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>La famille des NADPH oxydases, Nox, chez
I’homme, est composée de sept isoenzymes, cing
Nox et deux Duox (dual oxidase). Leur unique
fonction est de réduire I’oxygéne moléculaire
pour synthétiser I’anion superoxyde et les espéces
radicalaires, ROS (reactive oxygen species), qui
en découlent. Les ROS sont produites en exces
dans les maladies chroniques et les pathologies

du vieillissement. La compréhension des

mécanismes impliqués dans le fonctionnement
des Nox, et I’émergence d’inhibiteurs spécifiques,
imposent une connaissance approfondie de leur
nature et de leur structure. Les objectifs de cette
revue sont de mettre I’accent, dans une approche
structure/fonction, sur les principales propriétés
qui rassemblent et différencient les Nox chez
I’homme. <

U’histoire des NADPH oxydases (Nox) a débuté il y a un
peu plus de 30 ans avec la découverte d’un cytochrome
de type b, présent dans les neutrophiles humains et
associé a la respiration des cellules stimulées. Il a été
dénommé - en raison de ses propriétés spectrales - cyto-
chrome bggg, et représente le coeur redox de la NADPH
oxydase des phagocytes [1]. C’est a partir des années
1999-2000 que d’autres isoformes du cytochrome b ont
été mises en évidence, donnant naissance a une nouvelle
famille d’isoenzymes, celle des Nox [2]. Les Nox sont des
hémoprotéines transmembranaires et des transporteurs
d’électrons. Leur unique fonction est de catalyser la
réduction de I’oxygene moléculaire en anion superoxyde
0,7, qui donnera par la suite les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS), oxydantes et toxiques. Dans les neutro-
philes stimulés au cours de la phagocytose ou dans I’in-
flammation, la consommation d’oxygene est foudroyante
(respiratory burst), mais transitoire. €lle est abolie dans
une maladie familiale, la granulomatose septique (chro-
nic granulomatous disease, CGD) [3]. ’étude du cyto-
chrome b, et de son dysfonctionnement dans la CGD a
servi de fil conducteur pour comprendre les mécanismes
fonctionnels et de régulation des NADPH oxydases.
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les Nox au cours de I’évolution

Le cytochrome byg, des neutrophiles
est un hétérodimere constitué de deux sous-unités, gp91phox (B),
et p22phox (@), produits de deux génes, respectivement CyBB
(cytochrome b, Bchain) et CYBA (cytochrome b, ¢ chain). Gp91phox
est en fait le prototype d’une famille beaucoup plus ancienne, dont
les membres sont apparus trés tot chez les eucaryotes au cours de
I’évolution, au travers de la séparation entre le monde animal, les
plantes et les champignons [4, 5]. Il y a sept isoenzymes exprimés
chez I"lhomme : Nox1, Nox2 (ou gp91phox), Nox3, Nox4 et Nox5, ainsi
que les Duoxl et 2, chacun provenant d’un gene spécifique ayant
évolué a partir d’un ancétre commun (Tableau /). Cette famille se
subdivise en deux groupes selon la capacité des Nox a constituer
un hétérodimere avec p22phox (Noxl, -2, -3 et -4) ou selon la
présence dans la séquence de motifs de type EF-hand qui fixent le
calcium (Nox5 et les Duox) (Figure 14). Nox5 est unique : elle n’est
pas exprimée chez tous les mammiféres, le géne s’étant perdu au
cours de I"évolution chez les rongeurs. Chez les champignons, on
trouve les isoformes NoxA, NoxB et NoxC. Les moustiques expriment
I’isoforme NoxM, et I’algue NoxD. La présence d’orthologues chez
les plantes a été rapportée, parmi lesquels RbohA-1 (respiratory
burst oxidase homologue) [5]. Uamibe Dictyostelium discoideum,
compte tenu de sa position phylogénétique située au carrefour des
procaryotes et des eucaryotes, exprime ce qui pourrait s’apparenter
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Figure 1. La famille des NADPH oxydases. A. Représentation schématique des Nox avec leurs partenaires au sein de la double couche phospho-
lipidique membranaire. Sur un plan topologique, Nox2 est la mieux caractérisée : la topologie des autres isoformes est spéculative et prédite.
Les Nox, a I’exception des Duox, possedent deux domaines : I'un est transmembranaire avec six hélices oL connectées par cing boucles A, B,
C, D et €; I'autre, présent dans le cytoplasme, est le domaine déshydrogénase : c’est le domaine catalytique avec quatre sites de liaison du
NADPH et deux sites de fixation du FAD. Tous les membres de la famille Nox chez ’homme possedent le méme noyau flavocytochrome ; c’est
le domaine Nox qui correspond, non seulement aux régions transmembranaires, mais aussi a des sous-régions qui se replient pour former des
cavités nécessaires a la liaison du FAD et du NADPH. Ce domaine Nox occupe environ 35 % de la séquence [5]. Nox5 renferme, en plus de ce
domaine, en position amino-terminale, des motifs riches en éF-hand destinés a lier le calcium. Quant aux Duox, elles sont construites a partir
de la structure de Nox5 avec, en position amino-terminale, un passage transmembranaire supplémentaire et une séquence homologue a celle
des peroxydases. P22phox est une protéine transmembranaire. C’est le garant de la stabilité de I"hétérodimere Nox/p22phox, site d’ancrage
des facteurs cytosoliques d’activation pour les isoformes Nox1, 2 et 3, et le partenaire de Nox4. Nox5 est une entité unique tandis que les Duox
sont stabilisées par des activateurs, DuoxAl, dont il existe quatre variants d’épissage, et DuoxA2. Les DuoxA sont des facteurs de maturation
qui jouent le réle de protéines chaperonnes. Leur absence confine les Duox dans le réticulum endoplasmique [16]. B. Représentation linéaire,
en domaines, de la séquence protéique des Nox. Les cercles discontinus soulignent les régions importantes impliquées dans la régulation de
I’activité de chaque protéine : la boucle B conservée chez les Noxl, 2, 3 et 4 servirait d’interface entre les domaines transmembranaire et
déshydrogénase. La nature des ROS produites par Nox4 dépendrait de ses propriétés structurales et, en particulier, de celles de la boucle
€. Nox5 posséde quatre séquences EF-hand, deux séquences polybasiques en positions amino- et carboxy- terminales, et deux sites consensus
en position carboxy-terminale appelés REHBD (regulatory EF-hand binding domain) et PhosR, intervenant dans le repliement intramoléculaire

de la protéine. Les Duox1/2 ont deux séquences EF-hand en position amino-terminale.

aux ancétres des Nox chez ’homme. Chez cette amibe, trois iso- terminale. U’expression des isoformes DdNox varie
formes des Nox ont été identifiées : deux Nox simples, DdNoxA selon le stade de différenciation et le type cellulaire.
et DdNoxB, qui affichent respectivement 39 % et 29 % d’identité Linvalidation simple du gene codant pour DdNoxA,
avec Nox2, bien que DdNoxA soit plus proche de Nox4. Ces DdNox DdNoxB et DdNoxC génére, non seulement un défaut
pourraient dériver I'une de "autre par duplication génique. DdNoxC  majeur de développement, mais aussi un défaut de
s’apparente a Nox5 avec deux motifs EF-hand en position amino-  contrdle d’entrée du calcium [6].
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Une variété d’isoenzymes

Les Nox sont des isoenzymes : elles catalysent une méme réac-
tion : NADPH + 20, — 20,” + NADP* + H", mais Nox4, contrairement aux
autres Nox, génere principalement du H,0,. Le dogme est cependant
respecté, une source de protons spécifique de Nox4 pouvant accélérer la
dismutation spontanée de 0, en H,0,. Les isoenzymes Nox ont acquis,
au cours de 'évolution, des spécificités différentes liées a I'expression
tissulaire et la localisation subcellulaire, ou encore liées aux méca-
nismes d’activation et de régulation. Chez ’homme, on connait des
formes variantes pour chaque isoenzyme, sauf pour Nox3 et les Duox
(Tableau 1). Ces formes résultent, soit de I’existence sur le géne de
promoteurs alternatifs comme pour Noxl et Nox5, soit d’un épissage
alternatif observé pour Nox2, Nox4 et Nox5. Deux formes variantes de
Nox1, et trois de Nox2, ont été décrites. A partir des 16 transcrits du géne
de Nox4, cinqg variants A, B, C, D et €, solubles ou membranaires, ont été
identifiés chez ’homme. Comme pour d’autres Nox, ces variants ont une
spécificité tissulaire et d’espece. Seuls Nox4A, isoforme native, et Nox4D
sont actifs [7]. Nox4B est inactif et peut agir en tant que dominant
négatif. Ce dernier pourrait jouer un rdle significatif dans la régulation
de I'activité de Nox4A. Il existe six variants d’épissage du gene de Nox5
(o, B, v, 8, &/S et £), la forme y étant la référence avec la séquence la
plus longue [8]. La résurgence de certaines de ces formes variantes, par
exemple celles de Nox1 ou Nox5, a été rapportée dans les tissus cancé-
reux. Ainsi, ’hétérogénéité de la famille des Nox, chez I’lhomme, conduit
a une spécificité et a un phénotype qui pourraient varier, selon I’état
physiopathologique des tissus.

Localisations tissulaire et subcellulaire

La localisation tissulaire des Nox différe [2]. Nox2 est surtout exprimée
dans les cellules de la lignée myéloide, mais également dans les cellules
non phagocytaires, principalement les neurones, les cellules endothé-
liales ou encore les cellules souches embryonnaires. Nox1 est majoritai-
rement exprimée dans les cellules épithéliales du colon et les cellules
musculaires lisses, Nox3 dans I’oreille interne. L'expression de Nox4 est
ubiquitaire [9] : on la retrouve, principalement, dans e rein ou les cel-
lules vasculaires, ainsi que dans les ostéoclastes, les chondrocytes et le
pancréas. Nox5 a été identifiée dans les tissus lymphoides (Nox50L) et
les testicules (Nox5[3) [8], et les Duox dans la thyroide, mais aussi dans
I’épithélium pulmonaire et le colon. Contrairement aux polynucléaires
neutrophiles humains, les cellules non phagocytaires ont la capacité
d’exprimer plusieurs Nox. Un dialogue pourrait s’établir entre les Nox et
d’autres systéemes enzymatiques impliqués dans la synthese d’especes
dérivées de I’oxygene, comme la xanthine oxydase, la NO synthase ou les
enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale [10].

€n ce qui concerne la localisation subcellulaire des Nox dans les
neutrophiles au repos, le cytochrome bgss se répartit entre la mem-
brane plasmique (20 %) et la membrane des différentes populations
de granules (80 %), & I’exception des granules azurophiles. Noxl a
été détectée dans les cellules musculaires lisses au niveau du réti-
culum endoplasmique, dans la membrane plasmique et dans les
endosomes précoces. Peu d’anticorps spécifiques sont disponibles
contre les nouvelles Nox ; cing anticorps monoclonaux dirigés contre
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Nox4 ont cependant été générés pour la premiere fois
[11]. Ces anticorps ont permis de mettre en évidence
Nox4 dans les cellules embryonnaires de rein (voir la
photo [Vignette], page 43), plus particuliérement
dans la région périnucléaire et le réticulum endoplas-
mique, mais aussi au niveau de la membrane plasmique
(Figure 2B). La présence de Nox4, observée au niveau de
la mitochondrie, suscite encore de nombreux débats.
C’est au niveau de la membrane plasmique que I’on
retrouve également Nox3, Nox5 et les Duox.

Structure en domaines des Nox

Bien qu’ayant un certain nombre de points communs,
les Nox des cellules non phagocytaires chez I’homme se
distinguent de la NADPH oxydase des neutrophiles, tant
au plan fonctionnel que structural [12, 13].

Les Nox n’ont pas encore été cristallisées. Sur un plan
topologique, Nox2 est I'isoenzyme le mieux caractérisé
avec deux domaines : I'un est transmembranaire (TM),
I’autre, présent dans le cytoplasme, est le domaine
déshydrogénase (DH). Ce dernier est le domaine cata-
lytique ; il présente une homologie de séquence avec
les protéines de la famille des ferrédoxine-NADP réduc-
tases, et porte les sites de liaison non covalente du FAD
et du NADPH. Les extrémités amino- et carboxy- termi-
nales de Nox2 sont situées dans le cytoplasme. La topo-
logie des autres isoformes est en revanche spéculative
et repose sur des homologies de séquence avec Nox2,
des programmes de prédiction de structure, des courbes
d’hydropathie et le marquage d’épitopes a 'aide de
cohortes d’anticorps monoclonaux.

La structure transmembranaire (TM) en position amino-
terminale de Nox2 est constituée de six hélices o for-
mant six piliers transmembranaires connectés par cing
boucles : les boucles A, C et € sont situées dans le milieu
extracellulaire saturé en oxygene, et les boucles B et D
font face au cytoplasme ou se trouve le domaine cataly-
tique (Figure 1). Les piliers 3 et 5 fixent, par des liaisons
de coordinence au niveau de quatre histidines, deux
hemes non identiques au plan du potentiel redox : heme
A (- 225 mV) et heme B (- 265 mV). Ces histidines, en
position His101, His115, His209, His222 dans la séquence
de Nox2, sont conservées dans toutes les Nox. Uhéme A
est positionné dans la membrane du c6té cytoplasmique,
I’lhéme B est a I'opposé. Ces deux hémes sont directe-
ment impliqués dans le transfert d’électrons. La taille
des boucles A, C, D et € differe entre les isoenzymes ;
ces variations peuvent étre a I'origine de caractéris-
tiques propres a chacun d’entre eux. Ainsi, dans le cas
de Nox4, la boucle € contient 28 acides aminés de plus
que celle de Nox2 ; elle serait intimement impliquée dans
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Figure 2. Topologie et localisation subcellulaire de Nox4. A. Schéma montrant [’organisation topologique de la séquence protéique de Nox4. Nox4

s’organise en six domaines transmembranaires (TM) avec les extrémités amino- et carboxy-terminales du coté cytosolique. Les piliers transmem-

branaires sont connectés par des boucles appelées A, B, C, D et €. Les boucles B et € ont été décrites comme étant essentielles a la régulation
de I’activité de Nox4 [15, 33]. La boucle B permettrait un rapprochement des sites NADPH/FAD vers ’héme A, facilitant le transfert d’électrons.
Lintégrité de la boucle € (insert) est nécessaire au bon fonctionnement de Nox4 et, selon I’état d’oxydation des deux cystéines C226 et C270 (en

rouge), a la génération directe de H,0, ou de 0,"~ par Nox4 [14]. Uhistidine H222 (en vert) pourrait servir de source de protons pour accélérer

la dismutation spontanée de 0," en H,0,. Les épitopes des anticorps monoclonaux (ACm) dirigés contre Nox4 (10B4, 8€9, 7C9, 5F9 et 6B11) sont

représentés sur la séquence protéique de Nox4 [11]. B. Images de microscopie

confocale montrant le marquage de Nox4 au niveau de la mem-

brane plasmique réalisé avec I'anticorps monoclonal 8€9 dans les cellules HEK293 non perméabilisées surexprimant Nox4 (images du haut), et le

marquage généralisé de Nox4 réalisé avec les anticorps monoclonaux 5F9 et 6B11 dans ces mémes cellules perméabilisées (images du bas) [11].

le fonctionnement de I"oxydase Nox4, notamment dans sa capacité a
générer directement du H,0, (Figure 2A) [14]. Seule la boucle B présente
une homologie considérable entre toutes les Nox, a I’exception de Nox5
et des Duox. Située du coté intracellulaire, elle est reliée au niveau
des piliers transmembranaires 2 et 3. Des données récentes proposent
un modeéle dans lequel la boucle B pourrait servir d’interface entre les
domaines transmembranaire et déshydrogénase, cette interface impli-
quant la présence d’une région conservée polybasique PBR (Nox1, 2, 3 et
4) (Figure 2A) [15]. Le repliement de la séquence conduirait ainsi le FAD
a proximité de I’heme A (environ 22 R) et favoriserait un transfert rapide
d’électrons. Le sous-domaine de liaison du NADPH contiendrait les élé-
ments majoritairement impliqués dans cette interface.

Dans les neutrophiles, gp91phox ou Nox2 est la sous-unité catalytique
du cytochrome bggg. Son partenaire non catalytique est p22phox. Nox2
seul est inactif et doit s’associer a p22phox pour former un hétérodimere
non covalent, mais stable. P22phox est également le partenaire des
Nox1, Nox3 et Nox4. La maturation du cytochrome bg;q des neutrophiles
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a lieu dans deux sites, le réticulum endoplasmique, qui
forme le précurseur mannose (65-kDa) au niveau duguel
se lient les hémes et par la suite p22phox, puis I'appareil
de Golgi, qui génére la forme mature de Nox2 (91-kDa).
La glycosylation des Nox (Tableau |) n’affecte pas I’acti-
vité catalysée, a 'exception de celle des Duox, mais peut
stabiliser un état conformationnel, voire la structure
tridimensionnelle de la forme active. l'absence de N-gly-
cosylation dans les Duox empéche leur expression a la
surface des cellules thyroidiennes [16].

Mécanismes fonctionnels et régulation

Sur le plan fonctionnel, Nox2 est supposée avoir la
structure oligomérique d’un dimére : a I'équilibre, il
suffit d’une molécule de NADPH pour transférer deux

électrons a deux molécules d’oxygene, au travers des

47



48

centres redox de Nox2 via le FAD qui est réduit successivement en
FADH", puis en FADH, (Figure 3A). Si le transfert d’énergie est favorable
entre NADPH et I'oxygene, il ne I’est pas entre les deux hémes. Un
milieu aérobie est donc nécessaire. €n I’absence d’oxygéne, la vitesse
de transfert est fortement diminuée [17]. Sur un plan structural et a
I’état basal, chacun des hémes présente un état « hexacoordiné! ».
Uactivation du cytochrome bggg par 'acide arachidonique conduirait
au passage transitoire de la forme « hexacoordinée » de I’héme B,
vers une forme « pentacoordinée », capable de réagir avec I’oxygéne
[12]. La preuve expérimentale d’une structure oligomérique des Nox a
été apportée avec Nox5 [18]. Un tétramére d’environ 350 kDa serait la
conformation active de Nox5 et se formerait, dans la membrane plas-
mique, par assemblage des domaines déshydrogénase.

La nature des ROS produits par Nox4 et la formation de H,0, aux
dépens de 0, pourraient s’expliquer par des propriétés structurales
spécifiques de Nox4 [14]. €n effet, la boucle € de Nox4 contient une
histidine, H222, conservée entre les especes ; cette histidine pourrait
servir de source de protons pour accélérer la dismutation spontanée
de 0, en H,0, (Figure 24). Par ailleurs, I’intégrité de la boucle €,
assurée par les deux cystéines C226 et C270, serait aussi nécessaire au
bon fonctionnement de Nox4 et & la dismutation de 0, en H,0, [14,
19]. Un mécanisme commun serait observé avec les Duox ; le domaine
amino-terminal extracellulaire de Duoxl joue un réle similaire a celui
de la boucle € de Nox4 [16].

Mécanismes de régulation des NADPH oxydases Nox

Les mécanismes de régulation des NADPH oxydases Nox sont intégrés
et concertés, et se situent a deux niveaux, cellulaire et moléculaire. La
compartimentation des partenaires et I'existence de microdomaines
dans les membranes suggérent une organisation spatiale et temporelle
qui pourrait modeler I'activité catalysée. La complexité de ces méca-
nismes est liée a I’hétérogénéité des Nox et a la présence de formes
variantes.

Mécanismes de régulation de Nox2

Les mécanismes de régulation des Nox associent le plus souvent une
transition allostérique a des réactions de phosphorylation, et @ un
effet direct ou indirect du calcium. Lactivité de Noxl, Nox2 et Nox3
est inductible. Elle dépend de la disponibilité en NADPH [20], de la
stabilité d’un édifice moléculaire qui résulte de I’assemblage, sur
les Nox au niveau membranaire, de facteurs cytosoliques d’activa-
tion, p67phox/NoxAl, p40phox, p47phox/Nox0l et d’une protéine G
monomérique Racl/2 [21]. Dans I'édifice moléculaire stabilisé de la
forme active, p47phox est I’élément organisateur pour Nox2, comme
I’est également NoxOl pour Nox1 et Nox3. P47phox et NoxOl se lient
avec une spécificité différente aux phospholipides membranaires et se
fixent sur le domaine riche en proline de p22phox. P47phox présente
une région auto-inhibitrice et subit, dans les neutrophiles, plusieurs

! Un complexe de coordination se définit par le nombre de ligands liés a I’atome central. Dans un complexe
hexacoordiné (de coordinence 6), la structure adoptée est celle d’un octaédre plus ou moins régulier.
Ainsi, dans le cas du fer, les ligands se situent aux 4 coins d’un carré dont le fer occupe le centre, et les
deux autres de part et d’autre du plan ainsi défini, réalisant un complexe hexacoordiné.

m/s n® 1, vol. 31, janvier 2015

étapes de phosphorylation qui débutent sur la sérine
345 dans un environnement riche en prolines. Dans la
réaction inflammatoire, une peptidyl prolyl-cis-trans
isomérase (Pinl) [45] se fixerait sur cette sérine phos-
phorylée, conduisant au déploiement de p47phox et
a sa liaison avec p22phox, puis a la phosphorylation
progressive des sérines voisines [22]. P67phox est un
élément déterminant : son interaction avec Nox2 induit
I"'assemblage du complexe oxydase et son activation.
Dans cet assemblage, la liaison de p67phox sur Nox2,
favorisée par Rac?, est coopérative ; elle engage le
transfert d’électrons. Le changement de conformation
de Nox2 qui en résulte a été étudié par microscopie a
force atomique [23, 24] et suggéré a I’aide d’anticorps
conformationnels [25, 26] (Figure 3B-C). Les protéines
a calcium S100A8/A9 stimulent aussi Iactivité NADPH
oxydase de Nox2 dans une interaction spécifique,
bien que transitoire, avec Nox2 ; ce sont des effec-
teurs de régulation allostérique de Nox2 dans laquelle
S100A8 est I’élément déterminant et, plus particuliere-
ment, quatre résidus de I'extrémité carboxy-terminale
87-HEES-90, qui seraient stratégiques dans 'interface
entre S100A8 et Nox2 [27].

Mécanismes de régulation des autres Nox

Les mécanismes de régulation de Noxl, Nox2 et Nox3
sont proches mais, contrairement a Nox2, Noxl et
Nox3 ont une activité constitutive faible a I’état basal.
Uactivation de Nox1 est contrdlée par la phosphoryla-
tion des facteurs cytosoliques d’activation, homolo-
gues a ceux de Nox2 : NoxAl et le variant Nox01p. La
phosphorylation de NoxAl prévient, dans un mécanisme
de régulation négative de Noxl, une hyperactivation
impliquant Nox01 [28]. Les protéines TKS4 (tyrosine
kinase substrate 4) et TKS5 ont été décrites comme
de nouveaux partenaires d’activation de Noxl [29].
Quant a Nox3, une production significative de 0, est
observée apres colocalisation de I’hétérodimere Nox3/
p22phox avec Nox0l et NoxAl. Mais NoxOl peut aussi
induire I"activation de Nox3 en I'absence de NoxAl.
La protéine G monomérique Racl serait nécessaire au
fonctionnement de Nox1 et Nox3 (Tableau /).

« L'activité NADPH oxydase de Nox4 est constitutive
[9], le niveau de transcription de son géne constitue
alors I’étape limitante [30]. Le turnover de Nox4 est
cependant 50 a 100 fois inférieur a celui de I'activité
oxydase induite de Nox2 (130 a 150 s7*) [23, 31, 32]. Le
caractere constitutif des activités oxydase et diapho-
rase de Nox4 est lié a la présence, dans sa structure,
de 22 acides aminés stratégiques en position carboxy-
terminale, avec deux résidus essentiels, H557 et €571
[31, 33]. Certains dérivés de la famille des quinones
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Figure 3. Structure et mécanisme de transfert d’électrons. A. Mécanisme de transfert d’électrons d’aprés [12, 44]. Nox2/gp91phox est supposé étre
organisé en dimeére. Le transfert des deux électrons fournis par le NADPH (étape 1) s’effectue en sept étapes avec un transport du premier électron
a partir du FADH2 (étapes 2, 3 et 4) pour former le premier 0, ~. Le deuxieme électron est transporté a la suite du premier a partir du radical FADH*
(étapes 5, 6 et 7) pour générer le deuxieme 0, U'activité diaphorase (étape 1) est portée par la portion cytosolique de la protéine. B. Image de
microscopie a force atomique (AFM) montrant, en 3D, le complexe de la NADPH oxydase, reconstitué dans des liposomes aprés assemblage dans les
neutrophiles stimulés. La hauteur estimée du complexe oxydase assemblé est de 4 nm [23]. C. Modéle d’organisation topologique de I'interaction
entre les deux sous-unités du cytochrome by, Nox2 et p22phox dans le complexe activé. La génération d’anticorps monoclonaux dirigés contre
les deux sous-unités du cytochrome bgss, Nox2 et p22phox, marquant préférentiellement le cytochrome bsss dans sa forme active, a permis, apres
détermination des épitopes reconnus par ces anticorps, de proposer un modéle d’activation du cytochrome by;e qui favoriserait un rapprochement
spatial entre des régions extracellulaires de Nox2 (2¢ boucle extracellulaire, boucle C) et de p22phox (1'GTACLAIAS'®) (ACm 13B6) [26], et entre

les parties cytosoliques des deux sous-unités (Nox2, ***GPR*! et p22phox, **PPPRPP?) (ACm 12€6) [25].

sont capables, selon leur potentiel redox, d’augmenter cette activité
(Figure 44). Le mécanisme impliqué suggére le rdle d’une NADPH qui-
none oxydo-réductase, NQO1, qui utiliserait ces quinones, et une cas-
cade de réduction impliquant les cystéines C226 et C270 de la boucle
€ de Nox4. U'état oxydé ou réduit des cystéines pourrait réguler la
nature et la quantité des ROS générés (0, ou H,0,) [19]. Linhibition
de NQO1 par le dicoumarol supprimerait le phénotype malin du cancer
du pancréas et induirait "apoptose. La delta polymérase, Poldip?2,
partenaire de p22phox, activerait Nox4 dans les cellules musculaires
lisses [34], de méme que le récepteur TLR4 (Toll-like receptor 4) et la
protéine PDI (protein disulfide isomerase) [35]. Enfin, 'induction de
I’héme oxygénase, HO-1, impliquée dans la dégradation de I’héme et
la formation d’oxyde de carbone CO, diminue de maniére significative
dans les chondrocytes I'activité de Nox4, mais n’affecte pas son niveau
d’expression, contrairement a ce qui est observé avec Nox2 [36] ; le
mécanisme d’action reste encore débattu [17, 36]. Ce changement
d’activité oxydase de Nox4 induit par HO-1 serait associé a une dimi-
nution de synthése des métalloprotéases MMP1 et MMP13, suggérant
ainsi que Nox4 pourrait étre un acteur de la dégénérescence du car-
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tilage. U'arthrose est considérée comme la maladie du
chondrocyte : Nox4 pourrait étre une nouvelle cible thé-
rapeutique dans cette pathologie (Figure 4C) [36, 371.
« Lactivation de Nox5 dépend de la ligison du calcium
sur les sites £F-hand, ce qui conduit a un changement
de conformation de la protéine ; la phosphorylation de
I’lhémoprotéine potentialiserait cet effet [8]. Le modéle
fonctionnel propose une interaction intramoléculaire,
induite par le calcium, entre le domaine amino-termi-
nal (séquence polybasique) et le domaine catalytique
de Nox5 (domaine régulateur REHBD [regulatory EF-
hand binding domain, acides aminés 637-660] et un
segment phosphorylable PhosR [acides aminés 490-
505 de la région catalytiquel]) (Figure 1). Le domaine
régulateur serait donc auto-inhibiteur pour Iactivité
de Nox5, et I'activation serait associée a une levée
d’inhibition [38]. Une concentration de 7 uM de calcium
permet d’atteindre un niveau d’activité comparable a
celui de I’activité induite de Nox2 [8]. La sensibilité de
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par les quinones. A. Struc-
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Nox4 présente une activité
oxydase constitutive, mais
génére une faible quantité
basale de ROS. Une pro-
duction accrue de ROS par
Nox4 est observée en pré-
sence de certains dérivés
quinones ayant un potentiel

redox inférieur a -180 mV

(potentiel redox de liaison de deux cystéines) et de NADPH quinone oxydoréductase 1, NQO1. NQO1 permettrait de régénérer le pouvoir réducteur

des quinones et donc, dans une cascade de réduction impliquant les deux cystéines de la boucle €, d’amplifier "activité NADPH oxydase de Nox4

[19]. €. Schéma illustrant la formation des ROS par Nox4 dans les chondrocytes stimulés par I'IL-1p (interleukine-1p) et I'inhibition de I’activité

NADPH oxydase de Nox4 par HO-1 (heme oxygenase 1).

Nox5 au calcium serait augmentée par la calmoduline et la protéine
chaperonne HSP90 (heat shock protein of 90-kDa). A ’image de ce qui
est observé avec Nox5, 'activité des Duox dépend aussi de la présence
du calcium qui se fixe sur les deux motifs éF-hand et de la phospho-
rylation de la protéine. Selon les protéines kinases impliquées, cette
phosphorylation activerait I"'une ou 'autre des Duox. Comme avec
Nox5, elle augmente leur sensibilité au calcium. Dans les poumons,
NoxAl inhibe I’activité des Duox. Cette inhibition serait levée par le
calcium [16].

Ainsi, 'interrelation entre la signalisation relayée par les especes radi-
calaires de 'oxygene, les ROS et la signalisation calcique, est observée
dans le fonctionnement de la plupart des Nox, soit de maniére directe,
comme avec Nox5, les Duox et DdNox, soit de maniére indirecte avec
les protéines S100A8/A9 pour Nox2 et la calmoduline pour Nox5.

Les Nox, nouvelles cibles thérapeutiques

Si le déficit de 'une ou I’autre des Nox a permis de comprendre leur
fonctionnement et certains mécanismes enzymatiques fondamen-
taux de régulation, "activité NADPH oxydase des Nox peut aussi étre
augmentée et cette augmentation entrainer un stress oxydant via
le déséquilibre créé entre la production de ROS et leur dégradation.
C’est ce que I’on observe dans les maladies inflammatoires, la poly-
arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, ou encore les maladies
du vieillissement, comme certaines formes de cancer, I’arthrose, la
néphropathie diabétique, I"hypertension, les maladies cardiovascu-
laires, ou les maladies neurodégénératives. Dans la granulomatose
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septique, les infections multiples, graves et répétées
observées dés le plus jeune dge, résultent d’une inca-
pacité des phagocytes a tuer et digérer les microor-
ganismes ingérés. Elles sont dues a un défaut de
fonctionnement ou d’activation de la NADPH oxydase
Nox2 [39, 40, 46]. Noxl est impliquée dans la régu-
lation de la pression artérielle et dans le remodelage
vasculaire, sans oublier I"hypertension et I’athéros-
clérose [2]. Nox3 est fortement exprimée au niveau
de l'oreille interne, et son absence conduirait a des
troubles de I’équilibre [41]. Dans le rein, Nox4 joue un
role de senseur de I’oxygéne ; Nox4 interviendrait aussi
dans la sénescence et "apoptose, la prolifération cel-
lulaire et "immunité innée. Une expression élevée de
Nox4 est rapportée dans I’athérosclérose, la fibrose
pulmonaire et I"hypertension [9]. Si les fonctions de
Nox4 restent encore mal comprises chez ’lhomme, des
observations contradictoires sont observées chez les
souris dont le géne codant pour Nox4 est invalidé ou
au contraire surexprimé. Ces observations conduisent
a une protection contre le stress oxydant ou la sur-
venue d’un accident vasculaire cérébral ischémique,
mais aussi a une meilleure résistance aux risques
d’une atteinte cardiaque. Nox5 serait impliquée dans
diverses fonctions vitales de la reproduction et de la
maturation du sperme, bien que son absence chez les
rongeurs interpelle sur son role dans I’organisme. Nox5



comme Noxl jouerait un rdle significatif dans la prolifération cellu-
laire [8]. Enfin, "hypothyroidisme congénital aurait pour origine des
mutations dans le gene de Duox?2, affectant la formation de H,0, et
confirmant le role primordial de cette protéine dans la synthése des
hormones thyroidiennes [16].

Un défi pour le futur est de définir le role spécifique des isoenzymes
Nox dans les pathologies humaines. Des stratégies d’inhibition phar-
macologique des Nox et de manipulation génétique dans des modeles
animaux (souris invalidées pour ou surexprimant I'un des genes Nox)
ont été appliquées. Mais, des anticorps spécifiques contre chaque
isoforme sont nécessaires pour une meilleure caractérisation des Nox
dans ces modeles. La premieére validation d’une NADPH oxydase en tant
que cible thérapeutique a été introduite avec les souris déficientes en
Nox2, puis en Noxl [2]. Un large champ pharmacologique concentré
sur le développement d’inhibiteurs des Nox (petites molécules ou pep-
tides) pourrait offrir une option thérapeutique prometteuse, en dépit
d’une sélectivité encore limitée des composés vis-a-vis des isoformes
des Nox [35, 42, 43]. Certaines molécules, cependant, sortent du lot
comme le VAS2870 (Vasopharm GmbH), le ML171 (Scripps research
institute) ou encore I’Ebselen. Parmi eux, la molécule GKT137831
(Genkyotek), ciblant Nox1/Nox4, est le premier inhibiteur en phase
de développement clinique. Le champ des anticorps thérapeutiques
ouvre aussi des perspectives fascinantes : parmi ceux-ci, des anticorps
monoclonaux obtenus récemment et dirigés contre Nox2 [26] ou Nox4
[11, 14] devraient prendre une place importante en clinique humaine
dans le futur. ¢

SUMMARY

NADPH oxidases, Nox: new isoenzymes family

NADPH oxidases, Nox, are a family of isoenzymes, composed of seven
members, whose sole function is to produce reactive oxygen species
(ROS). Although Nox catalyze the same enzymatic reaction, they acqui-
red from a common ancestor during evolution, specificities related to
their tissue expression, subcellular localization, activation mechanisms
and regulation. Their functions could vary depending on the pathophy-
siological state of the tissues. Indeed, ROS are not only bactericidal
weapons in phagocytes but also essential cellular signaling molecules
and their overproduction is involved in chronic diseases and diseases
of aging. The understanding of the mechanisms involved in the func-
tion of Nox and the emergence of Nox inhibitors, require a thorough
knowledge of their nature and structure. The objectives of this review
are to highlight, in a structure/function approach, the main similar and
differentiated properties shared by the human Nox isoenzymes. ¢
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a jaunisse est un symptome facilement identifiable ; il paraissait bien naturel que ’lhomme, confronté a
une modification de la couleur de ses yeux et de sa peau ait de tous temps recherché les causes de cette

Il n’est donc pas surprenant que le premier traité de médecine, écrit 3 000 ans avant J.C. par un médecin
sumérien, décrive déja la jaunisse. A chaque époque de Phistoire de la médecine, les praticiens, influencés par
les concepts médicaux de leur temps, attribuérent une ou plusieurs explications particuliéres a ce symptéme.
Ainsi, du démon Ahhdzu des Sumériens a la sophistication des biotechnologies qui permirent la découverte du
virus de I’hépatite C, le lecteur cheminera sur une période de 5 000 ans au travers des différents continents.

Ici encore, I’histoire se révele une formidable source de réflexion : le foie souvent impliqué dans I’apparition

Les expérimentations humaines chez des volontaires ou chez des enfants handicapés mentaux étaient-elles
justifiées pour permettre la découverte des virus des hépatites ?

Le formidable développement de la transfusion sanguine, des vaccinations, mais aussi de la toxicomanie
explique-t-il les épidémies d’hépatites du XX® siecle ?

Autant de questions qui sont abordées dans ce livre passionnant et accessible a tous.
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