d’INT. 

 

V.3.2. Sur le cytochrome b558 purifié 

L’activité oxydase est également mesurée avec le cytochrome b558 purifié et relipidé 

(M&M § IV.2). La technique appliquée est identique à celle utilisée au paragraphe précédent 

excepté qu’elle est réalisée en microplaque dans un volume final de 200 µl, et qu’un ajout de 

10 µM de FAD dans le milieu réactionnel et le puits de mesure est nécessaire. Le cytosol de 

neutrophile est remplacé par les facteurs cytosoliques recombinants (M&M § II). Pour des 

conditions optimales, les mesures sont réalisées avec 5 nM de cytochrome b558 en présence de 1 

µM de chacun des facteurs p47phox, p67phox et Rac1GTP. L’activité est stimulée par l’ajout 

d’acide phosphatidique PA ou d’acide arachidonique AA. Une gamme d’activation par le PA 

ou l’AA est réalisée afin de déterminer la quantité optimale de chacun d’eux pour obtenir une 

activation maximale de l’oxydase. 

L’activité oxydase reconstituée avec le cytochrome b558 purifié permet d’accéder à la 

valeur du turnover de l’enzyme. Le turnover correspond à la quantité d’O2
.- qu’une mole de 

cytochrome b558 est capable de former dans un temps donné. Elle est ainsi exprimée en mol  

O2
.- / s / mol de cytochrome b558. 

 

 

VI.  Bactéricidie de Pseudomonas aeruginosa PAO1 

La souche PAO1 (Holloway) est cultivée sur boîte de Petri sur le milieu spécifique 

«Pseudomonas Isolation Agar » (PIA Difco, Becton Dickinson). Une colonie est mise en 

culture sur la nuit à 37°C en milieu LB (Luria-Bertani). Le lendemain matin, les bactéries sont 
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remises en culture à 37°C en milieu LB afin d’obtenir une culture bactérienne en phase 

exponentielle de croissance. La croissance des PAO1 est suivie par mesure des variations de la 

densité optique à 600 nm. La culture bactérienne est ajustée à une DO600 de 0,1 et la phase 

exponentielle de croissance des PAO1 est atteinte entre 1,5 et 2 de DO600. Les PAO1 sont alors 

récupérées par centrifugation à 8500g durant 5 min à 4°C et lavées à 2 reprises dans du tampon 

HBSm (15 mM d’hépès pH 7,4 ; 8 mM de glucose ; 4 mM de KCl ; 140 mM de NaCl ; 1 mM 

de MgCl2 et CaCl2) (Dacheux et al., 1999). Les bactéries sont reprises en milieu HBSm à 

raison de 5.107 ou 5.108 unités formant colonie de PAO1 (UFC) / ml, et conservées dans la 

glace jusqu’à utilisation. Le nombre d’UFC est évalué par mesure de la DO600 de l’échantillon 

bactérien sachant que 1 unité de DO600 correspond à 5.108 UFC de PAO1. La bactéricidie est 

alors réalisée dans un volume final de 500 µl de milieu HBSm supplémenté avec 10 % (v/v) de 

sérum humain. 2,5.106 cellules sont ajoutées avec 2,5.106 ou 2,5.107 UFC de PAO1, afin 

d’obtenir une MOI de 1 ou 10. L’ensemble est incubé à 37°C et agité à 250 rpm. Durant 60 

min, des échantillons de 50 µl du milieu de co-incubation sont collectés toutes les 15 min, 

dilués en série en milieu LB et étalés en duplicat sur milieu PIA solide. Les UFC sont 

dénombrées après une incubation d’une nuit à 37°C. Le pourcentage de bactéries viables est 

calculé par rapport au nombre d’UFC au temps 0 d’incubation. Pour certaines expériences, les 

cellules sont préalablement incubées 10 min à 37°C avec 5µM de DPI, et le milieu de co-

incubation dans lequel s’effectue la bactéricidie est supplémenté par du DPI afin de maintenir 

une concentration finale en DPI de 5 µM. 

 

 

VII.Statistiques 

Les résultats exprimés sous forme de moyenne sont indiqués avec la déviation 

standard (DS) ou l’erreur standard moyenne (ESM). Les différences statistiquement 

significatives ont été identifiées en utilisant le test de Mann-Whitney, p < 0,05 étant considéré 

comme significatif. 
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RESULTATS 

I. Caractérisation ex vivo de la super-activité NADPH oxydase du 
mutant D-loopNox4-Nox2 

La « super-activité » NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 a été révélée lors 

d’une précédente étude portant sur la fonction de la boucle D 191TSSTKTIRRS200 

intracytosolique de Nox2 (Li et al., 2005). Dans le cadre de cette étude, l’ADNc codant Nox2 a 

subi diverses modifications par mutagenèse dirigée puis a été cloné dans un vecteur 

d’expression eucaryote (pEF-PGKneo) transfecté de manière stable dans le modèle cellulaire 

PLB-985 X-CGD par électroporation. Les clones résistants à la généticine ont été sélectionnés 

par dilution limite (antibiotique contre lequel le vecteur confère une résistance). Une lignée 

transfectée avec l’ADNc sauvage de Nox2 a été construite, désignée sous la dénomination 

« WT-Nox2 ». Les cellules PLB-985 transfectées WT-Nox2 présentent une activité oxydase 

identique aux cellules PLB-985 sauvages (WT) lors d’une stimulation par le PMA ou le fMLF 

(Li et al., 2005). 

Parmi les remaniements effectués sur la boucle D (Figure 24), certains ont permis 

d'augmenter significativement l'activité NADPH oxydase des cellules PLB-985. Outre le 

mutant D-loopNox4-Nox2, la mutation ponctuelle de l'arginine 199 en glutamine ainsi que le 

remplacement de la boucle D par celle des homologues Nox1 et Nox3 ont provoqué une 

augmentation de la production d'O2
.- par les cellules PLB-985 différenciées, stimulées par le 

fMLF ou le PMA (Table 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Mutagenèse de la boucle cytosolique D 191TSSTKTIRRS200 de Nox2. La séquence 
sauvage d’acides aminés est inscrite sur la première ligne et les résidus modifiés chez les super-mutants 
sont surlignés en gris. Les points indiquent que les acides aminés sont identiques à la séquence sauvage. 
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Table 2 
Taux de cytochrome b558 (pmol/mg de protéines) et activité NADPH oxydase des cellules PLB-985 
sauvages et X-CGD transfectées. La quantité de cytochrome b558 a été évaluée par mesure du spectre 
d’absorption différentiel sur extraits membranaires solubles (Triton X-100 1%). La production de H2O2 
des cellules différenciées a été mesurée par chemiluminescence en présence de luminol durant 90 min 
après activation par le PMA (80 ng/ml). La production totale de H2O2 est exprimée en somme de RLU 
mesurées sur 90 min (D’après Li et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des quatre super-mutants, D-loopNox4-Nox2 présentant la plus forte activité NADPH 

oxydase en réponse au PMA, nous avons fait le choix de focaliser notre étude sur ce super-

mutant. Cependant, nous avons également contrôlé le comportement du mutant R199Q-Nox2 

dans des études fonctionnelles au niveau cellulaire. 

La caractérisation des mutants de Nox2 s'effectue par comparaison avec les cellules 

PLB-985  X-CGD (PLB-985 X-CGD transfectées avec le vecteur vide), et avec les cellules 

PLB-985 WT-Nox2 (PLB-985 X-CGD transfectées avec le vecteur contenant l’ADNc sauvage 

de Nox2).  

 

I.1. Contrôle du phénotype des cellules différenciées PLB-985 X-CGD 
transfectées  

I.1.1. Mise au point des conditions de différentiation des cellules PLB-985 

Les cellules PLB-985 sont différenciées en granulocytes ou « neutrophils-like » en 

présence de 0,5% de diméthylformamide (DMF) en milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% 

de sérum de veau fœtal. Cette différentiation permet notamment d’induire l’expression 

endogène des facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox. Afin d'optimiser les 

conditions de différentiation pour obtenir une activité oxydase maximale, une étude 

comparative de l'activité oxydase des PLB-985 traitées au DMF selon deux méthodes a été 

Cytochrome b 558 

(pmol/mg)
Production H2O2 

(somme de RLU)
% du contrôle

WT 26,27 ± 2,96 397,75 ± 5,07 100
WT-Nox2 24,36 ± 2,31 453,02 ± 4,19 114
X-CGD 0     0,68 ± 0,03 0
R199Q 22,75 ± 2,45   562,75 ± 17,85 141
D-loopNox1 23,67 ± 2,10 521,75 ± 3,94 131
D-loopNox3 15,98 ± 0,79 497,73 ± 5,13 125
D-loopNox4 20,28 ± 0,72   646,93 ± 11,11 163

Chemiluminescence
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réalisée. D'après les travaux du Dr Pedruzzi (Pedruzzi et al., 2002), la différentiation des PLB-

985 peut être améliorée par l'ajout au milieu RPMI 1640 de 0,5 % de Nutridoma-SP (Roche) et 

seulement 0,5 % de sérum de veau fœtal. L'activité oxydase de 5.105 cellules, après 6 et 7 jours 

de différentiation par la méthode classique en sérum de veau fœtal (SVF) ou avec le 

Nutridoma-SP (N-SP), a été mesurée ex vivo par chemiluminescence en présence de luminol 

après stimulation par le PMA (80 ng/ml) et le fMLF (4.10-7M) (Figure 25A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Activité NADPH oxydase des cellules différenciées PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-
Nox2 en fonction du milieu de différentiation. Les cellules ont été différenciées 6 et 7 jours au DMF 
0,5% en milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF), ou en milieu RPMI 
1640 contenant 0,5% de sérum de veau fœtal et 0,5% de Nutridoma-SP (N-SP). La production totale 
d’O2

.- a été mesurée par chemiluminescence en présence de luminol après stimulation par A) le PMA 
(80 ng/ml), ou par B) le fMLF (4.10-7M). Elle est exprimée en somme de RLU, sur 60 min pour le PMA 
à raison d’une mesure toutes les 30 s, et sur 15 min pour le fMLF à raison d’une mesure toutes les 5 s. 
Ces résultats proviennent d’une expérience représentative de trois expériences indépendantes. 

 

 L'activité oxydase totale obtenue est exprimée en somme de RLU mesurées pendant 

60 et 15 min. L'activation par le PMA des cellules WT-Nox2 induit une activité oxydase 

identique avec les deux modes de différentiation, aussi bien au 6e qu’au 7e jour de 

différentiation (Figure 25A). Le même résultat est obtenu avec le mutant D-loopNox4-Nox2. 

Par contre, l'activation par le fMLF induit une activité oxydase plus faible lorsque les cellules 
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sont différenciées en présence de Nutridoma-SP et surtout pour le mutant D-loopNox4-Nox2 

(Figure 25B). 

Par conséquent, l'emploi d'un milieu de différentiation supplémenté en Nutridoma-SP 

n'améliore pas l'activité oxydase PMA-dépendante de nos cellules transfectées WT-Nox2 et D-

loopNox4-Nox2, et diminue même leur activité fMLF-dépendante. Nous avons donc poursuivi 

nos expérimentations en choisissant la différentiation au DMF 0,5% des cellules PLB-985 dans 

les conditions classiques avec 10% de sérum de veau fœtal. 

 

I.1.2. Contrôle de l’expression de Nox2 et des autres facteurs du complexe 
NADPH oxydase 

L'utilisation de PLB-985 transfectées afin d'analyser l'activité NADPH oxydase 

nécessite des contrôles systématiques de l'expression des différentes sous-unités du complexe 

NADPH oxydase. Les PLB-985 X-CGD différenciées expriment naturellement tous les 

facteurs cytosoliques p40phox, p67phox, p47phox, ainsi que p22phox. Toutes les cellules PLB-

985 différenciées utilisées dans nos travaux expriment à des taux identiques les trois sous-

unités cytosoliques du complexe oxydase. La figure 27 présente une expérience 

d'immunodétection semi-quantitative par Western blot des facteurs cytosoliques à partir 

d'extraits solubles des cellules PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Expression des facteurs cytosoliques dans les cellules PLB-985 X-CGD transfectées. 
L’immunodétection des sous-unités cytosoliques p40phox, p67phox, p47phox a été réalisée sur 40 µg 
d’extraits membranaires solubles (Triton X-100 1%) provenant des cellules PLB-985 X-CGD, WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2. 

 

Concernant les contrôles d'expression de Nox2, ils doivent être très rigoureux et 

systématiques à chaque remise en culture des cellules PLB-985 X-CGD transfectées. 

L'expression de Nox2 dépendant de la transfection d’un vecteur d'expression, il faut s'assurer 
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que la reconstitution de l'expression de Nox2 est strictement identique dans tous les types de 

cellules transfectées afin que les variations de phénotype observées ne proviennent que de la 

mutation de Nox2 et non pas d’un taux d’expression différentiel de Nox2. En culture, une 

pression de sélection du vecteur est appliquée par ajout de généticine, un antibiotique contre 

lequel le vecteur confère une résistance. En pratique, l'expression de Nox2 est contrôlée par 

cytométrie en flux (FACS) d'une part et par Western blot d'autre part (Figure 28). 

 

Figure 28 : Expression de la protéine Nox2 sauvage et mutée dans les cellules PLB-985 X-CGD 
transfectées. A) L'expression de Nox2 a été révélée grâce à l’anticorps monoclonal 7D5, spécifique 
d’un épitope externe de Nox2, combiné à un anticorps secondaire couplé au fluorophore phycoérythrine 
(émission de fluorescence sur le canal FL2 d'un cytomètre). L'IgG1 de souris est utilisée comme 
anticorps monoclonal irrelevant. B) L’immunodétection des sous-unités membranaires Nox2 et p22phox 
a été réalisée sur 30 µg d’extraits membranaires solubles (Triton X-100 1%) provenant des cellules X-
CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2. Ces résultats proviennent d’une manipulation représentative, 
reproduite à chaque nouvelle décongélation d’un lot cellulaire. 

  

Par FACS, l'expression de Nox2 est révélée grâce à l’anticorps monoclonal 7D5, 

spécifique d’un épitope externe de Nox2, combiné à un anticorps secondaire couplé au 

fluorophore phycoérythrine (émettant dans le canal FL2 d'un cytomètre). Des IgG1 de souris 

aspécifiques sont utilisées comme contrôle négatif pour estimer la spécificité d'interaction 

(contrôle isotypique). La protéine Nox2 n'est pas détectée dans les cellules PLB-985 X-CGD 

(Figure 28A). Par contre, son expression est similaire dans toutes les cellules PLB-985 

transfectées. Ce résultat est contrôlé par Western blot en utilisant des anticorps dirigés contre 

les protéines Nox2 et p22phox (respectivement mAb 48 et mAb 449) d’extraits solubles de 

cellules X-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (Figure 28B). La protéine Nox2 glycosylée 

migre sur une large bande comprise entre environ 90 et 130 kDa. 
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Enfin, une mesure du spectre d'absorption différentiel du cytochrome b558 dans les 

extraits membranaires solubles permet de révéler l’incorporation correcte des hèmes et de 

confirmer que le taux de cytochrome b558 est équivalent dans toutes nos cellules PLB-985 X-

CGD transfectées (Figure 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Spectres d’absorption différentiels du cytochrome b558 sur extraits membranaires solubles 
(Triton X-100 1%) de cellules PLB-985 sauvages (WT), X-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (80 
µg). Ces profils sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 

 

Le taux de cytochrome b558 est de 12,7 ± 1,3 pmol/mg de protéines dans les cellules 

WT-Nox2 et de 11,1 ± 0,7 pmol/mg de protéines dans les cellules D-loopNox4-Nox2, contre 

139,2 ± 19,9 pmol/mg de protéines dans le neutrophile humain (n = 3). Des expériences 

précédemment effectuées dans notre laboratoire ont révélé un taux de cytochrome b558 de 13,1 

± 1,5 pmol/mg de protéines dans les cellules PLB-985 WT. 

 

I.1.3. Mise au point d'une technique de mesure simultanée de l'expression de 
Nox2 et de l'activité oxydase des cellules PLB-985 X-CGD transfectées 

Afin de faciliter la caractérisation des mutants élaborés dans notre laboratoire, nous 

avons développé une technique de double marquage permettant d'accéder simultanément à 

l'expression de Nox2 et à l'activité oxydase ex vivo en réponse au PMA (Figure 30). Le double 
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marquage consiste en une première étape de marquage de Nox2 par l’intermédiaire de 

l’anticorps monoclonal 7D5, combiné à un anticorps secondaire couplé à un fluorophore 

détecté sur le canal de lecture FL4 d'un cytomètre (Alexa Fluor 633 F(ab’)2, Invitrogen). Dans 

une seconde étape, les cellules sont chargées en DHR123 avant d’être stimulées par 80 ng/ml 

de PMA. La production d’O2
.- est alors évaluée grâce à l'oxydation de la DHR123 en 

rhodamine 123, un composé fluorescent détectable sur le canal de lecture FL1. 

 

 

Figure 30 : Mesure simultanée de l’expression de Nox2 et de l’activité NADPH oxydase des 
cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 différenciées. L'expression de 
Nox2 est révélée en abscisse grâce à l’anticorps monoclonal 7D5 combiné à l’anticorps secondaire 
fluorescent Alexa fluor 633 F(ab’)2. L’activité oxydase est exprimée en ordonnée via l’oxydation de la 
DHR123 en rhodamine 123, détectable sur le canal de lecture FL1. Ce double marquage est réalisé dans 
les cellules non activées (1ere colonne), activées 15 min par 80 ng/ml de PMA (2e colonne) et 
préalablement traitées 10 min au DPI 5 µM avant stimulation par le PMA (3e colonne). Ces données 
proviennent d’une expérience représentative de quatre expériences indépendantes. 

 

 

En appliquant cette méthode au mutant D-loopNox4-Nox2, on confirme que 

l’expression de Nox2 est équivalente à celle des cellules WT-Nox2, alors que son activité 

NADPH oxydase est environ quatre fois supérieure (Figure 30). En effet, la moyenne 
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géométrique de fluorescence (G mean), indiquant la distribution de la population cellulaire en 

fonction de l’expression de Nox2 (en abscisse), est en moyenne de 17,4 ± 4,0 pour WT-Nox2 

contre 22,1 ± 5,3 pour le mutant, sachant que la population de cellules X-CGD est à une valeur 

de 2,9 ± 0,5 (n = 4). Après activation par le PMA, le G mean lié à la fluorescence de la 

DHR123 observé est multiplié par 3,3 ± 0,2 pour les cellules WT-Nox2 et par 12,0 ± 1,3 pour 

le mutant D-loopNox4-Nox2. L’activation au PMA induit également un léger décalage de 

fluorescence chez les cellules X-CGD. La spécificité de la NADPH oxydase a été confirmée 

par l’emploi de DPI 5 µM. Le décalage de fluorescence observé avec les cellules X-CGD 

activées n’est pas inhibé par le DPI et ce léger décalage est retrouvé dans les cellules WT-Nox2 

et D-loopNox4-Nox2 après inhibition par le DPI. L’ajout de PMA provoque donc une 

modification NADPH oxydase-indépendante du niveau de base de fluorescence de la DHR123 

dans les cellules PLB-985. 

 

I.2.  Activité NADPH oxydase des cellules intactes D-loopNox4-Nox2 en 
réponse à divers stimuli solubles et particulaires.  

L'activité NADPH oxydase des cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 

des neutrophiles humains purifiés, a été mesurée par chemiluminescence en présence de 

luminol en réponse à divers stimuli solubles et particulaires. La cinétique de production de 

H2O2 par 5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, R199Q, D-loopNox4-Nox2 ou 

neutrophiles humains a été enregistrée après activation par du PMA 80 ng/ml, du fMLF 4.10-7 

M, de l’ionomycine 2 µM, du zymosan opsonisé avec du sérum (OpZ) 0,64 mg/ml ou 3,5.108 

billes de latex de 0,8 µm de diamètre opsonisées par les immunoglobulines G (Figures 31 à 

35). Les cinétiques de production d’O2
.- de chaque type cellulaire ont été caractérisées et 

comparées selon quatre critères : la production totale d’O2
.- correspondant à la somme de RLU 

mesurées sur 15 ou 60 min, la valeur en RLU du pic de production (RLUmax), le temps 

nécessaire pour atteindre le pic de production (Tmax) et enfin la durée de la cinétique (Table 

3). Nous avons considéré que la cinétique arrivait à terme lorsque l’activité atteignait 10% de 

la valeur du pic maximal d’activité (RLUmax). Dans le cas où les cinétiques de production 

d’O2
.- n’atteignaient pas cette valeur, nous avons comparé le pourcentage de la valeur du pic à 

60 min. D’autre part, nous nous sommes assurés que les cellules PLB-985 transfectées WT-

Nox2 ont une activité oxydase identique à celle des cellules PLB-985 WT avec chacun des 

agonistes (données non montrées). 
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� Activateurs solubles 

Lors d’une stimulation par le PMA , le pic de production de H2O2 est augmenté de 

quatre fois environ grâce à la mutation de la boucle D. Celui-ci  passe de 2,6 ± 0,4 RLU pour 

les cellules WT-Nox2 à 10,1 ± 1,8 RLU pour le mutant (Figure 31B, Table 3). De plus, le pic 

du mutant D-loopNox4-Nox2 survient à 4,4 ± 0,6 min contre 6,5 ± 0,7 min pour les cellules 

WT-Nox2. La surproduction de H2O2 par le mutant D-loopNox4-Nox2 n’est cependant pas 

suffisante pour rejoindre le niveau du pic du neutrophile humain qui est de 17,6 ± 2,8 RLU et 

atteint en seulement 3,4 ± 0,2 min (Figure 31A). La cinétique du mutant D-loopNox4-Nox2 

tend à rejoindre celle du neutrophile avec un burst plus rapide et plus élevé que celui de WT-

Nox2. L’activité du mutant R199Q suit la même tendance mais reste inférieure à celle de D-

loopNox4-Nox2. 

 

 

Figure 31 : Production de H2O2 dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 
dans le neutrophile humain après stimulation par le PMA. La cinétique de production de H2O2 par 
5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 ou neutrophiles humains (A), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 (B), a été déterminée par chemiluminescence après stimulation par 80 ng/ml de PMA. 
Les valeurs représentent la moyenne ± DS de trois mesures simultanées. Ces cinétiques sont 
représentatives d’au moins quatre déterminations indépendantes. C) Production totale de H2O2  
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 min. Ces données représentent la moyenne ± DS d’au 
moins cinq expériences indépendantes (n = 5-11). 
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Il est important de noter qu’au cours de la stimulation par le PMA, le profil des 

cinétiques est tel que, en comparant la production totale de H2O2 mesurée sur 60 min dans tous 

les types cellulaires, les différences d’activité entre les différents types cellulaires sont 

nettement moins flagrantes (Figure 31, Table 3). L’activité oxydase totale du mutant D-

loopNox4-Nox2 est quasi équivalente à celle du neutrophile humain, avec une production 

totale de H2O2 respectivement de 223,0 ± 18,6 RLU et 249,2 ± 12,6 RLU, alors que l’activité 

globale des cellules WT-Nox2 est de 119,6 ± 4,9 RLU. Il apparaît donc plus judicieux de 

comparer les pics de production plutôt que l’activité oxydase totale lors d’une activation par le 

PMA. 

 

La surproduction de H2O2 par le mutant D-loopNox4-Nox2 est plus particulièrement 

marquée en réponse au fMLF  par rapport à l’activation par le PMA.  

Figure 32 : Production de H2O2 dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 
dans le neutrophile humain après stimulation par le fMLF.  La cinétique de production de H2O2 par 
5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 ou neutrophiles humains (A), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 (B), a été déterminée par chemiluminescence après stimulation par le fMLF 4.10-7M. 
Les valeurs représentent la moyenne ± DS de trois mesures simultanées. Ces cinétiques sont 
représentatives d’au moins quatre déterminations indépendantes. C) Production totale de H2O2  
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 15 min. Ces données représentent la moyenne ± DS d’au 
moins quatre expériences indépendantes (n = 4-6). 
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Le fMLF  induit une réponse extrêmement rapide et brève dans les cellules PLB-985 

WT-Nox2, avec une production maximale de 1,6 ± 0,5 RLU atteinte en 40 secondes environ 

pour une durée totale inférieure à 3 min (Figure 32B, Table 3). L’activité du mutant D-

loopNox4-Nox2 est près de cinq fois supérieure à celle de WT-Nox2 que ce soit au niveau de 

la valeur du pic maximal d’activité (8,3 ± 1,5 RLU versus 1,6 ± 0,5 RLU) ou de la production 

totale de H2O2 mesurée pendant 15 min (146 ± 33 RLU versus 30 ± 7 RLU) (Table 3). La 

cinétique de production de H2O2 du mutant R199Q présente un profil équivalent. Cette 

surproduction n’est cependant pas suffisante pour atteindre l’activité oxydase du neutrophile 

humain qui est de 341, 9 ± 146,4 RLU avec un  pic maximal à 14,7 ± 6,8 RLU. 

D’autre part, on peut noter une différence de durée de la réponse des cellules PLB-985 

par rapport au neutrophile : 2,8 ± 0,3 min contre 4,7 ± 1,4 min. En effet, la cinétique des 

cellules PLB-985 revient à des valeurs nulles après seulement 3 minutes alors que la cinétique 

du neutrophile diminue rapidement jusqu’à 3 minutes puis diminue progressivement sans 

atteindre de valeurs nulles à la différence des cellules PLB-985 (Figure 32A et B). 

 

 

La super-activité oxydase de D-loopNox4-Nox2 est maximale lors d’une activation 

par l’ionomycine 2µM. Cet ionophore à calcium a la particularité d’induire une réponse 

NADPH oxydase avec une reproductibilité relativement fluctuante, d’où l’obtention de fortes 

valeurs de déviation standard (Table 3). L’ionomycine induit dans les cellules PLB-985 WT-

Nox2 un burst oxydatif faible avec une production de H2O2 maximale de seulement 0,4 ± 0,2 

RLU atteint en 4,2 ± 1,1 min, pour une durée globale de 12,8 ± 1,7 min (Figure 33, Table 3). 
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Figure 33 : Production de H2O2 dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 
dans le neutrophile humain après stimulation par l’ionomycine. La cinétique de production de H2O2 

par 5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, ou neutrophiles humains (A), ou R199Q et D-
loopNox4-Nox2 (B), a été déterminée par chemiluminescence après stimulation par l’ionomycine 2 µM. 
Les valeurs représentent la moyenne ± DS de trois mesures simultanées. Ces cinétiques sont 
représentatives d’au moins trois déterminations indépendantes. C) Production totale de H2O2  exprimée 
en somme de RLU enregistrées sur 15 min. Ces données représentent la moyenne ± DS d’au moins 
quatre expériences indépendantes (n = 4-7). 

 

La vitesse et la durée de la cinétique du mutant D-loopNox4-Nox2 sont identiques à 

celles des cellules WT-Nox2 mais l’activité totale mesurée pendant 15 min est environ huit fois 

supérieure à celle des cellules WT-Nox2 (218,7 ± 81,9 RLU versus 27,6 ± 11,0 RLU), avec un 

pic maximal de 3,0 ± 1,3 RLU.  L’activité du mutant R199Q a tendance à être inférieure à 

l’activité du mutant D-loopNox4-Nox2 mais les différences obtenues ne sont pas significatives. 

Cette surproduction n’est cependant pas suffisante pour atteindre l’activité oxydase du 

neutrophile humain qui est de 492, 9 ± 69,2 RLU avec un  pic maximal à 4,0 ± 0,4 RLU. 

D’autre part, on peut noter à nouveau une différence de durée de la réponse des 

cellules PLB-985 par rapport au neutrophile : le pic maximal de production du neutrophile est 

moins précoce (6,6 ± 0,5 min versus 4,2 ± 1,1 min) et l’activité du neutrophile est prolongée 

bien au-delà de 15 min alors que la cinétique des cellules PLB-985 se termine à environ 13 min 

d’incubation. 
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� Activateurs particulaires 

L’activité NADPH oxydase a été stimulée par deux types d’agents particulaires : du 

zymosan opsonisé avec du sérum (OpZ) ou des billes de latex de 0,8 µm de diamètre 

opsonisées par les immunoglobulines G. Ainsi opsonisés, l’OpZ stimule simultanément les 

récepteurs du complément et des immunoglobulines alors que les billes stimulent uniquement 

les récepteurs des immunoglobulines. Ces deux activateurs particulaires induisent une réponse 

oxydative beaucoup plus lente et plus longue que les activateurs solubles (Figures 34 et 35, 

Table 3).  

Lors d’une stimulation par l’OpZ, l’activité oxydase globale du mutant D-loopNox4-

Nox2 est supérieure à celle de WT-Nox2 de 60 % environ (48,9 ± 9,3 RLU versus 30,7 ± 6,8 

RLU), avec un pic maximal de production de 0,6 ± 0,1 RLU pour le mutant contre 0,4 ± 0,1 

RLU pour les cellules WT-Nox2 (Figure 34, Table 3). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Production de H2O2 dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 
dans le neutrophile humain après stimulation par le zymosan opsonisé. A) La cinétique de 
production de H2O2 par 5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, D-loopNox4-Nox2 ou 
neutrophiles humains (encart) a été déterminée par chemiluminescence après stimulation avec 0,64 
mg/ml d’OpZ ou de zymosan non opsonisé. Les valeurs représentent la moyenne ± DS de trois mesures 
simultanées. Ces cinétiques sont représentatives d’au moins trois déterminations indépendantes. B) 
Production totale de H2O2  exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 min. Ces données 
représentent la moyenne ± DS d’au moins cinq expériences indépendantes (n = 5-12). 

 



Résultats 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 91 - 

Les cellules PLB-985 WT-Nox2 stimulées par l’OpZ présentent une activité oxydase 

nettement plus faible que celle du neutrophile, que ce soit au niveau de la valeur du pic 

maximal de production (0,4 ± 0,1 RLU versus 8,39 ± 1,8 RLU) ou de la production totale 

d’H2O2 mesurée sur 60 min (30,7 ± 6,8 RLU versus 629,8 ± 140,7 RLU). Sans opsonisation 

préalable du zymosan, la réponse des cellules PLB-985 est nulle, et le neutrophile n’est que 

très légèrement activé mais cependant à un niveau équivalent à celui des cellules WT-Nox2 

stimulées par le zymosan opsonisé (Table 3). 

 

Concernant l’activation de l’oxydase par des billes de latex opsonisées par les 

immunoglobulines G, le défaut de réponse des cellules PLB-985 par rapport au neutrophile 

est encore plus accentué qu’avec l’OpZ (Figure 35, Table 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Production de H2O2 dans les cellules différenciées PLB-985 X-CGD transfectées et 
dans le neutrophile humain après stimulation par des billes de latex opsonisées. A) La cinétique de 
production de H2O2 par 5.105 cellules intactes PLB-985 X-CGD, WT-Nox2, D-loopNox4-Nox2 ou 
neutrophiles humains (encart) a été déterminée par chemiluminescence après activation avec 3,5.108  
billes de latex opsonisées aux immunoglobulines IgG ou non opsonisées. Les valeurs représentent la 
moyenne ± DS de trois mesures simultanées. Ces cinétiques sont représentatives d’au moins trois 
déterminations indépendantes. B) Production totale de H2O2  exprimée en somme de RLU enregistrées 
sur 60 min. Ces données représentent la moyenne ± DS d’au moins cinq expériences indépendantes (n = 
5-11). 
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La production maximale de H2O2 de WT-Nox2 atteint difficilement 0,06 ± 0,02 RLU 

contre 6,8 ± 2,4 RLU pour le neutrophile. Ainsi, l’activité oxydase totale du neutrophile est 

138 fois supérieure à celle de WT-Nox2 avec une activité totale de 557,7 ± 231,9 RLU versus 

4,0 ± 0,9 RLU. Dans ces conditions d’activation, le mutant D-loopNox4-Nox2 présente une 

activité oxydase trois fois plus importante que WT-Nox2, avec une production totale de H2O2 

de 10,9 ± 3,1 RLU et un pic de production de 0,13 ± 0,04 RLU. Sans opsonisation préalable 

des billes, la réponse des cellules PLB-985 WT-Nox2 est nulle et très faible pour le neutrophile 

(plateau à 2,6 ± 0,8 RLU). 

 

En conclusion, la surproduction de H2O2 du mutant D-loopNox4-Nox2 est évidente 

lors d’une activation avec des agents solubles, spécialement avec l’ionomycine avec laquelle le 

pic maximal d’activité est quasiment comparable à celui du neutrophile humain. Lors d’une 

stimulation avec des agents particulaires, l’activation de la NADPH oxydase des cellules PLB-

985 est extrêmement faible comparée au neutrophile. Malgré cette faible réponse des cellules 

PLB-985 aux agonistes particulaires, D-loopNox4-Nox2 conserve son caractère « super-

mutant ». 

 

 

I.3. Localisation de la surproduction de H2O2 du super-mutant D-
loopNox4-Nox2 

Dans le cadre de la caractérisation de la surproduction d’O2
.- par le mutant D-

loopNox4-Nox2, nous avons analysé la localisation de la production de H2O2 afin de vérifier si 

la mutation induisait un changement du ratio entre la production interne et externe de H2O2 par 

le mutant D-loopNox4-Nox2. La synthèse totale et la synthèse externe de H2O2 ont été 

évaluées par chemiluminescence mesurée respectivement en présence de luminol et 

d’isoluminol (Figure 36) dans les cellules PLB-985 WT, WT-Nox2, R199Q, D-loopNox4-

Nox2 et le neutrophile humain en réponse au PMA (80 ng/ml), fMLF 4.10-7 M, ionomycine 2 

µM et OpZ (0,64 mg/ml). La production interne d’H2O2 a été déduite de la soustraction des 

valeurs de production externe (isoluminol) aux valeurs de production totale (luminol). 
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Figure 36 : Production de H2O2 externe, induite par divers agonistes, dans les cellules intactes 
différenciées PLB-985 et le neutrophile humain. La production de H2O2 totale ou externe de 5.105 
cellules a été mesurée par chemiluminescence en présence de luminol ou d’isoluminol après activation 
par A) 80 ng/ml de PMA, B) le fMLF 4 x 10-7 M, C) l’ionomycine 2 µM, ou D) 0,64 mg/ml d’OpZ. 
L’activité oxydase est exprimée en somme de RLU enregistrées pendant 15 min avec le fMLF (B) et 
l’ionomycine (C) ou 60 min avec le PMA (A) et l’OpZ (D). Les valeurs représentent la moyenne ± DS 
d’au moins trois expériences indépendantes (n = 3-6). Le pourcentage de production externe de H2O2 
par rapport à la production totale est indiqué.  

 

Après une activation par le PMA, le pourcentage de H2O2 externe est équivalent dans 

chaque type de cellules PLB-985 et dans le neutrophile humain, soit de 45-50 % environ 

(Figure 36A). On peut noter que l’expression de Nox2 recombinante n’affecte pas la répartition 

de la production de H2O2 par les cellules PLB-985 WT-Nox2 par rapport aux cellules WT 

d’origine avec respectivement une production externe de 41,8 ± 2,7 % et 45,1 ± 5,5 %. Les 

deux super-mutants D-loopNox4-Nox2 et R199Q présentent un pourcentage de H2O2 externe 

respectivement de 47,7 ± 6,0 % et 51,2 ± 5,3 comparable à celui du neutrophile (50,9 ± 5,6 %). 

Ainsi, l’activation via l’agent non physiologique PMA mène à une importante libération d’O2
.- 

dans le milieu extérieur, équivalente quel que soit le type cellulaire. 

Suite à l’activation par le fMLF, le taux de H2O2 externe est également équivalent 

dans chaque type de cellules PLB-985 et comparable à celui du neutrophile humain, soit de 25-
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30 % environ (Figure 36B). Les cellules WT-Nox2, D-loopNox4-Nox2 et le neutrophile 

présentent un pourcentage de H2O2 externe respectivement de 26,6 ± 4,5 %, 30,3 ± 4,3 % et 

25,4 ± 5,3%. 

 L’activation par l’ionomycine conduit à une production externe de 25 % environ dans 

chaque type de cellules PLB-985 (WT-Nox2 : 23,3 ± 3,0 % et D-loopNox4-Nox2 : 30,9 ± 8,6 

%) alors qu’elle représente seulement 5,6 ± 1,9 % de la production totale pour le neutrophile 

(Figure 36C). La même différence de comportement est observée au cours de l’activation par 

l’OpZ avec seulement 6,6 ± 2,0 % de production externe dans le neutrophile contre environ 15 

% dans les cellules PLB-985 (Figure 36D). 

Finalement, quel que soit l’agoniste employé, les O2
.- surproduits par le mutant D-

loopNox4-Nox2 sont distribués selon le même ratio interne/externe que pour les cellules PLB-

985 WT-Nox2. 

 

 

II.  Caractérisation de l’activité NADPH oxydase in vitro du mutant D-
loopNox4-Nox2 

II.1.  Activité NADPH oxydase en système reconstitué à partir de 
membranes purifiées 

L’activité NADPH oxydase de 100 µg de membranes plasmiques purifiées, issues des 

cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, a été reconstituée en système acellulaire 

avec du cytosol provenant de neutrophiles humains et en présence de NADPH, GTPγS et d’une 

concentration adéquate d’acide arachidonique. La production d’O2
.- a été évaluée par réduction 

de 100 µM de cytochrome c sensible à la SOD. L’activité diaphorase de l’enzyme a également 

été mesurée par réduction de 50 µM d’INT (cf. § V.3.1). Nous avons évalué la capacité 

d’activation de ces membranes en fonction de concentrations décroissantes en cytosol (Figure 

37).  
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Figure 37 : Activité NADPH oxydase des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 en 
système acellulaire par réduction du cytochrome c sensible à la SOD, et activité diaphorase par 
réduction de l’INT . L’activité NADPH oxydase de 100 µg de membranes purifiées de cellules PLB-
985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été reconstituée en présence de NADPH, GTPγS et de 
concentrations décroissantes de cytosol de neutrophile humain, puis activée par l’acide arachidonique. 
La production d’O2

.- a été évaluée par réduction de 100 µM de cytochrome c et l’activité diaphorase par 
réduction de 50 µM d’INT. Les données représentent la moyenne ± DS d’au moins trois expériences 
indépendantes (n = 3-7). 

 

L’activité NADPH oxydase obtenue est équivalente dans les membranes issues de 

cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, quelle que soit la concentration en cytosol. 

Dans les conditions optimales en présence de 300 µg de cytosol de neutrophiles, l’activité 

oxydase est de 112 ± 36 nmol d’O2
.-/min/mg de protéines pour WT-Nox2 et de 106 ± 32 nmol 

d’O2
.-/min/mg de protéines pour le mutant D-loopNox4-Nox2. La mesure de l’activité 

diaphorase en présence de 300 ou 50 µg de cytosol de neutrophile donne des résultats 

exactement identiques dans les deux types cellulaires (Figure 37). Ainsi, la mutation de la 

boucle D n’améliore pas l’activité NADPH oxydase ni diaphorase in vitro des membranes 

provenant des cellules D-loopNox4-Nox2. 
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II.2.  Activité NADPH oxydase du cytochrome b558 du mutant D-loopNox4-
Nox2 en système simplifié 

Nous avons réalisé des expériences en système acellulaire simplifié en utilisant  les 

cytochromes b558 de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 purifiés, afin d’évaluer le turnover de 

l’enzyme. Ces travaux ont été réalisés avec le concours des Drs Antoine Picchiocci et Marie-

Claire Dagher, et de Franck Debeurme. L’activité oxydase a été reconstituée avec du 

cytochrome b558 purifié à partir de cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 

différenciées, et en présence de protéines recombinantes p47phox, p67phox, et Rac1 (cf. M&M 

§V.3.2). Le cytochrome b558 des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 

différenciées a été purifié par immunoaffinité selon la méthode mise au point par l’équipe du 

Pr Jesaitis (Lord et al., 2008). De même, nous avons produit des protéines recombinantes de 

chacun des facteurs cytosoliques p47phox, p67phox, et Rac1 (cf. M&M §II). 

 

II.2.1.  Purification du cytochrome b558 

Le cytochrome b558 des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été 

purifié à partir de 1010 cellules grâce à une collaboration établie avec l’équipe du Pr Jesaitis 

(Lord et al., 2008 : M&M § IV). La purification se fait en une étape grâce à l’anticorps mAb 

CS9, spécifique de la sous-unité p22phox du cytochrome b558 (Taylor et al., 2004). 

 La purification est effectuée sur la fraction membranaire obtenue à partir de 1010 

cellules PLB-985 (M&M § I.6.2). Avant purification, la MPO est éliminée par un traitement au 

NaCl 1M et les membranes sont solubilisées dans un milieu contenant 2 % (p/v) 

d’octylglucoside OG. Le cytochrome b558 est ensuite fixé sur des billes de sépharose couplées à 

l’anticorps CS9 à raison de 2 mg de mAb CS9/ml de billes. Puis le cytochrome b558 est élué 

avec 200 µM de peptide compétitif Ac-AEARKKPSEEEAA-NH2 dans un tampon contenant 

1,2 % (p/v) d’OG. La purification est suivie en mesurant la quantité de protéines totales par la 

méthode de Bradford ou mesure à 280 nm, et la quantité de cytochrome b558 via le spectre 

d’absorption différentiel redox (Table 4).  
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Table 4 
Tableaux de purification du cytochrome b558 à partir de cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 différenciées. La purification se déroule selon le protocole décrit par l’équipe du Pr 
Jesaitis (M&M § IV). Les mesures ont été effectuées sur les membranes brutes, la fraction soluble en 
OG 2 % (p/v) avant purification, et sur l’extrait purifié élué en OG 1,2 % (p/v). La quantité de protéines 
avant purification et dans l’extrait soluble OG 2 % (p/v) est évaluée par la méthode de Bradford. La 
quantité de protéines après purification est estimée en fonction du poids moléculaire du cytochrome b558 
en considérant que la pureté est de 100 % (*). La quantité de cytochrome b558 est déterminée par mesure 
du spectre d’absorption différentiel. Ces données correspondent à une unique expérience de 
purification.  

 

 

La première étape de solubilisation des membranes en OG 2 % (p/v) permet un 

premier enrichissement en cytochrome b558 d’un facteur 5 avec seulement 5 % de pertes 

environ. Après l’unique étape de purification par affinité, c’est-à-dire dans l’extrait élué en OG 

1,2 % (p/v), nous avons obtenu 650 pmoles de cytochrome b558 purifié à partir des cellules 

WT-Nox2 dans 130 µl d’extrait, et 1035 pmoles de cytochrome b558 purifié à partir des cellules 

D-loopNox4-Nox2 dans 230 µl d’extrait. Le rendement de purification total est de 6 à 9 % 

environ. La très grande pureté du cytochrome b558 retrouvé dans l’extrait final est révélée par 

un gel SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent et par un Western blot révélant les sous-unités 

p22phox et Nox2 grâce aux anticorps mAb 449 et mAb 48 (Figure 38). La révélation du 

contenu protéique au nitrate d’argent montre essentiellement une bande à 22 kDa et une large 

bande entre 90 et 130 kDa correspondant aux deux sous-unités du cytochrome b558 p22phox et 

Nox2. Le Western blot révèle une troisième bande autour de 40 kDa, détectée par l’anticorps 

anti-p22phox et que l’on distingue faiblement sur le gel à l’argent. Nous pouvons supposer que 

cette bande provient de la dimérisation de la protéine p22phox. 

La concentration protéique dans l’extrait élué n’a pu être mesurée du fait des faibles 

quantités d’échantillons obtenues et d’interférences avec le détergent. Cependant, nous avons 

WT-Nox2

pmol pmol/mg

Membranes brutes 172,3 11200 65 1 100

Extrait soluble OG 2 % 28,8 10530 366 5,6 94

Cytochrome b 558 purifié 0,056* 650 11607 178 6

Cytochrome b 558Quantité de 
protéines (mg)

Facteur de 
purification

Rendement 
(%)

D-loopNox4-Nox2 

pmol pmol/mg

Membranes brutes 181,3 11420 63 1 100

Extrait soluble OG 2 % 39,6 11175 282 4,5 98

Cytochrome b 558 purifié 0,089* 1035 11629 185 9

Quantité de 
protéines (mg)

Cytochrome b 558 Facteur de 
purification

Rendement 
(%)



Résultats 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 98 - 

estimé la quantité minimale de protéines par rapport à la quantité de cytochrome b558 obtenue, 

en considérant que la pureté était de 100 %. En se basant sur le poids moléculaire du 

cytochrome b558 (86294 g/mol, avec 65336 g/mol pour Nox2 et 20958 g/mol pour p22phox), la 

quantité de protéines éluées est au minimum de 56 µg pour WT-Nox2 et 89 µg pour D-

loopNox4-Nox2. En utilisant ces quantités de protéines, le facteur d’enrichissement est alors 

d’environ 180. La pureté en cytochrome b558 de notre extrait final étant très élevée (supérieure 

à 90 %), ce facteur de purification n’est à priori que légèrement surestimé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Contrôle de la purification du cytochrome b558 des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2. A) 50 pmoles de cytochrome b558 provenant de l’extrait final de purification ont subi 
une électrophorèse SDS-PAGE puis une révélation au nitrate d’argent. B) L’immunodétection par 
Western blot des sous-unités Nox2 et p22phox a été réalisée sur 3 et 6 pmoles de cytochrome b558 issu 
de l’extrait final de purification. Les bandes correspondant à Nox2 et p22phox sont indiquées. 

 

 

Après purification, le cytochrome b558 est replacé dans un environnement lipidique 

adéquat afin de lui redonner une conformation active (M&M § IV.2). Les lipides employés 

pour la reconstitution fonctionnelle du cytochrome b558  sont la phosphatidylcholine de type 

XVI-E et l’acide phosphatidique dioleoyl (DOPA). 
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II.2.2. Purification des protéines recombinantes p67phox, p47phox et Rac1 

Les protéines recombinantes p47phox, p67phox et Rac1 ont été produites au 

laboratoire afin de reconstituer l’activité oxydase du cytochrome b558 purifié (cf. M&M § II). 

Les trois protéines fusionnées à la GST ont été exprimées dans les bactéries E.coli DH5 puis 

purifiées sur une matrice gluthation-Sepharose. La protéine p67phox recombinante reste 

fusionnée à la GST alors que la GST est clivée des protéines recombinantes p47phox et Rac1. 

Leur intégrité et leur pureté a été contrôlée sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE coloré au bleu 

de Coomassie (Figure 39). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Electrophorèse SDS-PAGE des protéines recombinantes p47phox, p67phox et Rac1 
révélées après coloration au bleu de Coomassie. La révélation des protéines est réalisée sur un 
échantillon de 2 µg de protéines purifiées. 

 

 

II.2.3. Turnover du cytochrome b558 du mutant D-loopNox4-Nox2 

L’activité du cytochrome b558 purifié des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a 

été reconstituée en présence des protéines recombinantes p47phox, p67phox et Rac1 (M&M § 

V.3.2). Comme avec les extraits membranaires, l’activité a été évaluée par suivi de la réduction 

du cytochrome c à DO550 après stimulation par l’acide arachidonique (AA) mais aussi par 

l’acide phosphatidique (PA) (Figures 40 et 41). Pour des conditions optimales, les mesures ont 

été réalisées avec 5 nM de cytochrome b558 purifié en présence de 1 µM de chacun des facteurs 

p47phox, p67phox et Rac1GTP. Une gamme d’activation par le PA ou l’AA a été réalisée afin 
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de déterminer la quantité optimale de chacun d’eux pour obtenir une activation maximale de 

l’oxydase. Les résultats présentés dans les figures 40 et 41 sont représentatives de trois 

expériences différentes réalisées avec chacun des activateurs lipidiques AA et PA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Production d’O2
.- du cytochrome b558 purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 en 

système reconstitué activé par l’AA en présence des protéines recombinantes p47phox, p67phox et 
Rac1. A) Cinétique de réduction du cytochrome c par le cytochrome b558 purifié de WT-Nox2 en 
système simplifié activé par l’AA. La réduction du cytochrome c a été enregistrée à DO550 après ajout 
de concentrations croissantes d’AA (0 à 31,25 µM). B) Turnover du cytochrome b558 purifié de WT-
Nox2 et D-loopNox4-Nox2 activé par l’AA. L’activité oxydase a été évaluée par suivi de la réduction 
du cytochrome c puis le turnover de l’enzyme a été calculé en mol d’O2

.-/mol de cytochrome b558/s. Ces 
données correspondent à une expérience représentative de trois expériences indépendantes. 

 

 

Dans les conditions expérimentales utilisées, le taux de production d’O2
.- stimulée par 

l’AA est maximal pour une concentration de 12,5 µM avec les deux cytochromes b558 sauvage 

et muté (Figure 40). Le turnover du cytochrome b558 de WT-Nox2 est alors de 43,3 ± 9,9 mol 

d’O2
.-/mol de cytochrome b558/s contre 51,8 ± 8,2 mol d’O2

.-/mol de cytochrome b558/s pour le 

cytochrome purifié de D-loopNox4-Nox2. Stimulés par l’AA, les cytochromes b558 purifiés 

muté et sauvage présentent donc un turnover du même ordre de grandeur.  
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Figure 41 : Production d’O2
.- du cytochrome b558 purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 en 

système reconstitué activé par le PA en présence des protéines recombinantes p47phox, p67phox 
et Rac1. Le turnover du cytochrome b558 purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été déterminé 
après ajout de concentrations croissantes de PA (0 à 20 µM). L’activité oxydase a été évaluée par suivi 
de la réduction du cytochrome c à DO550 puis le turnover de l’enzyme a été calculé en mol d’O2

.-/mol de 
cytochrome b558/s. Ces données correspondent à une expérience représentative de trois expériences 
indépendantes.  

  

Pour l’activation par le PA, le taux de production d’O2
.- est maximal pour une 

concentration de 5 µM avec les deux cytochromes b558 sauvage et muté (Figure 41). Le 

turnover du cytochrome b558 de WT-Nox2 est alors de 48,7 ± 10,5 mol d’O2
.-/mol de 

cytochrome b558/s contre 79,2 ± 23,3 mol d’O2
.-/mol de cytochrome b558/s pour le cytochrome 

de D-loopNox4-Nox2 (n = 3). Du fait d’une importante variabilité des valeurs de l’activité 

oxydase maximale entre les 3 différentes expériences menées, le turnover du cytochrome b558 

de D-loopNox4-Nox2 n’apparait pas significativement supérieur à celui du cytochrome b558 

sauvage. Cependant, si l’on mesure l’écart entre les turnovers du cytochrome b558 muté et 

sauvage pour chaque expérience, on se rend compte qu’il est systématiquement plus élevé pour 

le cytochrome b558 muté de 59,8 ± 17,3 %. 

 

III.  Etude des mécanismes moléculaires responsables de la super-activité 
NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 

III.1.  Sensibilité du mutant D-loopNox4-Nox2 aux influx calciques induits 
lors de l’activation de la NADPH oxydase 

Comme précédemment démontré, l’ionophore à calcium ionomycine est l’agoniste 

induisant la plus importante suractivité oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 par rapport aux 
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cellules WT-Nox2 (Figure 33, Table 3). En outre, le calcium intracellulaire est un acteur 

primordial dans l’activation de la NADPH oxydase en réponse au fMLF, agoniste provoquant 

également une forte suractivité du mutant D-loopNox4-Nox2 (Figure 32). Suite à ces 

observations, nous avons analysé l’activité ex vivo du mutant D-loopNox4-Nox2 après 

induction de l’influx calcique intracellulaire (Figure 42). 

 

 

Figure 42 : Influence du métabolisme calcique sur l’activité NADPH oxydase des cellules intactes 
PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 différenciées. A) Effet de l’EGTA sur l’activité NADPH 
oxydase des cellules stimulées par le fMLF (4.10-7M). La production de H2O2 de 5.105 cellules a été 
mesurée par chemiluminescence en présence de luminol en présence de concentrations croissantes 
d’EGTA. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l’activité sans EGTA. B) Effet du BTP2 sur 
l’activité NADPH oxydase des cellules stimulées par le fMLF (4.10-7M). Les cellules ont été incubées 5 
min avec 10 µM de BTP2 avant stimulation. C) Effet de la thapsigargine sur l’activité oxydase de 5.105 
cellules non stimulées. L’activité oxydase totale est exprimée en somme de RLU enregistrées sur 15 
min. D) Effet de la thapsigargine 1 µM sur l’activité oxydase de 5.105 cellules stimulées par le fMLF 
(4.10-7M). Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l’activité sans thapsigargine. 
Les résultats représentent la moyenne ± DS de manipulations indépendantes. Différence significative 
des résultats du mutant D-loopNox4-Nox2 par rapport à WT-Nox2 : *, p<0,05 et **, p<0,01. 
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Une déplétion en calcium extracellulaire par l’ajout de 0,5 mM, 1 mM ou 2,5 mM 

d’EGTA inhibe l’activité oxydase fMLF-dépendante des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-

Nox2 (Figure 42A). Au-delà de 1 mM d’EGTA, l’inhibition est quasiment totale dans les deux 

types cellulaires. Par contre, le mutant D-loopNox4-Nox2 est significativement moins affecté 

par 0,5 mM d’EGTA que les cellules WT-Nox2 (30 ± 5 % d’activité oxydase restante contre 

12 ± 2 %). Il semblerait donc que le mutant ait besoin de moins de calcium pour initier son 

activation ou qu’il soit plus sensible à de faibles concentrations calciques que les cellules WT-

Nox2. Ce résultat a été confirmé par des expériences effectuées avec le BTP2, un inhibiteur de 

l’influx calcique SOCE-dépendant (Steinckwich et al., 2007) (Figure 42B). En effet, après une 

incubation des cellules 5 min en présence de 10 µM de BTP2, l’activité oxydase stimulée par le 

fMLF du mutant D-loopNox4-Nox2 est réduite de seulement 40% contre 80% pour les cellules 

WT-Nox2. 

La déplétion des stocks de calcium intracellulaire, qui est à l’origine de l’influx 

calcique via les canaux du sytème SOCE, peut être reproduite grâce à un traitement à la 

thapsigargine (Thastrup et al., 1994 ; Bréchard et Tschirhart, 2008). Comme résumé dans la 

figure 40C, la thapsigargine seule stimule difficilement l’activité NADPH oxydase des cellules 

PLB-985 : l’activité globale mesurée sur 15 min atteint à peine 1 à 3 RLU avec 1 µM de 

thapsigargine. Néanmoins, l’activité oxydase totale du mutant D-loopNox4-Nox2 est 2,5 et 4 

fois plus élevée que celle de WT-Nox2 avec respectivement 1 et 0,3 µM de thapsigargine 

ajoutés dans les puits. Nous avons effectué une expérience de contrôle de la thapsigargine sur 

le neutrophile humain : 1 µM de thapsigargine a stimulé une production de H2O2 par le 

neutrophile de 117 RLU en 15 min, soit environ un tiers de la production induite par le fMLF. 

La thapsigargine seule est donc nettement plus efficace pour activer l’oxydase du neutrophile 

humain que celle des cellules PLB-985. 

En activant les cellules simultanément avec de la thapsigargine 1 µM et du fMLF 

4.10-7 M, le caractère super-mutant de D-loopNox4-Nox2 est encore plus accentué (Figure 

42D). L’activité fMLF-dépendante de WT-Nox2 est deux fois plus importante grâce à l’ajout 

de thapsigargine alors que celle de D-loopNox4-Nox2 est près de quatre fois plus élevée. En 

conclusion, l’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire qui se produit après la 

stimulation par le fMLF ou l’ionomycine est impliquée dans la super-activité oxydase du 

mutant D-loopNox4-Nox2. 
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III.2.   Sensibilité du mutant D-loopNox4-Nox2 aux événements de 
phosphorylation induits lors de la stimulation de l’activité NADPH 
oxydase 

Nous venons de démontrer dans le paragraphe précédent que l’augmentation en 

calcium libre intracellulaire participe à la super-activité oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2. 

Or, certains événements de phosphorylation se produisant durant la transduction du signal 

d’activation de la NADPH oxydase nécessitent une augmentation du taux de calcium 

intracellulaire. Nous avons alors analysé l’implication des événements de phosphorylation dans 

l’activation ex vivo de l’oxydase de D-loopNox4-Nox2 en employant divers inhibiteurs de 

kinases. L’effet des inhibiteurs de kinases sur l’activité oxydase a été étudié par la technique de 

chemiluminescence, après activation par le fMLF, PMA ou OpZ. Les résultats obtenus ont été 

rapportés en pourcentage d’inhibition de l’activité oxydase sans inhibiteur (Table 5). Notre 

étude s’est focalisée sur quatre principales kinases impliquées dans le priming et/ou dans 

l’activation du complexe NADPH oxydase : la sérine/thréonine-kinase PKC, les sérine-kinases 

MAPKs ERK1/2 et p38, et la phosphatidylinositol-3-kinase PI3K. 
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Inhibition de la protéine kinase PKC 

L’activité des protéines kinases PKCs peut être inhibée plus ou moins spécifiquement 

par les dérivés bisindolylmaléimides dont notamment les composés Go6976, GF 109203X et 

Ro31-8220 (Davies et al., 2000). Ce sont de puissants inhibiteurs compétitifs agissant au 

niveau du site de fixation de l’ATP (IC50 de l’ordre du nanomolaire in vitro), principalement 

sur les isoformes de PKC α, β et γ. 

Afin d’inhiber la kinase PKC, les cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-Nox2 

ont été préalablement incubés 15 min en présence de concentrations croissantes de Ro31-8220 

avant d’être stimulées par l’OpZ, le PMA ou le fMLF. Or, les cinétiques d’inhibition de 

l’activité oxydase de WT-Nox2 et de D-loopNox4-Nox2 coïncident parfaitement quel que soit 

l’agent stimulant (Table 5). Ces résultats suggèrent que les événements de phosphorylation 

médiés par la PKC ont le même impact sur le processus d’activation des cellules WT-Nox2 et  

D-loopNox4-Nox2. Par ailleurs, ces expériences mettent en évidence un niveau d’implication 

de la PKC variable selon la nature de l’agoniste. En effet, il faut quatre fois plus de Ro31-8220 

avec l’OpZ pour obtenir une cinétique d’inhibition de l’activité oxydase équivalente à celle 

obtenue après stimulation par le PMA ou le fMLF. Ainsi, lorsque l’inhibition est totale, ou 

quasiment totale, pour une concentration de Ro31-8220 de 5 µM dans les cellules WT-Nox2 et 

D-loopNox4-Nox2 stimulées avec le PMA et le fMLF, elle est inférieure à 5% en moyenne 

après stimulation par l’OpZ (Table 5). 

 

Inhibition de la protéine kinase PI3K 

L’activité de la PI3K peut être inhibée par les deux inhibiteurs ATP-compétitifs 

wortmannin et LY294002 (Davies et al., 2000). La wortmannin est plus puissante, avec une 

IC50 de l’ordre du nanomolaire contre une IC50 de l’ordre du micromolaire pour le composé 

LY294002. 

Afin d’inhiber la kinase PI3K, les cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-Nox2 

ont été incubés 15 min en présence de concentrations croissantes de wortmannin avant d’être 

stimulées par l’OpZ, le PMA ou le fMLF. On observe une variabilité de l’implication de la 

kinase selon le stimulateur utilisé pour activer l’oxydase (Table 5). Avec le PMA, qui active 

directement la PKC, la voie de transduction du signal d’activation de l’oxydase des cellules 

PLB-985 ne nécessite pas, ou alors très peu, l’activation de la PI3K. En effet, il se produit de 

légères variations de l’activité NADPH oxydase de WT-Nox2 et de D-loopNox4-Nox2 avec 
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l’inhibiteur mais aucune de ces variations n’est statistiquement significative même à de fortes 

concentrations (100 nM). Par contre, avec le fMLF les résultats confirment que la PI3K 

participe partiellement à l’activation de l’oxydase. A une concentration moyenne en 

wortmannin, soit 25 nM, l’inhibition de l’oxydase est de 50% environ dans les cellules WT-

Nox2 et D-loopNox4-Nox2. L’augmentation de la concentration jusqu’à 100 nM permet 

d’augmenter le taux d’inhibition mais très progressivement et sans atteindre d’inhibition totale 

pour les deux types cellulaires. Enfin, avec l’OpZ comme agoniste, l’activité oxydase de WT-

Nox2 est inhibée à près de 80% avec seulement 6,25 nM de wortmannin et quasiment à 100% 

avec 25 nM. L’activité oxydase de WT-Nox2 induite par l’OpZ est donc fortement PI3K-

dépendante. Or, aux mêmes concentrations, l’inhibition de l’oxydase est significativement 

moins élevée dans le mutant D-loopNox4-Nox2 (51% et 87% pour 6,25 et 25 nM 

respectivement) (Figure 43A). L’activité oxydase du mutant est par conséquent moins sensible 

aux événements de phosphorylation induits par la voie de signalisation PI3K-dépendante 

déclenchée par l’OpZ. 

Afin de confirmer que les effets observés sont spécifiques de l’inhibition de la PI3K, 

les mêmes mesures ont été réalisées avec le second inhibiteur de la PI3K LY-294002. Les 

cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-Nox2 ont été incubés 30 min en présence de 

concentrations croissantes de LY-294002 avant d’être stimulées par l’OpZ, le PMA ou le 

fMLF. On retrouve des résultats similaires à ceux obtenus avec la wortmannin (Table 5). Tout 

comme la wortmannin, le composé LY-294002 n’a aucun effet significatif sur l’activité 

oxydase PMA-dépendante ; il semble exister une légère tendance inhibitrice mais à des 

concentrations en LY294002 pour lesquelles la spécificité d’inhibition de la PI3K n’est plus 

garantie. L’inhibition de l’activité oxydase fMLF-dépendante par LY-294002 est moins 

efficace que celle induite par la wortmannin mais elle reste équivalente dans les cellules WT-

Nox2 et D-loopNox4-Nox2. En effet, avec 6,25 µM de LY-294002, l’inhibition est de 30% 

environ dans les deux types cellulaires et se maintient à cette valeur avec des concentrations 

supérieures en LY-294002. Enfin, au cours d’une activation par l’OpZ, LY-294002 induit 

comme la wortmannin une forte inhibition de l’activité oxydase des cellules WT-Nox2 alors 

que l’inhibition de l’activité oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 est moins élevée. Avec les 

deux inhibiteurs, lorsque près de 80% de l’activité oxydase OpZ-dépendante des cellules WT-

Nox2 sont inhibés, l’activité oxydase du super-mutant est diminuée de seulement 50%. 
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Figure 43 : Effet des événements de phosphorylation sur l’activité NADPH oxydase des cellules 
intactes PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 différenciées. 5.105 cellules ont été traitées 15 min 
avec l’inhibiteur de kinase wortmannin, 30 min avec SB 203580, ou une nuit avec PD 98059. La 
production de H2O2 OpZ-, PMA- et fMLF-dépendante des cellules a ensuite été mesurée par 
chemiluminescence en présence de luminol. Courbes d’inhibition de la production de H2O2 par A) la 
wortmannin, B) SB 203580, ou C) PD 98059, pour lesquelles il existe des divergences d’inhibition 
entre les cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de 
l’activité contrôle sans inhibiteur et représentent la moyenne ± DS de trois à cinq déterminations 
indépendantes.   

 

Inhibition des protéines kinases MAPKs 

L’activité des protéines kinases MAPKs ERK1/2 peut être efficacement inhibée par 

les composés U0126, PD98059 ou PD184352, et celle de la MAPK p38 par le composé 

SB203580 (Davies et al., 2000). Le pyridinyl imidazole SB203580 est un inhibiteur ATP-

compétitif hautement spécifique de l’isoforme α de la MAPK p38, isoforme la plus active dans 

les neutrophiles. Les composés U0126, PD98059 et PD184352 ne sont pas des inhibiteurs 

ATP-compétitifs mais empêchent l’activation de la MAPK kinase MKK1, et donc inhibent 

indirectement l’activation des effecteurs ERK1/2. 
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Afin d’inhiber les kinases ERK 1/2, les cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-

Nox2 ont été incubés pendant une nuit avec 10, 20 ou 40 µM de PD98059. Avec une 

stimulation par le PMA, l’activité oxydase des cellules WT-Nox2 est inhibée jusqu’à 40% avec 

la concentration maximale de 40 µM de PD98059 alors que quasiment aucun effet inhibiteur 

n’est observé sur l’activité oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 (Figure 43C). De ce fait, 

l’activité oxydase du mutant est pour ainsi dire insensible aux événements de phosphorylation 

induits par les ERK1/2 lors d’une stimulation par le PMA. Avec une stimulation par l’OpZ, 

l’activité oxydase des cellules WT-Nox2 est également inhibée jusqu’à 40% et le même effet 

inhibiteur est obtenu avec les cellules D-loopNox4-Nox2. Avec le fMLF, l’inhibition par 

PD98059 est plus efficace que celle constatée durant une stimulation par le PMA ou l’OpZ, 

avec un maximum d’inhibition de 80% dans les cellules WT-Nox2. Les protéines ERK1/2 sont 

donc fortement impliquées dans la transduction du signal lors de la stimulation par le fMLF. 

Or, l’activité oxydase fMLF-dépendante du mutant est significativement moins inhibée que 

celle de WT-Nox2, avec un maximum d’inhibition de seulement 58% (Figure 43C). L’activité 

oxydase de D-loopNox4-Nox2 est donc également moins sensible aux événements de 

phosphorylation induits par les ERK1/2 lors d’une stimulation par le fMLF. 

Afin d’inhiber la p38 MAPK, les cellules WT-Nox2 et le mutant D-loopNox4-Nox2 

ont été incubés 30 min avec 5, 10 ou 20 µM d’inhibiteur SB203580 avant stimulation de leur 

oxydase. Nos résultats révèlent une fois encore une implication variable de la kinase selon 

l’agoniste employé (Table 6). L’inhibition de l’activité oxydase PMA-dépendante des cellules 

WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 est inférieure à 10% avec la concentration maximale de 

SB203580 (20 µM) alors que près de deux tiers de l’activité oxydase fMLF-dépendante est 

inhibée à cette même concentration. Ainsi, la p38 MAPK est très peu impliquée dans la 

transduction du signal d’activation par le PMA alors qu’elle est nécessaire à la majeure partie 

de la transduction du signal d’activation par le fMLF. Concernant l’effet de SB203580 sur 

l’activité oxydase stimulée par l’OpZ il est surprenant. En effet, l’inhibition de la p38 MAPK 

améliore l’activité oxydase des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 activées par l’OpZ. 

Les événements de phosphorylation induits par la p38 MAPK exercent donc plutôt un contrôle 

négatif sur l’activité NADPH oxydase OpZ-dépendante des cellules PLB-985. D’autre part, 

avec 20 µM de SB203580, l’activité oxydase du mutant est significativement plus augmentée 

par rapport à celle des cellules WT-Nox2 (Figure 43B). Il apparait donc que la levée de 

l’inhibition par la p38 MAPK favorise plus l’oxydase du mutant que l’oxydase de WT-Nox2 

lors d’une activation par l’OpZ. 
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En conclusion, l’activité NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 est moins 

influencée que celle de WT-Nox2 par certains événements de phosphorylation se produisant 

probablement sur les facteurs cytosoliques du complexe NADPH oxydase. 

 

 

III.3.   Analyse du « priming » de l’activité NADPH oxydase du super-
mutant D-loopNox4-Nox2 

Le « priming » de l’oxydase est un phénomène qui provoque une amplification de la 

réponse oxydative à un stimulus donné. Il consiste en une première stimulation du neutrophile 

par une molécule qui n’active pas par elle-même la production d’O2
.- mais qui induit des 

modifications permettant une production plus intense en réponse à un second agent agoniste de 

l’oxydase. Parmi les événements impliqués dans le priming, la phosphorylation préalable de 

certains acides aminés des facteurs cytosoliques du complexe oxydase est primordiale. 

Nous avons émis l’hypothèse que la mutation de la boucle D pouvait conférer à Nox2 

une conformation induisant une amplification de l’activité oxydase comme le ferait un agent de 

priming sur l’oxydase native. Comme nous venons de le démontrer dans le paragraphe 

précédent, l’activité NADPH oxydase du super-mutant est moins influencée que celle de WT-

Nox2 par certains événements de phosphorylation. Nous avons alors analysé l’effet de deux 

agents de priming, les cytokines TNFα et GM-CSF, sur l’activité oxydase du super-mutant par 

rapport aux cellules WT-Nox2. L’activité oxydase fMLF- et OpZ-dépendante a été mesurée 

par chemiluminescence en présence de luminol après incubation des cellules avec 10 ng/ml de 

TNFα ou 12 ng/ml de GM-CSF (Figure 44). 
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Figure 44 : « Priming » de l’activité NADPH oxydase des cellules intactes PLB-985 WT-Nox2 et D-
loopNox4-Nox2 différenciées. La production de H2O2 de 5.105 cellules, induite par A) le fMLF (4.10-

7M) ou B) l’OpZ (0.64 mg/ml), a été mesurée par chemiluminescence en présence de luminol après une 
incubation des cellules 15 min avec 10 ng/ml de TNFα ou 12 ng/ml de GM-CSF.  Les données des 
histogrammes correspondent au pourcentage de l’activité oxydase sans cytokines. Ces résultats 
représentent la moyenne ± DS d’au moins trois manipulations indépendantes (n = 3-5). C) Cinétiques 
de production de H2O2 représentatives obtenues avec le TNFα (les valeurs représentent la moyenne ± 
DS de trois mesures simultanées). Différence significative des résultats du mutant D-loopNox4-Nox2 
par rapport aux cellules WT-Nox2 : *, p<0,05. 

 

 

Une incubation des cellules WT-Nox2 avec 10 ng/ml de TNFα induit une 

augmentation de 69 ± 14 % de la réponse oxydative globale au fMLF  (Figure 44A). Le TNFα 

améliore la valeur maximale du pic de production de H2O2 en réponse au fMLF sans modifier 

significativement la cinétique d’activation (Figure 44C). Pour le mutant D-loopNox4-Nox2, 

l’activité oxydase totale est augmentée de 117 ± 31 % par le pré-traitement au TNFα. Cette 

augmentation provient d’une élévation de la valeur maximale du pic mais aussi d’une 

prolongation de la cinétique d’activation (Figure 44C). Ainsi, en comparant l’activité oxydase 

totale exprimée en somme de RLU, l’activité du mutant apparaît plus « primée » par le TNFα 



Résultats 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 - 112 - 

que celle des cellules WT-Nox2. Cependant, le pourcentage d’augmentation de la valeur du 

pic-RLUmax est identique pour les deux types cellulaires : 40 ± 17 % pour WT-Nox2 et 31 ± 

10 % pour D-loopNox4-Nox2. 

Une incubation avec 12 ng/ml de GM-CSF induit une augmentation de respectivement 

36 ± 10 % et 24 ± 6 % de la réponse oxydative globale au fMLF des cellules WT-Nox2 et D-

loopNox4-Nox2 (Figure 44A). De ce fait, il semblerait que le GM-CSF ait un effet similaire 

sur les activités oxydases stimulées par le fMLF du mutant et de WT-Nox2. Afin de contrôler 

l’efficacité du GM-CSF, nous avons effectué une expérience de priming du neutrophile humain 

isolé à partir de sang total (données non représentées). Le GM-CSF est très efficace avec le 

neutrophile : l’activité oxydase totale est augmentée de 122 % et la valeur du pic-RLUmax est 

multipliée par trois. De même, il est intéressant de noter que le TNFα a lui aussi un effet 

beaucoup plus important sur le neutrophile humain que sur les cellules PLB-985 activées par le 

fMLF : l’activité oxydase totale du neutrophile est augmentée de 183 % et la valeur de son pic-

RLUmax est multipliée par trois.  

 

Les mêmes expériences ont été réalisées sur les cellules activées par l’OpZ (Figure 

44B). Avec le GM-CSF, il se produit un très faible priming des cellules PLB-985 et du 

neutrophile : l’activité oxydase totale est augmentée de 15 ± 5 % avec WT-Nox2 et 3 ± 3 % 

avec D-loopNox4-Nox2, contre environ 10% avec le neutrophile. Par conséquent, le GM-CSF 

a un effet similaire sur les activités oxydases stimulées par l’OpZ du super-mutant et des 

cellules WT-Nox2. 

Par contre, le TNFα n’induit pas les mêmes modifications de l’activité oxydase des 

cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 lors d’une activation par l’OpZ (Figure 44B). En 

effet, l’incubation avec 10 ng/ml de TNFα induit une augmentation de 44 ± 8 % et de 19 ± 13 

% de la réponse oxydative totale à l’OpZ des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 

respectivement. La même différence significative est observée en comparant l’évolution de la 

valeur du pic-RLUmax : le pic RLU-max de la cinétique des cellules WT-Nox2 est augmenté 

de 161 ± 10 % contre seulement 137 ± 6 % avec les cellules D-loopNox4-Nox2 (Figure 44C). 

Par conséquent, l’effet du TNFα sur l’activité oxydase OpZ-dépendante des cellules D-

loopNox4-Nox2 est moins important que sur celle des cellules WT-Nox2. Il semble donc 

qu’une partie de l’effet de priming de l’activité oxydase OpZ-dépendante par le TNFα soit déjà 

« en place » dans le super-mutant grâce à la mutation de la boucle D.  
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IV.  Pouvoir bactéricide du super-mutant D-loopNox4-Nox2 vis-à-vis de P. 
aeruginosa 

Afin de vérifier si la surproduction de H2O2 du mutant D-loopNox4-Nox2  

s’accompagnait d’une amélioration de son pouvoir microbicide, l’activité bactéricide des 

cellules PLB-985 contre une souche non cytotoxique de P. aeruginosa PAO1 a été évaluée (cf. 

Introduction § I.4 et M&M § VI). Les enterobacilles Pseudomonas sont des pathogènes 

opportunistes à Gram négatif et « catalase-positive », fréquemment rencontrés dans les 

infections nosocomiales. L’espèce P. aeruginosa est phénotypiquement apparentée à l’espèce 

Burkholderia cepacia qui est responsable d’infections observées chez les patients CGD. La 

souche de P. aeruginosa PAO1 (Holloway, 1955) utilisée a la particularité d’être non 

cytotoxique envers le neutrophile du fait d’un système de sécrétion de type III déficient.  

 

IV.1. Bactéricidie de P. aeruginosa PAO1 par le super-mutant D-
loopNox4-Nox2  

L’activité bactéricide des cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 contre les bactéries 

P. aeruginosa PAO1 a été suivie pendant 60 min à MOI 1 en réalisant le dénombrement des 

bactéries viables restantes toutes les 15 min (Figure 45) (cf. M&M § VI). Dès 15 min de co-

incubation, le taux de survie des bactéries avec le super-mutant est significativement inférieur à 

celui obtenu avec WT-Nox2 : 43,2 ± 2,5 % contre 55,1 ± 3,1 %. Le mutant D-loopNox4-Nox2 

conserve un pouvoir bactéricide supérieur à celui de WT-Nox2 tout au long de l’expérience, 

jusqu’à 60 min où les taux de survie des bactéries sont alors de 11,3 ± 1,7 % pour D-

loopNox4-Nox2 contre 20,5 ± 1,8 % pour WT-Nox2. Par conséquent, les cellules WT-Nox2 

sont capables d’éliminer à terme près de 80% des bactéries PAO1 mais la mutation de la 

boucle D confère un avantage aux cellules D-loopNox4-Nox2 qui peuvent éliminer jusqu’à 

90% des bactéries. Cependant, nous n’avons pas pu prouver l’existence d’une surproduction 

d’O2
.- par les cellules D-loopNox4-Nox2 lors d’une stimulation par des PAO1 opsonisées dans 

les conditions expérimentales strictes de bactéricidie (données non montrées).  
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Figure 45 : Activité bactéricide des cellules différenciées PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 
et du neutrophile humain vis-à-vis de la souche PAO1 de P. aeruginosa. La diminution du nombre 
de CFU bactériennes a été suivie durant une co-incubation avec les cellules PLB-985 à MOI 1 ou avec 
le neutrophile humain à MOI 10. Les données correspondent au pourcentage de bactéries viables par 
rapport au taux initial de bactéries (100% au temps 0). Ces résultats représentent la moyenne ± ESM 
d’au moins cinq expériences indépendantes (n = 5-9). Différence significative des résultats des cellules 
D-loopNox4-Nox2 comparés aux cellules WT-Nox2 : *, p<0,05 et **, p<0,01. Encart : croissance des 
PAO1 en absence de cellules (% CFU).  

 

 

La cinétique de bactéricidie des bactéries PAO1 par le neutrophile humain a 

également été évaluée en parallèle en tant que référentiel d’activité. Du fait du fort pouvoir 

bactéricide du neutrophile humain, l’expérience a été réalisée à MOI 10 au lieu de MOI 1 (à 

MOI 1, le neutrophile est capable d’éliminer intégralement les bactéries PAO1 en moins de 5 

min). A MOI 10, 80% des bactéries sont éliminées par le neutrophile dès 15 min d’incubation, 

et 90 % au terme de l’incubation (Figure 45). Ainsi, l’efficacité bactéricide du neutrophile 

humain à l’encontre des bactéries PAO1 est 20 fois plus importante que celle des cellules PLB-

985 WT-Nox2 et seulement 10 fois plus que celle du mutant D-loopNox4-Nox2.   
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IV.2. Bactéricidie de P. aeruginosa PAO1 par les cellules PLB-985 en 
fonction de leur activité NADPH oxydase 

L’implication de l’activité NADPH oxydase dans le pouvoir bactéricide des cellules 

PLB-985 vis-à-vis des bactéries PAO1 a été analysée plus en détails. Pour cela, la bactéricidie 

a été réalisée avec différents types cellulaires PLB-985 : les cellules PLB-985 X-CGD, 

dépourvues d’oxydase, les cellules WT-Nox2, présentant une activité oxydase normale, les 

cellules D-loopNox4-Nox2, et un mutant de Nox2 à faible activité oxydase « H490D-Nox2 ». 

Au cours de travaux antérieurs, nous avons en effet montré que la mutation H490D provoquait 

une importante diminution de l’activité NADPH oxydase par rapport à celle de WT-Nox2 (Li 

et al., 2005). L’activité oxydase ex vivo du mutant H490D représente ainsi environ 7% de 

l’activité de WT-Nox2 avec les agonistes particulaires ou le PMA (Table 6). Par contre, son 

activité est nulle lors d’une stimulation par le fMLF ou par l’ionomycine. 

Table 6 

Activité NADPH oxydase des cellules PLB-985 différenciées H490D-Nox2, induite par divers agonistes solubles 
et particulaires. La production de H2O2 de 5.105 cellules a été mesurée par chemiluminescence au luminol durant 60 
min après activation par le PMA (80 ng/ml) ou l’OpZ (0.64 mg/ml), et durant 15 min après activation par le fMLF (4 
x 10-7 M) ou l’ionomycine (2 µM). La production totale de H2O2 représente la somme de RLU mesurées sur 60 ou 15 
min ; elle est exprimée en pourcentage de la valeur obtenue avec les cellules WT-Nox2 dans la dernière colonne. 
« Pic-RLUmax » indique la valeur du pic maximal de production et « Pic-Tmax » le temps nécessaire pour 
l’atteindre. La durée de la cinétique correspond au temps nécessaire pour que la cinétique redescende à 10% de la 
valeur du pic maximal. Avec l’OpZ, le pourcentage de la valeur du pic restant à 60 min est indiqué. NP : non 
pertinent. (n = 3-5). 

 

 

 

Stimuli 
solubles

Production totale de H 2O2 

(RLU)
Pic-Tmax 

(min)
Pic-RLUmax 

(RLU)
Durée (min)

% de la 
production de  

H2O2 de WT-Nox2
PMA WT-Nox2 119,57 ± 4,94  6,45 ± 0,72 2,61 ± 0,44 58,1 ± 3 ,9 100

H490D    8,61 ± 3,06 58,48 ± 1,43 0,10 ± 0,02 > 60 7,2

fMLF WT-Nox2  29,69 ± 6,64  0,65 ± 0,16 1,59 ± 0,48    2,8 ± 0,3 100
H490D    0,29 ± 0,03  NP  NP  NP 1

Ionomycine WT-Nox2   27,55 ± 11,02  4,22 ± 1,07 0,39 ± 0,19 12,8 ± 1,7 100
H490D    0,32 ± 0,18  NP  NP  NP 1

Stimuli 
particulaires

Production totale de H 2O2 

(RLU)
Pic-Tmax 

(min)
Pic-RLUmax 

(RLU)

% du pic-
RLUmax à 60 

min

% de la 
production de  

H2O2 de WT-Nox2
OpZ WT-Nox2  30,72 ± 6,78 20,81 ± 3,27 0,40 ± 0,09 38,4 ± 4,2 100

H490D    1,89 ± 0,56 25,50 ± 2,01 0,02 ± 0,00 33,2 ± 3,9 6
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Dans un premier temps, l’activité bactéricide des cellules PLB-985 X-CGD et H490D 

a été évaluée (Figure 46A). 

 

 

Figure 46 : Analyse de l’implication de la NADPH oxydase dans le pouvoir bactéricide des cellules 
PLB-985 vis-à-vis de P. aeruginosa PAO1. A) Cinétiques de bactéricidie des PAO1 par les cellules 
PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et H490D à MOI 1. Les valeurs représentent le pourcentage de bactéries 
viables par rapport au taux initial de bactéries (100% au temps 0). Ces résultats représentent la moyenne 
± ESM d’au moins cinq expériences indépendantes (n = 5-9). L’inhibition par le DPI 5 µM de l’activité 
NADPH oxydase de B) WT-Nox2 et C) D-loopNox4-Nox2 a été réalisée avant mesure de leur activité 
bactéricide contre les PAO1 à MOI 1. Les résultats correspondent au taux de survie des bactéries 
incubées avec les cellules traitées ou non au DPI 5 µM. La cinétique moyenne de bactéricidie obtenue 
avec les cellules X-CGD est représentée en référentiel. Ces résultats représentent la moyenne ± ESM de 
trois à cinq expériences indépendantes. 

 

On remarque que, malgré l’absence de NADPH oxydase, les cellules X-CGD sont 

capables d’éliminer efficacement les bactéries PAO1 au-delà de 30 min de contact. Au terme 

de la co-incubation, le taux de bactéries viables reste cependant supérieur à celui obtenu avec 

les cellules WT-Nox2 (39,2 ± 3,7 % contre 20,5 ± 1,8 %). Par contre, le mutant à faible activité 
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oxydase H490D est capable de commencer à éliminer les bactéries PAO1 dès 15 min de 

contact et sa cinétique de bactéricidie rejoint celle des cellules WT-Nox2 à partir de 45 min. La 

cinétique de H490D est donc retardée par rapport à celle des cellules WT-Nox2 mais atteint 

tout de même le niveau optimal avant le terme de l’incubation. Ainsi, le processus 

d’élimination des bactéries PAO1 implique un mécanisme bactéricide précoce NADPH 

oxydase-dépendant, puis un mécanisme bactéricide NADPH oxydase-indépendant tardif qui 

reste insuffisant pour atteindre une bactéricidie optimale en 60 min de contact. Ces résultats 

démontrent que les cellules PLB-985 ont besoin du complexe NADPH oxydase pour réaliser 

une bactéricidie optimale des PAO1 mais qu’une faible production d’O2
.- suffit à améliorer 

l’activité bactéricide des cellules PLB-985 comparée aux cellules X-CGD.  

 

Afin de discerner la phase NADPH oxydase-dépendante du processus de bactéricidie 

des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, nous avons réalisé l’expérience de 

bactéricidie en présence de DPI 5 µM (Figure 46B et C). L’inhibition de la NADPH oxydase 

des cellules PLB-985 WT-Nox2 par le DPI provoque une diminution marquée de leur activité 

bactéricide qui se retrouve alors équivalente à celle des cellules X-CGD (Figure 46B). 

L’inhibition de l’activité oxydase de WT-Nox2 permet donc de reproduire exactement le 

phénotype des cellules X-CGD. Or, avec le mutant D-loopNox4-Nox2, l’activité bactéricide 

est aussi inhibée par le DPI 5 µM mais elle reste supérieure à celle des cellules X-CGD selon 

une cinétique du même ordre que celle du mutant H490D (Figure 46C). Il semble donc que 

l’inhibition de l’activité oxydase de D-loopNox4-Nox2 par le DPI permette une faible 

production d’O2
.- qui est suffisante pour obtenir une meilleure bactéricidie que celle des 

cellules X-CGD. 

L’effet du DPI 5 µM a également été testé sur le neutrophile humain (Figure 47A). Le 

traitement du neutrophile humain par le DPI entraîne seulement une inhibition partielle de son 

activité bactéricide durant les 45 premières minutes de co-incubation. A 30 min, le taux de 

bactéries viables est de 42,8 ± 5,8 % contre 12,0 ± 1,7 % sans ajout de DPI. Après 45 min, 

malgré l’inhibition de l’oxydase, la cinétique de bactéricidie rejoint un niveau optimal, avec un 

taux de survie des PAO de 17,0 ± 4,9 % au terme de l’expérience contre 11,3 ± 2,9 sans ajout 

de DPI.  
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Figure 47 : Analyse de l’implication de la NADPH oxydase dans le pouvoir bactéricide de 
neutrophiles humains vis-à-vis de la souche PAO1 de P. aeruginosa. A) L’inhibition par le DPI 5 
µM de l’activité NADPH oxydase des neutrophiles a été réalisée avant mesure de leur activité 
bactéricide contre les PAO1 à MOI 10. Les résultats correspondent au taux de survie des bactéries 
incubées avec les cellules traitées ou non au DPI 5 µM. Ces résultats représentent la moyenne ± ESM 
de cinq expériences indépendantes. B) La diminution du nombre de CFU bactériennes a été évaluée 
durant une co-incubation avec les neutrophiles d’un patient atteint de CGD X- à MOI 1 ou 10. Les 
valeurs représentent le pourcentage de bactéries viables par rapport au taux initial de bactéries (100% au 
temps 0). La cinétique moyenne obtenue avec les neutrophiles sains est indiquée en référentiel.  

 

 

Le graphique de la figure 47B expose une unique expérience de bactéricidie réalisée 

avec des neutrophiles purifiés provenant du sang d’un patient atteint de CGD X-. Ces 

neutrophiles présentent un défaut partiel d’expression de Nox2 (expression diminuée dans tous 

les neutrophiles du patient) induisant une faible activité NADPH oxydase. L’activité oxydase 

de ces neutrophiles a été mesurée par chemiluminescence en présence de luminol avant 

l’expérience de bactéricidie. Leur activité oxydase en réponse au PMA et à l’OpZ  est 

équivalente à l’activité de cellules PLB-985 WT-Nox2 (production totale de H2O2 représentant 

respectivement 84 % et 109 % de la production totale de H2O2 par les cellules WT-Nox2). Or, 

du fait de ce défaut d’activité oxydase, les neutrophiles CGD X- sont incapables d’éliminer les 

bactéries PAO1 à MOI 10 mais ralentissent tout de même leur croissance en maintenant leur 

taux à 110 % environ (Figure 47B). Par contre, à MOI 1, malgré leur faible activité oxydase, 

les neutrophiles CGD X- ont une activité bactéricide équivalente à celle de neutrophiles 

humains sains et peuvent éliminer la quasi-totalité des bactéries PAO1. 

 

L’ensemble de ces résultats confirment que, dans les conditions testées, l’activité 

NADPH oxydase des cellules PLB-985 et du neutrophile humain participe à l’élimination 
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précoce de la souche de P. aeruginosa PAO1 puis qu’un mécanisme bactéricide NADPH-

oxydase indépendant devient efficace plus tardivement. D’autre part, même une très faible 

production d’O2
.- est suffisante pour significativement accélérer la bactéricidie des PAO1 par 

les cellules PLB-985, et une surproduction d’O2
.- par le super-mutant permet d’améliorer le 

pouvoir  bactéricide de base des cellules PLB-985. 

 

IV.3. Contrôles de viabilité des cellules PLB-985 au cours de la bactéricidie 

Afin d’interpréter les cinétiques de bactéricidie obtenues, nous nous sommes assurés 

de la viabilité des cellules tout au long de l’expérience. La viabilité des cellules durant la 

bactéricidie a été évaluée sur cellule de Malassez après coloration des cellules au bleu Trypan 

(Figure 48). Pour chacun des types cellulaires étudiés, le taux de cellules viables ne varie pas 

au cours de la bactéricidie, restant toujours supérieur à 90 % en moyenne. De même, 

l’incubation préalable avec le DPI 5 µM n’affecte pas la survie des cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Viabilité des cellules PLB-985 vis-à-vis de P. aeruginosa PAO1 au cours de la 
bactéricidie. Les cellules PLB-985 viables ont été dénombrées sur cellule de Malassez avec une 
coloration au bleu Trypan durant la bactéricidie. Ces résultats représentent la moyenne ± DS d’au moins 
trois mesures indépendantes du pourcentage de cellules viables (n = 3-6). 

 

 

IV.4.  Rôle de la MPO dans la mesure par chemiluminescence de l’activité 
NADPH oxydase des cellules PLB-985  

Les cellules PLB-985 présentent clairement un plus faible pouvoir microbicide que le 

neutrophile. Nous avons voulu vérifier si, hormis une moindre activité NADPH oxydase, les 
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cellules PLB-985 présentaient d’autres déficiences par rapport au neutrophile pouvant 

expliquer leur faible activité microbicide. Nous avons alors analysé la participation de la MPO 

intrinsèque dans la mesure de l’activité oxydase par chemiluminescence des cellules PLB-985 

comparée au neutrophile humain, sachant que la MPO stockée dans les granules azurophiles 

participe à la génération du signal de chemiluminescence en présence de luminol. Pour cela, 

une mesure de l’activité oxydase a été effectuée en présence et en absence de la peroxydase 

HRPO dans le milieu réactionnel. Sans ajout de HRPO, le signal de chemiluminescence obtenu 

dépend uniquement de la MPO intrinsèque. L’expérience a été réalisée lors d’une activation 

par l’OpZ, qui induit essentiellement une production intracellulaire d’O2
.-, et lors d’une 

activation par le PMA, qui induit des productions intra- et extracellulaire équivalentes (Figure 

36).  

Lors de l’activation par l’OpZ le signal de chemiluminescence mesuré dans les 

cellules PLB-985 et le neutrophile, reste statistiquement identique avec et sans HRPO ajoutée 

au milieu réactionnel malgré un niveau d’activation différent entre ces différent types 

cellulaires (Figure 49). Ceci confirme que la production d’O2
.- est quasi totalement 

intracellulaire pour la stimulation par l’OpZ et qu’il est donc inutile d’ajouter dans le test de 

chemiluminescence de l’HRPO lors d’une stimulation de ce type.  

 

 

Figure 49 : Production de H2O2 mesurée avec et sans HRPO dans les cellules différenciées PLB-
985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 et dans le neutrophile humain après stimulation par l’OpZ. A) 
La production totale de H2O2 par 5.105 cellules intactes PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 a été 
mesurée par chemiluminescence en présence ou non de HRPO, après stimulation par 0,64 mg/ml 
d’OpZ. Elle est exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 min. Ces données représentent la 
moyenne ± DS de cinq expériences indépendantes. B) Production totale de H2O2 par 5.105 neutrophiles 
en présence ou non de HRPO après activation par 0,64 mg/ml d’OpZ (n = 3-5). 
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Par contre, lors d’une activation par le PMA, l’absence d’HRPO modifie le signal de 

chemiluminescence enregistré dans les cellules PLB-985 et le neutrophile (Figure 50). 

Cependant, la cinétique de production d’O2
.-  est très différente entre les cellules PLB-985 et le 

neutrophile. Elle est retardée pour chaque type de cellules (Pic-Tmax augmenté de 12 min 

environ) mais le pic maximal de production est diminué d’environ 90 % pour les cellules PLB-

985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 (Figure 50C et D) contre seulement 60 % pour le 

neutrophile (Figure 50B). 

 

 

Figure 50 : Production de H2O2 mesurée avec et sans HRPO dans les cellules différenciées PLB-
985 X-CGD transfectées et dans le neutrophile humain après stimulation par le PMA. A) La 
production totale de H2O2 par 5.105 cellules intactes PLB-985 ou neutrophiles a été mesurée par 
chemiluminescence en présence ou non de HRPO, après stimulation par 80 ng/ml de PMA. Elle est 
exprimée en somme de RLU enregistrées sur 60 min. Ces données représentent la moyenne ± DS 
d’expériences indépendantes (n = 3-6). Des cinétiques représentatives de la production de H2O2, 
mesurée avec et sans HRPO, par B) le neutrophile, C) les cellules WT-Nox2 et D) les cellules D-
loopNox4-Nox2 sont présentées.  

 

 

De ce fait, l’activité oxydase totale, évaluée en somme totale de RLU pendant 60 min, 

est diminuée de 75 % environ pour les cellules PLB-985 alors que pour le neutrophile elle est 

augmentée de 115 % (Figure 50A). Or nous savons que la production d’O2
.- dans les cellules 

PLB-985 et le neutrophile se répartit également entre le compartiment intra- et extracellulaire 
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(cf. Figure 36). L’addition d’HRPO au test permet de révéler principalement la production 

extracellulaire d’O2
.-. Il est donc clair qu’en son absence nous mesurons uniquement la 

production intracellulaire dûe à la présence intrinsèque de MPO. De ce fait, il semble qu’il y ait 

un défaut d’activité MPO dans les cellules PLB-985 par rapport au neutrophile humain qui se 

révèle lors de la stimulation par le PMA. 
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DISCUSSION et PERSPECTIVES 
L’activité du complexe NADPH oxydase des cellules phagocytaires résulte de 

l’assemblage des protéines cytosoliques p67phox, p47phox et p40phox au niveau du 

cytochrome b558, qui est responsable du transfert des électrons du NADPH vers l’oxygène via 

le FAD et les hèmes. Le travail présenté ici participe à l’élucidation des mécanismes 

moléculaires d’activation du complexe NADPH oxydase. Un travail préalablement réalisé au 

sein de notre laboratoire a permis d’élucider partiellement le rôle joué par la boucle D 

intracytosolique de Nox2 « 191TSSTKTIRRS200 » (Li et al., 2005). Pour cela, la séquence 

correspondant à la boucle D de l’ADNc codant Nox2 a subi diverses modifications par 

mutagenèse dirigée, avant transfection stable dans le modèle cellulaire PLB-985 X-CGD dont 

le gène CYBB a été inactivé. Ces travaux ont prouvé que la boucle D de Nox2, localisée avant 

le 5e passage transmembranaire porteur d’un des hèmes, participe au transfert des électrons du 

FAD aux hèmes, et en particulier les acides aminés chargés Lys195, Arg198 et Arg199. Or, parmi 

les remaniements effectués sur la boucle D, certains d’entre eux ont permis pour la première 

fois d'améliorer l'activité NADPH oxydase normale des cellules PLB-985 : la mutation 

ponctuelle R199Q et les protéines chimères de Nox2 contenant la boucle D des homologues 

Nox1, Nox3 et Nox4. Nous avons choisi d’élucider l’origine de la « super-activité » du mutant 

présentant la plus forte surproduction d’O2
.- : le mutant « D-loopNox4-Nox2 » contenant la 

boucle D de la protéine Nox4 « 191TAASTYYAAIRVVS200 » (Table 2). Notre étude repose sur la 

comparaison des mécanismes d’activation des cellules PLB-985 D-loopNox4-Nox2 par rapport 

aux cellules contrôles PLB-985 WT-Nox2, transfectées par l’ADNc sauvage de Nox2. De 

façon systématique, nous avons contrôlé l’expression de Nox2 et l’activité NADPH oxydase 

des cellules PLB-985 transfectées après chaque décongélation de nos clones. Pour cela, nous 

avons mis en place une méthode inédite de double marquage en cytométrie en flux, permettant 

d’évaluer simultanément l’expression de Nox2 et l’activité oxydase PMA-dépendante des 

cellules transgéniques élaborées par notre laboratoire (Figure 30). Ainsi, nous nous assurons 

que l’expression de Nox2 mutée est identique à celle de Nox2 sauvage, étape essentielle pour 

valider la suite de nos résultats. 

Notre méthode de transfection et de différentiation des cellules PLB-985 correspond à 

celle utilisée par l’équipe du Dr M.C. Dinauer lors de la mise au point du modèle cellulaire 

PLB-985 X-CGD (Zhen et al., 1993). La différentiation de nos cellules PLB-985 transgéniques 

en granulocytes ou « neutrophils-like » est induite par un traitement de 6 jours au DMF 0,5 % 

en présence de 10 % de SVF. Dans ces conditions, environ 80 % des cellules PLB-985 
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acquièrent une activité oxydase (visualisation par réduction du nitro bleu de tetrazolium). Nous 

avons testé une autre technique de différentiation des cellules par le DMF en présence de 

Nutridoma-SP (Pedruzzi et al., 2002) qui n’a apporté aucune amélioration de l’activité oxydase 

des cellules PLB-985 par rapport à la méthode en présence de 0,5 % de DMF et 10 % de SVF 

(Figure 25). La mesure du spectre d’absorption différentiel d’extraits membranaires provenant 

des cellules PLB-985 a révélé un taux de cytochrome b558 de 12,7 ± 1,3 pmol/mg de protéines 

dans les cellules WT-Nox2 et de 11,1 ± 0,7 pmol/mg de protéines dans les cellules D-

loopNox4-Nox2, contre 139,2 ± 19,9 pmol/mg de protéines dans le neutrophile humain. Le 

différentiel d’expression de cytochrome b558 entre les cellules PLB-985 transfectées et le 

neutrophile correspond à celui mis en évidence dans des travaux précédemment  publiés (Zhen 

et al., 1993 ; Li et al., 2005). 

 

La première partie de l’étude a consisté à établir les mécanismes moléculaires à 

l’origine de la super-activité oxydase du mutant PLB-985 D-loopNox4-Nox2. 

Le premier travail a été de caractériser le profil d’activation de la NADPH oxydase 

des cellules PLB-985 D-loopNox4-Nox2 entières vis-à-vis d’agents stimulants solubles ou 

particulaires. La cinétique de production d’O2
.- du super-mutant a été analysée par 

chemiluminescence en présence de luminol, et comparée à celle des cellules PLB-985 WT-

Nox2 et celle du neutrophile humain isolé de sang périphérique. Nous nous sommes aussi 

préalablement assurés que nos cellules PLB-985 transfectées WT-Nox2 avaient une activité 

oxydase identique aux cellules PLB-985 WT d’origine avec chacun des agonistes. 

Lorsque nous comparons l’activité NADPH oxydase des cellules PLB-985 WT ou 

WT-Nox2 à celle du neutrophile humain, nous obtenons une activité plus basse quels que 

soient les activateurs solubles : en production totale de H2O2 elle est 2, 11 et 18  fois moins 

forte pour le PMA, le fMLF, et l’ionomycine respectivement. Il en est de même pour les agents 

particulaires : elle est 20 et 138 fois moins forte dans les cellules PLB-985 WT-Nox2 versus le 

neutrophile humain pour l’OpZ et les billes de latex opsonisées respectivement (Table 3). Bien 

que la méthode de dosage décrite dans la littérature, utilisée pour la mesure de l’activité 

NADPH oxydase dans les cellules PLB-985 soit différente (réduction du cytochrome c), 

l’activité PMA- et OpZ-dépendante des cellules WT-Nox2 que nous mesurons est du même 

ordre de grandeur que celle mesurée par l’équipe du Dr Dinauer dans le même type de cellules 

(Zhen et al., 1993, Biberstine-Kinkade et al., 1999). Par contre, nous n’avons pas reproduit les 

résultats de Pedruzzi et al. (2002) lors de l’activation par le fMLF, qu’ils montrent identiques 
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dans les cellules PLB-985 et dans le neutrophile humain, même en utilisant du Nutridoma-SP 

dans le milieu de différentiation (Figure 25). Dans notre cas, l’activité oxydase serait même 

diminuée par rapport au milieu de différentiation contenant uniquement le SVF. L’importante 

différence d’activation des cellules PLB-985, quel que soit leur type, entre l’OpZ et les billes 

de latex opsonisées par des IgG, suggère un défaut dans la voie de signalisation médiée par les 

récepteurs aux Ig. En effet, l’OpZ opsonisé par du sérum, qui stimule simultanément les 

récepteurs des dérivés du complément (C3b/C3bi) et des Ig, produit une activation 7 fois 

supérieure à celle obtenue avec les billes de latex qui sont opsonisées uniquement par des IgG.  

Ce qui est remarquable est que le mutant D-loopNox4-Nox2 présente une « super-

activité » oxydase par rapport aux cellules PLB-985 WT-Nox2 avec les agonistes solubles (x 

4-8 avec le PMA, fMLF ou ionomycine en prenant comme paramètre le pic maximal de 

production de H2O2) mais également lors d’une stimulation par les agonistes particulaires (x 

1,5-2 avec l’OpZ ou les billes de latex opsonisées par des Ig G) (Table 3). Bien que le mutant 

D-loopNox4-Nox2 soit « super-mutant » quel que soit l’agoniste utilisé, nous obtenons comme 

dans les cellules WT-Nox2, une suractivation plus forte avec les agents solubles comparés aux 

agents particulaires. Plusieurs explications sont possibles à ce niveau : 

- Le processus de phagocytose pourrait être mis en cause, mais dans des travaux 

précédents nous avons démontré une parfaite phagocytose de particules de billes de 

latex opsonisées par des IgG (Li et al., 2005). 

- Grâce aux travaux de thèse de Federica Defendi effectués dans notre laboratoire, 

nous avons mis en évidence un défaut de certaines enzymes granulaires qui 

démontrent une absence de granules spécifiques. Ceci a préalablement été montré 

par immuno-histochimie dans les cellules PLB-985 différenciées en granulocytes 

(Tucker et al., 1987) mais également dans les cellules promyélocytaires HL-60 

(Newburger et al., 1979 ; Harris et Ralph, 1985). Or, nous savons que ces granules 

sont le réservoir principal de cytochrome b558. Lors de l’activation de l’oxydase par 

des agents particulaires, il semble nécessaire qu’il y ait en permanence une 

alimentation en cytochrome b558 au niveau de la membrane phagolysosomale pour 

soutenir une activation intraphagosomale maximale et plus longue qu’une activation 

uniquement membranaire comme par le fMLF.  

- La faible activation de l’oxydase des cellules PLB-985 stimulée par des agents 

particulaires peut aussi s’expliquer par un défaut de réponse aux opsonines utilisées 
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pour opsoniser ces agents. Notamment, la voie de signalisation stimulée par les Ig G 

semble particulièrement déficiente dans les cellules PLB-985. 

Retenons que les activateurs les plus efficaces dévoilant une super-activité NADPH 

oxydase du mutant PLB-985 D-loopNox4-Nox2 sont l’ionomycine et le fMLF, deux 

agonistes nécessitant une augmentation du taux de calcium intracellulaire pour agir . 

Nous reviendrons sur ce point important un peu plus loin. 

 

Nous avons ensuite analysé le profil de distribution des O2
.- produits par 

chemiluminescence dans les cellules PLB-985 transgéniques et dans le neutrophile, en 

mesurant la production totale et la production externe d’O2
.- en présence respectivement de 

luminol et d’isoluminol (Figure 36). La NADPH oxydase du neutrophile humain peut être 

activée dans la membrane plasmique, dans le phagosome en cas de phagocytose, ou dans les 

membranes granulaires selon un ratio dépendant du stimulus employé. Dans le cas des cellules 

PLB-985,  la répartition de la production des O2
.- est strictement identique dans les cellules D-

loopNox4-Nox2 par rapport aux cellules PLB-985 WT et WT-Nox2 quel que soit l’agoniste 

employé. La mutation de la boucle D n’induit donc pas de changement conformationnel de 

Nox2 pouvant entraîner une localisation différente de la production d’O2
.-. Aucuns résultats de 

ce type de mesures dans les cellules PLB-985 n’ont été rapportés dans la littérature. En ce qui 

concerne nos résultats avec le neutrophile humain, ils sont identiques à ceux publiés 

précédemment exceptés avec le fMLF (Dahlgren et Karlsson, 1999). En effet nous avons 

montré que seul un quart de l’activité oxydase du neutrophile humain stimulée par le fMLF est 

extracellulaire alors que, d’après les travaux de Dahlgren et Karlsson, elle est quasiment 

exclusivement extracellulaire (Dahlgren et Karlsson, 1999). Cette divergence de ratio avec le 

fMLF est surprenante alors que nous avons reproduit des profils de distribution d’O2
.- 

similaires à ceux déjà publiés avec le PMA, l’ionomycine et l’OpZ. En effet, l’activation du 

neutrophile par le PMA induit une production interne et externe équivalentes alors que 

l’ionomycine induit une production quasiment exclusivement interne (Lundqvist et al., 1995 ; 

Dahlgren et al., 1992).  Nous avons confirmé que les agents particulaires comme l’OpZ, 

permettent une très faible libération d’O2
.- dans le milieu extracellulaire et par conséquent une 

optimisation de la réponse oxydative contre les microorganismes phagocytés par le neutrophile 

humain. La seule différence notable que nous ayons remarqué entre les cellules PLB-985 et le 

neutrophile humain est que l’activation par l’ionomycine ou l’OpZ conduit à une proportion 

plus importante de production extracellulaire d’O2
.- que celle observée dans le neutrophile 
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humain (25 % versus 6 % avec l’ionomycine et 15 % versus 7 % avec l’OpZ). Il semble donc 

que des voies de signalisation impliquant le calcium induisent une activation différente du 

complexe NADPH oxydase dans les cellules PLB-985 par rapport au neutrophile humain. Dans 

le même temps, comme nous l’avons vu précédemment, l’ionophore à calcium ionomycine est 

l’agent entraînant la plus forte surproduction d’O2
.- pour le mutant D-loopNox4-Nox2. 

 

La super-activité du mutant D-loopNox4-Nox2 est maximale lors d’une activation par 

l’ionomycine ou par le fMLF, deux agonistes solubles impliquant un influx calcique 

intracellulaire. Notre analyse de l’activité oxydase ex vivo en fonction de l’influx calcique 

intracellulaire  a prouvé que le mutant D-loopNox4-Nox2 présente une sensibilité accrue au 

calcium libre intracellulaire (Figure 42). D’une part, l’activité oxydase fMLF-dépendante du 

mutant est proportionnellement moins affectée par une déplétion en calcium que l’activité des 

cellules WT-Nox2 (Figure 42A et B), ce qui pourrait vouloir dire que le taux de calcium 

nécessaire pour avoir une activité oxydase fMLF-dépendante est moindre pour le super-mutant 

par rapport aux cellules WT-Nox2. D’autre part, le mutant D-loopNox4-Nox2 présente une 

augmentation de l’activité oxydase 2 fois supérieure à celle des cellules PLB-985 WT-Nox2 

lors d’une activation par le fMLF en présence de thapsigargine (Figure 42D). Ce produit 

permet de stimuler une vidange des stocks intracellulaires de calcium conduisant à l’entrée de 

calcium extracellulaire via les canaux SOCs (Thastrup et al., 1994 ; Bréchard et Tschirhart, 

2008). L’utilisation de la thapsigargine seule à 1 et 0,3 µM, produit une activation de l’oxydase 

du mutant D-loopNox4-Nox2 respectivement 2,5 et 4 fois plus élevée que celle de WT-Nox2 

(Figure 42C). Ce simple influx calcique induit par la thapsigargine est suffisant pour que la 

suractivité de D-loopNox4-Nox2 s’exprime. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les 

cellules PLB-985 présentent un défaut de réponse à la thapsigargine par rapport au neutrophile 

humain (Granfeldt et al., 2002). En effet la stimulation par 1 µM de thapsigargine provoque 

une activité oxydase des cellules PLB-985 WT-Nox2 égale à 3 % de l’activité obtenue par 

stimulation par le fMLF alors que celle du neutrophile, activée par la même quantité de 

thapsigargine, représente un tiers de l’activité fMLF-dépendante (Figure 42C, Table 3). Ces 

résultats confirment l’existence d’un défaut de réponse au calcium des cellules PLB-985 WT-

Nox2 par rapport au neutrophile humain, défaut qui est en partie surmonté grâce à la mutation 

de la boucle D pour le mutant D-loopNox4-Nox2.  

  L’augmentation du flux calcique intracellulaire fait partie intégrante de la 

signalisation à l’origine de l’activation de la NADPH oxydase. Le calcium est impliqué 
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notamment dans la transduction du signal via diverses phospholipases et kinases menant aux 

événements de phosphorylation finaux du complexe NADPH oxydase. Chaque agoniste de 

l’oxydase engendre un signal d’activation empruntant une voie de transduction spécifique. De 

ce fait, les protéines kinases ont un degré d’implication dans l’activation de l’oxydase qui est 

fonction de l’agoniste utilisé. Nous avons déterminé le degré d’implication des kinases PKC, 

PI3K, MAPKs ERK1/2 et MAPK p38 dans l’activation de l’oxydase du super-mutant D-

loopNox4-Nox2 (Table 5) grâce à cinq inhibiteurs de kinase couramment employés (Davies et 

al., 2000). 

L’activité des MAPKs ERK1/2 a été inhibée par le composé PD 98059 qui empêche 

l’activation de la MAPK kinase MKK1 responsable de l’activation des MAPKs ERK1/2 

(Davies et al., 2000). Le composé PD 98059 n’a quasiment aucun effet sur l’activité oxydase 

du mutant D-loopNox4-Nox2 stimulée par le PMA alors que l’activité oxydase des cellules 

WT-Nox2 est inhibée jusqu’à 40 %. De même, l’inhibition maximale obtenue de l’activité de 

D-loopNox4-Nox2 par PD 98059 est de 58 % contre 80 % pour les cellules WT-Nox2 lors de 

la stimulation par le fMLF (Table 5, Figure 43C). Ainsi, l’activité oxydase du mutant D-

loopNox4-Nox2 est donc moins sensible que les cellules WT-Nox2, voire insensible aux 

événements de phosphorylation ERK1/2-dépendants au cours d’une activation par le PMA et le 

fMLF. Sachant que les MAPKs ERK1/2 du neutrophile sont responsables de la 

phosphorylation directe du complexe oxydase et de l’activation de la phospholipase PLA2 

(Dang et al., 2003 ; Dewas et al., 2000 ; Syrbu et al., 1999), la mutation de la boucle D dans le 

mutant D-loopNox4-Nox2 peut être à l’origine d’une modification de la conformation de Nox2 

favorisant l’association des facteurs cytosoliques en l’absence d’événements de 

phosphorylation ERK1/2-dépendants, et/ou favorisant l’activation de l’oxydase sans avoir 

recours à la production d’AA par la PLA2. Plusieurs travaux suggèrent en effet une 

intervention directe de l’AA sur le cytochrome b558 après assemblage : l’AA associé à Nox2 

participerait à l’activation du canal à protons et au transfert d’électrons au niveau du FAD, et 

serait nécessaire à la transition du cytochrome b558 de son état intermédiaire à l’état activé 

(Henderson et al., 1995 ; Susztak et al., 1997 ; Mankelow et al., 2003 ; Doussière et al., 1999 ; 

Cross et al., 1999b ; Foubert et al., 2002). Au contraire du PMA et du fMLF, le composé PD 

98059 entraîne une inhibition identique de l’activité oxydase après activation par l’OpZ des 

cellules D-loopNox4-Nox2 et WT-Nox2 (Table 5). Ce résultat souligne une divergence du rôle 

joué par les MAPKs ERK1/2 lors d’une activation par l’OpZ par rapport à celui joué au cours 

d’une activation par le PMA ou le fMLF.  
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En réalisant l’inhibition de la PKC avec le dérivé bisindolylmaléimide Ro 31-8220, un 

puissant inhibiteur compétitif agissant au niveau du site de fixation de l’ATP (Davies et al., 

2000 ; Davidson-Moncada et al., 2002), nous n’avons observé aucune différence d’inhibition 

entre les cellules D-loopNox4-Nox2 et WT-Nox2 quel que soit l’agoniste utilisé (Table 5). On 

sait que l’activation des ERK1/2 par le PMA ou le fMLF implique une activation de la PKC en 

amont (Figures 14 et 15, Intro § V.2). Nous avons donc démontré que les événements de 

phosphorylation induits par la PKC sont nécessaires pour l’activation de l’oxydase par le PMA 

et le fMLF mais n’influencent en rien la super-activité oxydase du super-mutant.  

L’inhibition de la PI3K a été obtenue avec les deux inhibiteurs ATP-compétitifs 

Wortmannin et LY-294002 (Davies et al., 2000). Nous n’avons obtenu aucune inhibition 

significative de l’activité PMA-dépendante des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-

Nox2 par ces deux inhibiteurs. De plus, ils inhibent l’activité oxydase fMLF-dépendante des 

cellules WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 dans les mêmes proportions (de 30 à 60 % selon 

l’inhibiteur, Table 5). Par contre, l’activité NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2 est 

beaucoup moins inhibée par la Wortmannin et le LY-294002 que celle des cellules WT-Nox2 

lors d’une activation par l’OpZ (Table 5, Figure 43A). En effet, lorsque l’activité oxydase des 

cellules PLB-985 est inhibée d’environ 80 %, l’activité des cellules D-loopNox4-Nox2 n’est 

inhibée que de 50 % environ. On peut conclure que le processus d’activation de l’oxydase des 

cellules D-loopNox4-Nox2 par l’OpZ est moins sensible aux événements de phosphorylation 

médiés par la PI3K, par comparaison avec les cellules WT-Nox2. 

L’activité de la p38 MAPK a été inhibée par le composé pyridinyl imidazole 

SB203580, un inhibiteur ATP-compétitif hautement spécifique de l’isoforme de la p38 MAPK 

la plus active dans les neutrophiles (Davies et al., 2000). Nous n’avons observé aucune 

différence d’inhibition de l’activité oxydase par SB203580 entre les cellules WT-Nox2 et D-

loopNox4-Nox2 lors d’une stimulation par le PMA et le fMLF (Table 5). Par contre, 

l’inhibition de la p38 MAPK induit un effet différentiel entre les cellules D-loopNox4-Nox2 et 

WT-Nox2 au cours d’une activation par l’OpZ (Table 5, Figure 43B). De manière inattendue, 

l’inhibition de la p38 MAPK des cellules PLB-985 lors d’une stimulation par l’OpZ provoque 

non pas une inhibition mais une amélioration de l’activité NADPH oxydase. Et cette 

amélioration tend à être plus élevée pour le super-mutant que pour les cellules WT-Nox2 à la 

concentration maximale en SB203580 de 20 µM (+25 % versus +12 % d’activité oxydase). On 

peut supposer que la p38 MAPK exerce un rétrocontrôle négatif sur l’activité de certaines 

kinases stimulatrices, ou alors réalise des événements de phosphorylation du complexe 
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oxydase qui inhibent l’activité oxydase. Cette dernière hypothèse repose sur des travaux qui 

ont démontré in vitro que la phosphorylation de certaines sérines de p47phox pourrait avoir un 

effet inhibiteur sur l’activité oxydase phagocytaire (Yamaguchi et al., 1995 ; Fontayne et al., 

2002 ; Mizuki et al., 2005). Cependant, il existe des résultats contradictoires sur la 

participation de la p38 MAPK lors d’une stimulation par l’OpZ du neutrophile humain. En 

effet, certains travaux ont montré que cette kinase n’était pas phosphorylée, donc inactive, en 

réponse à l’OpZ alors que d’autres l’impliquent dans l’activation de la PLA2 par l’OpZ 

(Hazan-Halevy et Levy, 2000 ; Brown et al., 2004). D’autre part, le caractère inhibiteur de la 

p38 MAPK a déjà été observé dans le neutrophile stimulé par l’agent de priming GM-CSF : 

l’inhibition de la p38 MAPK par SB203580 améliore en effet la phosphorylation des MAPKs 

ERK1/2 et de p47phox induite par le GM-CSF (Dang et al., 2006). 

 

En étudiant l’effet d’agents de « priming » sur l’activité oxydase du mutant D-

loopNox4-Nox2, nous avons démontré qu’au cours d’une stimulation par l’OpZ, l’agent de 

priming TNFα amplifie moins l’activité oxydase du super-mutant que celle des cellules WT-

Nox2 (Figure 44B). Cette observation suggère qu’une partie de l’effet de priming de l’activité 

oxydase OpZ-dépendante par le TNFα est déjà « en place » dans le super-mutant grâce à la 

mutation de la boucle D. Sachant qu’une des principales conséquences du priming est la 

phosphorylation préalable de certains acides aminés des facteurs cytosoliques du complexe 

oxydase (Dewas et al., 2003 ; Dang et al., 2006b ; pour revue Sheppard et al., 2005), ceci 

renforce l’hypothèse selon laquelle la mutation de la boucle D confère à Nox2 une 

conformation facilitant l’activation du complexe oxydase sans avoir recours à certains 

événements calcium- et kinases-dépendants. 

De manière générale, les résultats d’inhibition obtenus avec les cellules PLB-985 WT-

Nox2 révèlent une implication de chacune des kinases testées en corrélation avec les schémas 

de transduction du signal établis pour le neutrophile humain et la lignée promyélocytaire HL-

60 (Figures 14 et 15). Concernant la NADPH oxydase du mutant D-loopNox4-Nox2, elle est 

moins influencée par certains événements de phosphorylation intervenant lors de son activation 

que celle de WT-Nox2 (ERK1/2-dépendants lors d’une activation par le PMA et le fMLF, 

PI3K-dépendants et p38 MAPK-dépendants lors d’une activation par l’OpZ). La suractivité du 

mutant D-loopNox4-Nox2 provient aussi d’une sensibilité différente à l’augmentation du taux 

de calcium intracellulaire induite par différents agonistes (ionomycine, fMLF, OpZ).  
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On peut penser que la mutation de la boucle D du mutant D-loopNox4-Nox2 est à 

l’origine d’une modification de la conformation de Nox2 favorisant l’assemblage du complexe 

NADPH oxydase indépendamment de certains événements de 

phosphorylation/déphosphorylation des facteurs cytosoliques mais également de Nox2 (Raad et 

al., 2009). En effet la stabilité du complexe NADPH oxydase activé pourrait dépendre 

d’un cycle de phosphorylation/déphosphorylation des facteurs cytosoliques et pourquoi 

pas de Nox2 elle-même (De Coursey et Ligeti, 2005 ; Intro § V.1). Cette stabilité pourrait 

être accrue grâce à la mutation de la boucle D de Nox2. 

 

Nous avons alors étudié l’activité NADPH oxydase in vitro du super-mutant D-

loopNox4-Nox2 en système simplifié à partir de membranes purifiées de cellules PLB-985 

transgéniques puis à partir de cytochrome b558 purifié. L’activité oxydase mesurée sur les 

membranes purifiées de D-loopNox4-Nox2 activée par l’AA est identique à celle mesurée sur 

les membranes issues de cellules PLB-985 WT-Nox2, quelle que soit la concentration en 

cytosol de neutrophile utilisée (Figure 37). Le caractère super-actif du mutant D-loopNox4-

Nox2 ne s’exprime donc pas en système reconstitué à partir de membranes purifiées.  

Nous avons également réalisé des expériences en système acellulaire simplifié sur le 

cytochrome b558 purifié de WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2, en présence de protéines 

recombinantes p47phox, p67phox, et Rac1. Afin de réaliser ces expériences, le cytochrome b558 

des cellules PLB-985 WT-Nox2 et D-loopNox4-Nox2 différenciées a été purifié par 

immunoaffinité grâce à une collaboration établie avec l’équipe du Pr Jesaitis (Lord et al., 

2008). La technique consiste à purifier le cytochrome b558 en une seule étape par 

immunoaffinité grâce à l’anticorps mAb CS9 (Taylor et al., 2004), spécifique de la sous-unité 

p22phox du cytochrome b558, après solubilisation avec le détergent octylglucoside. Nous avons 

réalisé une purification du cytochrome b558 des cellules PLB-985 transgéniques avec un 

rendement de près de 10 % et une pureté du cytochrome b558 supérieure à 90 % avec un facteur 

d’enrichissement de 180 fois environ (Figure 38, Table 4). En partant de cinq fois plus de 

cellules que l’équipe du Pr Jesaitis (2.109 versus 1010 cellules), nous obtenons un rendement 

près de deux fois plus élevé que le leur. Les résultats d’activation de la NADPH oxydase in 

vitro par l’AA, en système cellulaire simplifié à partir des cytochromes b558 purifiés, sont 

superposables à ceux que nous avons obtenus à partir des membranes du mutant D-loopNox4-

Nox2 et des cellules WT-Nox2  (Figures 37 et 40). En effet, nous n’avons pas obtenu de 

différence significative d’activation entre ces deux types cellulaires ; le turnover du 
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cytochrome muté est de 43,3 ± 9,9 contre 51,8 ± 8,2 mol d’O2
.-/mol de cytochrome b558/s pour 

le sauvage. Par contre, après activation par le PA le turnover du cytochrome b558 muté est 

nettement plus élevé que celui du cytochrome b558 de WT-Nox2 puisque la valeur obtenue pour 

le mutant est supérieure de 59,8 ± 17,3 % (n=3) par rapport à celle du cytochrome sauvage 

(Figure 41). Nos valeurs sont de l’ordre de celles obtenues par l’équipe du Pr Jesaitis sur le 

cytochrome b558 sauvage en activant par l’acide phosphatidique (63,8 ± 2,9 mol d’O2
.-/mol de 

cytochrome b558/s). Outre un effet non spécifique perturbant la structure de la membrane 

plasmique, ces deux dérivés lipidiques semblent avoir des effets plus ciblés. L’AA semblerait 

agir directement sur la structure de p47phox en mimant son état déplié lorsqu’il a subi des 

phosphorylations à fortes concentrations, et pourrait même influencer sa liaison avec p22phox 

à faibles concentrations (Shiose et Sumimoto, 2000). De même, le PA aurait la capacité de se 

lier au domaine PX de p47phox (Karathanassis et al., 2002) et serait responsable de l’activation 

de la NADPH oxidase in vitro en agissant directement sur les composants du complexe 

oxydase (Palicz et al., 2001). Dans notre cas, il semble que le mécanisme d’activation du PA 

au niveau du complexe oxydase soit plus spécifique que celui de l’AA puisqu’il mime de plus 

près l’activation du complexe oxydase qui se produit dans la cellule entière. En effet, seul le 

PA permet d’obtenir in vitro, dans le système simplifié contenant uniquement des protéines du 

complexe oxydase purifiées, la surproduction d’anions superoxydes pour le cytochrome b558 

muté. Ceci est encourageant dans la perspective de produire in vitro un cytochrome b558 super-

actif en vue d’une approche de thérapie protéique de la granulomatose septique chronique 

(Marques et al., 2007).  

 

 

Dans la seconde partie du travail, nous nous sommes intéressés à l’activité 

microbicide du super-mutant D-loopNox4-Nox2 afin de vérifier si la surproduction d’O2
.-  

pouvait s’accompagner d’une amélioration du pouvoir microbicide. 

La microbicidie résulte de l’action concertée des espèces réactives de l’oxygène, des 

enzymes et peptides antimicrobiens, et du flux ionique de compensation de charge qui soutient 

l’activité oxydase et maintient un environnement optimal dans le phagolysosome. Le degré 

d’implication de chacun de ces mécanismes est fonction du microorganisme à éliminer. Ainsi, 

la NADPH oxydase est absolument requise dans l’élimination de certaines bactéries comme 

Staphylococcus aureus alors qu’elle est secondaire dans l’élimination de bactéries comme 

Escherichia coli. De ce fait, des neutrophiles de patients CGD sont quasiment incapables 
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d’éliminer des microorganismes tels que S. aureus et C. albicans mais peuvent tuer E. coli 

presque aussi efficacement que des neutrophiles normaux [Weiss et al., 1985 ; Rada et al., 

2004 ; Decleva et al., 2006, Defendi et al. (2009)]. Dans ces circonstances, nous avons voulu 

vérifié si la surproduction d’O2
.- du mutant D-loopNox4-Nox2 s’accompagnait d’une 

amélioration de son pouvoir microbicide contre un microorganisme responsable d’infections 

chez les patients CGD. Nous avons fait le choix de réaliser nos expériences avec l’entérobacille 

Pseudomonas aeruginosa qui est phénotypiquement apparenté à Burkholderia cepacia, un 

microorganisme responsable d’infections survenant dans la CGD (Winkelstein et al., 2000 ; 

van den Berg et al., 2009). Nous avons employé la souche atténuée PAO1 qui est incapable 

d’accomplir une lyse cytotoxique (Holloway, 1955 ; Dacheux et al., 1999). 

Nous avons observé une activité bactéricide, vis-à-vis des bactéries PAO1 à MOI 1, 

plus élevée pour le super-mutant que pour les cellules PLB-985 WT-Nox2 dès les premières 15 

min de co-incubation (taux de survie des bactéries de 43,2 ± 2,5 % versus 55,1 ± 3,1 %). De 

même après 60 min de co-incubation, le mutant D-loopNox4-Nox2 est capable d’éliminer près 

de 90 % des bactéries PAO1 contre 80 % pour les cellules WT-Nox2 (Figure 45).  

Nous avons également démontré que le processus d’élimination de la souche PAO1 de 

P. aeruginosa par les cellules PLB-985 implique un mécanisme bactéricide NADPH oxydase-

dépendant précoce (<15 min), nécessaire pour une élimination optimale des bactéries, suivi 

d’un mécanisme bactéricide NADPH-oxydase indépendant dont l’efficacité est plus tardive 

(>30 min) (Figures 45 et 46). En effet, les cellules PLB-985 dépourvues d’activité oxydase 

(cellules X-CGD ou cellules WT-Nox2 inhibées par le DPI) sont capables d’éliminer 

efficacement les bactéries PAO1 au-delà de 30 min de contact mais au terme de la co-

incubation, seuls 60 % des bactéries sont éliminées par les cellules X-CGD contre 80 % par les 

cellules WT-Nox2 (Figure 46B). L’augmentation de l’activité oxydase chez le mutant D-

loopNox4-Nox2 permet donc d’améliorer l’activité bactéricide des cellules PLB-985 contre un 

microorganisme dont l’élimination est partiellement oxydase-dépendante. Cependant, nous 

n’avons pas pu prouver l’existence d’une surproduction d’O2
.- par les cellules D-loopNox4-

Nox2 lors d’une stimulation par des PAO1 opsonisées dans les conditions expérimentales 

strictes de bactéricidie. Cette suractivité est pourtant plus que probable sachant qu’elle a été 

mise en évidence avec les agonistes particulaires OpZ et billes de latex ainsi qu’avec les 

microorganismes opsonisés C. albicans et S. aureus (travaux de thèse au laboratoire de 

Federica Defendi, article en soumission). 
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Il est particulièrement intéressant de noter qu’il existe une proportionnalité entre 

l’activité bactéricide des cellules PLB-985 à l’encontre des bactéries PAO1 et la quantité d’O2
.-

produits. Une faible production d’O2
.- (mutant H490D) est en effet suffisante pour 

significativement accélérer la bactéricidie réalisée par les cellules PLB-985 comparée à celle 

réalisée par les cellules X-CGD (Figure 46A). Ces résultats confortent l’idée précédemment 

émise qu’il existe deux phases de bactéricidie : une précoce NADPH oxydase-dépendante et 

une seconde dont l’efficacité est améliorée par la production d’O2
.- durant la première phase. 

Cette seconde phase comprend des mécanismes antimicrobiens dépendant de la libération de 

certaines enzymes granulaires (MPO, protéines cationiques…etc.). Différents travaux ont 

suggérés que la compensation de charge (flux ioniques), concomitante à l’activation de 

l’oxydase, est susceptible de favoriser la dissociation et l’activation des protéases cationiques 

attachées à la membrane, directement responsables de la bactéricidie (Reeves et al., 2002). De 

plus, il a été démontré que de faibles quantités d’O2
.- suffisent chez le neutrophile à induire une 

dépolarisation significative de la membrane. En effet moins de 5 % de la capacité maximale de 

production d’O2
.- est suffisante pour induire 50 % de la dépolarisation en réponse au PMA et 

au fMLF (Rada et al., 2004 et 2008). Les résultats obtenus avec le mutant H490D tendent à 

corroborer cette hypothèse selon laquelle les mécanismes antimicrobiens secondaires sont 

améliorés par une production d’O2
.- même faible. Ce mécanisme n’exclut cependant pas le rôle 

bactéricide direct des O2
.- et de ses dérivés. 

Une microbicidie efficace dans le temps nécessite un apport soutenu de cytochrome 

b558 au niveau des phagosomes et l’action simultanée des enzymes antimicrobiennes. Bien que 

la surproduction d’O2
.- par le super-mutant D-loopNox4-Nox2 améliore l’efficacité de la 

bactéricidie d’une souche atténuée de P. aeruginosa, elle ne permet pas aux cellules PLB-985 

d’atteindre une efficacité équivalente à celle du neutrophile humain. En outre, nous avons 

démontré que l’activité microbicide du mutant D-loopNox4-Nox2 n’est pas supérieure à celle 

des cellules WT-Nox2 contre des souches virulentes de C. albicans et S. aureus (travaux de 

thèse au laboratoire de Federica Defendi, article en soumission). Ceci peut être expliqué par le 

fait que les cellules PLB-985 présentent plusieurs déficiences par rapport au neutrophile, 

limitant fortement leur pouvoir microbicide. Outre un déficit en cytochrome b558 (Résultats § 

I.1.2), nous avons montré un déficit en activité MPO (Figure 50). Des travaux, actuellement 

effectués au laboratoire par Federica Defendi, révèlent un défaut d’expression d’enzymes 

cationiques antimicrobiennes contenues dans les granules spécifiques (lactoferrine, lysozyme) 

mais aussi une expression largement diminuée du contenu des autres granules (cathepsine G, 

élastase), qui peut être responsable du faible pouvoir bactéricide des cellules PLB-985. 
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L’amélioration des connaissances du mode de fonctionnement du complexe NADPH 

oxydase doit conduire à plus ou moins long terme à des avancées thérapeutiques. D’une part, 

l’élucidation des mécanismes d’activation du complexe NADPH oxydase peut permettre 

d’améliorer les thérapies visant à inhiber l’activité oxydase au cours de pathologies 

inflammatoires. D’autre part, nos travaux peuvent contribuer à augmenter l’efficacité de la 

stratégie thérapeutique de la CGD par transfert protéique utilisant la « protéine-médicament ». 

Cette technique correctrice consiste à apporter la protéine Nox2 dans les cellules cibles. Des 

premières expériences prometteuses de synthèse et d’incorporation de Nox2 dans des 

liposomes ont déjà été réalisées (Marques et al., 2007). Une modification préalable de la 

protéine Nox2,  pour augmenter son activité et/ou sa stabilité, est susceptible de renforcer 

l’efficacité d’une telle approche thérapeutique. 

 

 

Perspectives : 

- A court terme, la suite de notre travail va se focaliser sur l’étude de l’influence de 

l’état de phosphorylation des facteurs cytosoliques et de Nox2 sur l’assemblage du complexe 

NADPH oxydase du super-mutant D-loopNox4-Nox2. Pour cela, nous allons analyser 

l’influence de la phosphorylation des facteurs cytosoliques recombinants et de Nox2 sur le 

processus d’activation du complexe NADPH oxydase in vitro. 

- Un suivi des changements conformationnels de Nox2 en présence des différents 

partenaires du complexe oxydase pourrait être envisagé par la technique du FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer) afin de confirmer notre hypothèse. 

-  Le transfert électronique vers les hèmes des mutants de la boucle D étudiés au 

laboratoire sera examiné par microscopie Raman afin de confirmer la participation de cette 

boucle dans le transfert électronique du FAD à l’oxygène via les hèmes (Collaboration Dr 

Henk-Jan van Manen, Biophysical Engineering group, University of Twente, the Netherland). 

Nous analyserons si ce transfert électronique aux hèmes est favorisé chez le super-mutant D-

loopNox4-Nox2. 

- Afin d’évaluer la participation de chacun des éléments de l’arsenal microbicide vis-

à-vis de différents microorganismes, il pourrait être intéressant d’étudier le pouvoir bactéricide 
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des cellules PLB-985 après transfection stable d’une ou plusieurs protéines cationiques 

déficientes (cathepsine G, élastase, lactoferrine…etc.).  

- Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr B. Toussaint, une étude de l’interaction 

hôte/pathogène va être entreprise, impliquant P. aeruginosa et nos cellules PLB-985 

transgéniques produisant différents taux d’O2
.-. Le principe est d’analyser la réponse de la 

bactérie au niveau de ses voies de synthèse de molécules de signalisation interbactériennes en 

fonction du taux de dérivés oxygénés produits par les granulocytes.  
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La NADPH-oxydase phagocytaire, responsable de la production d’anions superoxydes 
microbicides, résulte de l’assemblage des protéines cytosoliques avec le cytochrome b558 
membranaire redox formé de Nox2 et p22phox. Nous avons mis en évidence précédemment que 
le remplacement de la boucle D de Nox2 par celle de Nox4 (mutant D-loopNox4-Nox2) était à 
l’origine d’une  « super-activité » oxydase. Le présent travail a consisté à élucider les 
mécanismes moléculaires à l’origine de la super-activité oxydase de ce mutant. Le mutant 
présente une activité oxydase ex vivo 2 à 8 fois supérieure à celle de cellules PLB-985 WT-
Nox2, en réponse aux stimuli solubles et particulaires. Cette suractivité est plus importante en 
réponse à l’ionomycine et au facteur chimiotactique fMLF, dont les voies d’activation 
impliquent une augmentation du taux de Ca2+i. Cette suractivité a également été mise en 
évidence dans un système simplifié in vitro contenant uniquement les protéines purifiées du 
complexe oxydase et activé par l’acide phosphatidique. L’activité oxydase du mutant ex vivo 
présente une sensibilité accrue à un influx de calcium. Le cytochrome b558 muté est moins 
sensible aux événements de phosphorylation dépendant d’ERK1/2 durant l’activation par le 
fMLF. Ainsi, la suractivité du mutant D-loopNox4-Nox2 pourrait provenir d’une modification 
de la conformation de Nox2 mutée, favorisant l’état activé du complexe oxydase. De plus, la 
super-activité du mutant améliore son pouvoir bactéricide vis-à-vis de la souche atténuée P. 
aeruginosa PAO1. Enfin, nous avons pu mettre en évidence l’existence de deux phases 
distinctes et interdépendantes dans le processus de bactéricidie de ce microorganisme.  

 

The phagocytic NADPH oxidase, responsible for superoxide anions production, becomes 
activated after assembly of cytosolic proteins with cytochrome b558, the transmembrane redox 
core of the enzyme composed of Nox2 and p22phox. We have previously observed that 
replacement of the D-loop of Nox2 with D-loop of Nox4 (mutant D-loopNox4-Nox2) induced a 
NADPH oxidase super-activity. The present work was to elucidate molecular mechanisms 
responsible for the overproduction of superoxide anions by the D-loopNox4-Nox2 mutant. The 
super-mutant exhibits an ex vivo oxidase activity which is 2 to 8 times higher than that of the 
WT-Nox2 PLB-985 cells, after stimulation by soluble and particulate agonists. The highest 
NADPH oxidase activity is obtained after ionomycin and fMLF chemotactic peptide activation, 
including signalling pathways with an increase of Ca2+i. This overproduction is also observed in 
vitro in a cell free system using only purified proteins of the oxidase complex, and activated by 
phosphatidic acid. Ex vivo oxidase activity of the mutant demonstrated an enhanced sensitivity to 
calcium influx. The mutated cytochrome b558 is less dependent on phosphorylation events 
ERK1/2-dependent occurring during activation with fMLF. Then, the super-oxidase activity of 
the D-loopNox4-Nox2 mutant could come from a conformational change of Nox2 improving the 
NADPH oxidase activated state. Moreover, superoxide anions overproduction by the mutant 
improves its killing activity against attenuated strain of P. aeruginosa PAO1. At last, we have 
found that the bactericidal process of this microorganism by phagocytes consists in two distinct 
and interdependent phases. 
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