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Kronisk granulomatos sjukdom
—inte bara brist pa syreradikaler

Il Kronisk granulomatés sjukdom (CGD, chronic granulo-
matous disease) dr en séllsynt medfodd sjukdom, som anses
drabba cirka 1—2 av 400 000 individer. I Sverige kidnner vi till
26 patienter [1, 2]. CGD 4r ett klassiskt exempel pa ett gene-
tiskt betingat fel i en specifik enzymfunktion, ndmligen det
superoxidjon(O,")-producerande NADPH-oxidaset i granu-
locyter, monocyter och eosinofiler. Mutationer medfor att
oxidasets proteiner inte bildas alls eller att de stympas till in-
kompetens. Utan superoxidjoner och andra syreradikaler for-
lorar fagocyterna formégan att déda vissa mikroorganismer,
framst svampar och s k katalaspositiva bakterier. Efter fago-
cytosen lever dessa dérfor kvar inne i fagocyten och kan
transporteras runt med blod eller lymfa till lever, benvivnad
och andra inre organ, dér de kan ge upphov till nya infektions-
hérdar. Patienterna drabbas av upprepade, svara infektioner
sasom adeniter och abscesser i lunga, lever och skelett.

Fornagra ar sedan skrev vi i Lakartidningen om denna sjuk-
dom, dess klassiska manifestationer och den davarande terapin
[3] (se Fakta for beskrivning av de fyra formerna av CGD). Un-
der de senaste aren har mycket nytt hant pa CGD-fronten, vil-
ket ger en delvis annan bild av s&vél sjukdomen som basala me-
kanismer for inflammation. Fran att ha varit ett tillstdnd dér de
flesta symtom forklarades med brist pa syreradikaler, ser vi nu
bilden tona fram av en sjukdom som &ven dr associerad med en
overdriven inflammatorisk reaktivitet. Denna kan bero pé att
syreradikaler i vanliga fall inaktiverar proinflammatoriska me-
diatorer, men att detta inte sker vid CGD.

Vivill hir redovisa vara erfarenheter av sjukdomen. Efter-
som vi sjdlva skoter eller har konsulterats om sa gott som alla
svenska patienter under de senaste 25 aren har vi fatt ett unikt
underlag for forskning om sjukdomens cell-/molekylarbiolo-
giska, genetiska och kliniska manifestationer.

Diagnos

Det viktigaste enskilda momentet for att stilla diagnosen CGD
ar att komma att tdnka pa sjukdomen! Inget av de »vanliga«
laboratorieproven hjilper oss till diagnosen CGD. For att kun-
na stélla diagnosen kravs analys av aktiviteten hos NADPH-
oxidas. Pa vart laboratorium (Centrum f6r inflammations- och
hematologisk forskning, Karolinska Universitetssjukhuset
Huddinge) anvénder vi en kemoluminiscensmetod, med hel-
blod som provmaterial, for screening. Diagnosen bekriftas
med flodescytometri for att pavisa bildning av viteperoxid i
de enskilda cellerna. Denna metod dr ocksa utmarkt for att pa-
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ammanfattat

Kronisk granulomatds sjukdom ar en sallsynt med-
fodd sjukdom, som beror pa mutationer i generna for
de fyra viktigaste komponenterna fér fagocyternas
NADPH-oxidas. Defekten leder till att bakterie- och
svampdodande syreradikaler inte kan bildas.

Patienterna har 6kad infektionsbenagenhet, som kan
vara livshotande.

Behandling med antibiotika, kirurgiskt dranage och
blodstamcellstransplantation utgér hornstenarna i
behandlingen.

Sjukdomen ar en modell for att forsta syreradikalers
roll som mediatorer och mekanismerna for inflamma-
tion. Vid kronisk granulomatos sjukdom ar infektions-
bendagenheten associerad med 6kad inflammatorisk
aktivitet, bl a i hud och tarm, och med granulom.

visa X-bundet bararskap hos kvinnliga sldktingar. De olika
proteiner som bygger upp NADPH-oxidas analyseras med
hjélp av monoklonala antikroppar. Genom att sekvensera ge-
nerna for NADPH-oxidas har vi lart oss mycket om interak-
tioner mellan olika proteiner och vilka delar av det komplexa
oxidaset som binder sig till varandra eller som &r bindnings-
stillen for associerade proteiner. Gensekvensering av korion-
villiceller ar ocksa viktig for prenataldiagnostik.

Differentialdiagnostiskt finns en viss svarighet att skilja
sjukdomen fran en del andra, dnnu mer séllsynta, defekter i
granulocytfunktionen (Fakta).

Ganska ofta far vi forfragningar fran kolleger om fall dér
biopsier frAn ndgot organ pavisat granulom. Sillan har dessa
patienter CGD; istdllet kan det vara sarkoidos, inflammato-
risk tarmsjukdom, lymfom, infektion eller andra granulom-
bildande sjukdomar.

Symtom pa éverdriven inflammation
Aven om infektionsbendgenheten ar det dominerande symto-
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met finns parallellt &ven symtom pa verdriven inflammation
(Fakta). Tidigare tolkade vi dessa andra symtom som tecken
pa kvarvarande infektion. S& kan forstas vara fallet, men pa-
fallande ofta ar dessa inflammationshérdar sterila och svarar
inte pa langvarig antibiotikabehandling, men ibland pé stero-
ider. Darfor har denna nya forklaringsmodell tagits fram.

Vidare forstar vi nu att alla CGD-fagocytens abnormiteter
inte beror pa bristen pé syreradikaler, utan pa att NADPH-
oxidas dr inblandat i bl a protonpumpning. Det paverkar pH
inne i cellen, vilket pdverkar bl a omsittningen av inflamma-
tionsmediatorer.

Trots att alla CGD-patienter saknar produktion av syrera-
dikaler finns en stor spédnnvidd i den kliniska bilden, allt frén
symtomfrihet till dod tidigt i livet pa grund av infektioner.
Detta har fatt manga att tro att polymorfismer i andra, och f6r
inflammation viktiga, molekyler samverkar for att bestimma
den enskildes symtom [8].

Syreradikaler
De radikaler som &r av betydelse for fagocytens funktion ar
superoxidjonen (O,") och hydroxylradikalen (OH") samt re-
aktiva metaboliter fran O,~, frimst viteperoxid (H,O,), »sin-
glet oxygen«, hypokloritjonen (OCI-) och de foreningar som
utgar fran kviaveoxid (NO), t ex peroxinitrit (ONOO") (Figur
1). Nyligen har ozon (O,) adderats till denna lista.
Syreradikalerna paverkar en cells liv pa manga satt [12].
Forutom att ha en antibakteriell effekt ar syreradikaler ocksa
tillvaxtsignaler och modulerar gentranskriptionen. De &dr ock-
sd en lank i kedjan for att upptacka hypoxi [13]. Syreradika-
ler orsakar lipidperoxidering, dvs en del av den process som
gor att fett hiarsknar. De dr ockséd mutagena och cancerogena
och medverkar till att initiera angiogenes [14, 15]. Syreradi-
kaler &r viktiga dven for cellers apoptos, speciellt fagocytens
egen. CGD-granulocyter har en langsammare insédttande apo-
ptos &n normala celler, delvis till foljd av det defekta
NADPH-oxidaset [16].

NADPH-oxidas i fagocyter

NADPH-oxidas i fagocyterna (Figur 1) &r ett komplicerat en-
zymsystem som bestar av minst sex medlemmar med beteck-
ningen phox [17]. I cellmembranet finns gpg1Pi°* som binder
p22rx till sig samt tvd hemgrupper och en FAD-grupp
(FAD = flavinadenosiddinukleotid). I cytosolen finns p47°"x,
p67°°* och p40P™* samt en molekyl som kallas rac-2 (Figur 1).
Vid stimulering av cellen, t ex med bakteriepeptiden fMLP,
dockar alla proteinerna med varandra invid cellmembranet,
binder GTP till rac-2 och bildar det funktionella enzymet. Dar-
med kan syreradikaler bildas.

CGD-former och mutationer

Vid de mutationer som kénnetecknar CGD kommer ett av de
ovan beskrivna proteinerna att slas ut [17]. Produktionen av
syreradikaler upphor ddrmed (Fakta).

Mutationer paverkar proteinernas funktion

I en serie studier tillsammans med Dirk Roos och medarbeta-
re i Amsterdam har vi kartlagt hur mutationer i generna for
gp91P"* och p67°he* leder till CGD [18-23]. I en kvinnlig
CGD-patients celler hittades en deletion av lysin pa plats 58
i p67°hx-molekylen. Detta medforde att p67°h°* inte langre
formadde interagera med rac-2, och p47°°* och p67°** kun-
de inte translokera till cellmembranet. Resultatet blev natur-
ligtvis att NADPH-oxidas inte fungerade [20].

En annan patient, en kvinna som var bérare av en sjuk gen
for gpg1P°* (medan den andra é&r frisk), hade en mutation s
att cystin pa platsen 396 byttes ut mot arginin [22]. Detta led-
de i sin tur till att p47°h°* och p67°"* inte kunde docka till
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Fakta

Kronisk granulomatos sjukdom: karakteristika

Olika sjukdomsformer

Beteckningarna syftar pa de enskilda proteinerna i NADPH-oxidas.

e gp91°h*-brist &r konsbunden (genen &r lokaliserad till Xp21.1),
och cirka 70 procent av patienterna med kronisk granulomatds
sjukdom (CGD) har denna form. De har oftast svar infektionsbe-
nagenhet redan fran neonatalperioden.

e p22°"*-brist &r ovanlig och férenad med brist ocksé pa gp91°hox,

¢ p47°"*-brist. Den nést vanligaste formen av CGD, som omfattar
20 procent av fallen och som &rvs autosomalt recessivt (genlo-
kalisation 7q11.23). Oftast ar infektionshendgenheten inte lika
svar som vid brist pa gp91°hex,

e p67°"*-brist drabbar 5 procent av CGD-fallen och upptrader au-
tosomalt recessivt. Genlokalisation: 1925. Infektionsbendgen-
heten &r likartad den vid brist pa p47°e"x,

Hittills har inga mutationer som leder till CGD pavisats i p40P"ex.

Differentialdiagnoser

¢ Rac-2-mutation. Séllsynt! Gar ocksa med nedsatt syreradikal-
produktion men dessutom med nedsatt kemotaxi och degranu-
lering hos granulocyter [4, 5].

¢ Hyper-IgE-syndromet (Jobs syndrom) medfér bdlder och vissa
skelettforandringar [6].

* Brist pa adhesionsmolekyler (t ex CD18) pa ytan av fagocyter
gor att de inte kan fasta vid t ex endotelceller (leukocyte adhe-
sion deficiency | och 1) [7].

¢ Cyklisk neutropeni kan delvis simulera CGD, men diagnosen blir
klar ndr man hittar neutropenin.

Symtom

* Infektionsbenégenhet, fraimst med Staphylococcus aureus, As-
pergillus fumigatus och Burkholderia cepacia (tidigare kallad
Pseudomonas cepacia).

¢ Granulom, dessa kan bildas i alla kroppens organ och misstol-
kas ibland som tuberkulos eller sarkoidos. De kan bli sa stora
att de hindrar organfunktionen, t ex passage av mat i
mag-tarmkanalen eller urinflodet i urinvdgarna.

¢ Hudférandringar, oftasti ansiktet, paminner om diskoid lupus
erythematodes eller eksem.

e Inflammatorisk tarmsjukdom, som &r lokaliserad till kolon och
som paminner mycket om Crohns sjukdom.

membrankomponenterna, vilket medférde en partiell defekt
av NADPH-oxidas.

Andra forandringar i fagocyternas funktion
En del funktionsfordndringar i CGD-granulocyter har varit
svara att koppla till defekt NADPH-oxidas. Upphévd depola-
risering, métt som forandringar i membranpotentialen efter sti-
mulering av fagocyten, ar typisk vid CGD (Figur 2) [24]. CGD-
granulocyter har snarast en forstérkt kemotaxi. Vi visade att ag-
gregationen (hopklumpning) var abnormt forlaingsammad i
CGD-granulocyter [24] (Figur 2). Vi tror att dessa avvikelser
beror pa att syreradikalerna i vanliga fall inaktiverar (oxiderar)
kemotaktiska peptider och lipider, t ex fMLP och leukotrien
B4[26, 27]. Vid CGD fungerar dock inte denna mekanism for
att stainga av inflammationen i tid. Kanske ér detta fenomen for-
klaringen till granulomen samt hud- och tarmsymtomen.
Omsittningen av intracellulart kalcium &r abnorm i CGD-
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Figur 1. NADPH-oxidasets proteiner och nagra av de bildade sy-
reradikalerna. NADPH-oxidas i en vilande granulocyt bestar av
de tva membranbundna komponenterna gp91°"° och p22°rhox
samt minst 4 komponenter i cytosolen (p40°h°x, p47°hox och
p67°hox samt rac-2 (bunden till ett hdmmande protein, rhoGDI)
(se vénstra delen av bilden). Néar fagocyten aktiveras (t ex av tri-
peptiden fMLP) (hégra delen av bilden) omdirigeras cytosolpro-
teinerna till cellmembranet inom sekunder och férenar sig med
gp91rhox och p22rhox, Nér alla komponenterna ar pa plats aktive-
ras enzymet, varvid en elektron frigérs. Denna férenar sig med
omgivningens syrgas, och superoxidjonen bildas. Dérefter om-
vandlas superoxidjonen vidare till viteperoxid med hjélp av

O, -dismutas. H,0, bearbetas vidare av myeloperoxidas till hypo-
kloritjionen, som é&r en viktig bakteriedédande férening; vi kinner
alla igen den fran industriella produkter som klorin och liknande
blekmedel samt bakteried6dande medel fér simbassénger etc.
Viéteperoxid anvénds vid kirurgi for desinfektion vid peritonit
osv. Nér elektronen ldmnat cellen aterstar en proton. Denna
kommer ocksa att transporteras ut via mekanismer som troligen
har samband med NADPH-oxidas [9, 10]. Det finns dven vissa re-
gioner pa NADPH-komplexet, PX-regioner som binder fosfatid-
inositoler (P) [11]. (FAD = flavinadenosiddinukleotid.)

phox;
p47 p67phox

p40phox

granulocyter. Vid CGD har vi noterat en férlangsammad ki-
netik, som leder till hdgre totalhalt av Ca**, ndgot som kan
medverka till starkare cellreaktioner (Figur 2) [25, 28].
Dessutom kan bristande protonpumpning [9, 10] himma
cellens reaktivitet, framfor allt formagan att hantera surgérning
eller alkalisering och aktivera cellens antimikrobiella peptider.

Kvéveoxidbildningen &r dkad. Granulocyter har ett kvaveox-
idsyntas (NOS). Det kan aktiveras med hjalp leukotriener och
fMLP och kommer da snabbt att 6ka produktionen av NO till
omgivningen [29]. Vid CGD fann vi att NO-produktionen var
6kad [30]. Orsaken till detta &r sannolikt att O,” normalt rea-
gerar med NO s att peroxinitrit och nitrat bildas, en meka-
nism som &r kraftigt férsvagad eller saknas vid CGD, vilket
gor att mer NO finns tillgéngligt.

Interaktion med endotelceller. Syreradikaler ar visentliga for
att blodgranulocyter ska kunna ta sig ut mellan endotelceller
till vdvnaderna och dir forsvara mot mikroorganismer. Endo-
telet kan skadas vid denna passage. CGD-granulocyters ofor-
maga att bilda radikaler har varit ett viktigt verktyg for att be-
lysa deras roll for skadan [31, 32].

Behandling

Kunskap om sjukdomens manga och ovanliga manifestatio-
ner ar helt avgoérande for framgéangsrik behandling. Ju mer er-
farenhet, desto storre forutsittningar for framgangsrik be-
handling. Vi anser att varden dérfor ska skotas av ett fital spe-
cialister i samrad med hemortens liakare. Hud- och tarmpro-
blemen fordrar specialkunskap [33-35].
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Figur 2. Féréndringar i granulocyters membranpotential (depo-
larisering), aggregation och cytosolhalt av kalciumjoner vid sti-
mulering med tripeptiden fMLP (tillsatt vid pilarna). CGD-celler-
na uppvisar ingen de- eller repolarisering [24]. P4 liknande sétt
uteblev disaggregationen. CGD-granulocyters intracelluldra
kalciumféréndringar &r féréndrade: den férsta och snabba ste-
gringen ar férdréjd, och den senare (som beror pé infléde av
kalciumjoner frdn mediet) kan vara utsldckt [25].

Om patienten drabbas av en infektion méste savél lokal
som systemisk behandling med antibiotika startas snabbt. Vi
véljer i forsta hand baktericida antibiotika, som penetrerar
granulocyternas cellmembran och ansamlas i cytosolen, t ex
ciprofloxacin, rifampicin och klindamycin. Vi undviker pe-
nicillin och betalaktamer, eftersom de har svart att passera ge-
nom granulocytviggen.

Abscesser maste dridneras snabbt, inklusive de i levern.
Det ér lika viktigt som att ge antibiotika. Ibland behdvs anti-
biotika dven lokalt [35]. Vid svéra infektioner, ndr varken an-
tibiotika eller lokalbehandling ser ut att hjdlpa, kan transfu-
sioner med granulocyter fran friska givare vara virdefulla
[36].

Infektionsprofylax med antibiotika ska ges till alla patien-
ter. Vi rekommenderar i forsta hand trimetoprim—sulfa-
metoxazol [37], eftersom detta 1dkemedel har god tolerans
och penetrerar in i granulocyterna, dir det kommer at de bak-
terier som fagocyterats men inte avdodats.

Profylax mot Aspergillus-infektioner behdvs ofta, och
itrakonazol dr det mest anvinda preparatet [38]. Eftersom
dessa infektioner verkar vara ovanligare i Norden &n i sydli-
ga lander, har vi inte regelmassigt reckommenderat sddan pro-
fylax, utom till de patienter som har haft aspergillos, titersteg-
ringar mot Aspergillus eller som befinner sig i en speciell
risksituation. Da blir det aktuellt att inleda langtidsbehand-
ling. Vi har bara kunnat dokumentera 5 sékra Aspergillus-in-
fektioner pd sammanlagt >300 patientar bland vara svenska
patienter och inget dodsfall [1]. I ett amerikanskt material ar
dock Aspergillus-infektioner den vanligaste dodsorsaken.

Profylax mot bakteriella infektioner med gamma-interfe-
ron (IFNYy) har rekommenderats fran amerikanskt och hol-
landskt hall till alla patienter [39]. I andra linder har man va-
rit mer fundersam vad giller generell profylax; man menar att
vinsterna inte star i proportion till kostnaderna. Vi rekom-
menderar IFNy-behandling till alla patienter som har en pa-
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taglig infektionsbendgenhet. Mekanismen for interferonets
skyddande effekt ar inte klarlagd. Det ger ingen 6kning av
genuttrycket av gpg1P"* [40], inte heller ndgon entydig 6k-
ning av O, -produktionen. Vi sdg dock en antydd dkning av
O,~-produktionen i en studie [41]. Istdllet verkar [IFNyaktive-
ra andra delar av infektionsforsvaret, t ex en uppreglering av
receptorn for IgG, FeyR1 (CD64) och en 6kning av granulo-
cyternas bakteriedddande formaga och av formégan att doda
Aspergillus-hyfer in vitro [30, 41]. Dessutom noterade vi en
6kning av NO-produktionen, nagot som kan stirka infek-
tionsforsvaret [29].

Blodstamcellstransplantation. Stamcellstransplantation &r nu
standardbehandling for patienter med svar CGD [42]. Vi har
erfarenhet fran tva barn, pojkar med X-bunden CGD, som fatt
syskons stamceller. De bada pojkarna &r nu 7 respektive § ar
efter transplantation, de mér utmarkt och &r utan medicinering.

Ett alternativ dr s k minitransplantation [43, 44]. Infor till-
forseln av nya stamceller slar man inte ut patientens benmarg
helt med hjilp av bestralning eller cytostatika. Istéllet ger
man en relativt 14tt och tempordr immunsuppression. Motta-
garens immunsystem kan da acceptera givarens »fraimman-
de« celler. Efter hand tar givarcellerna 6ver blodproduktio-
nen, och normala granulocyter kommer ut i perifera blodet
inom loppet av 1—2 mdnader. Vi har utfort en sédan transplan-
tation, som forlopte vil. Patienten var en ung kvinna med
p47°"*-brist, som dessutom genomgatt en njurtransplanta-
tion ménaderna fore minitransplantationen. Givare av njure
och benmirg var samma person. Eftersom dven givarens
lymfocyter transplanterats, behdvde hon inte den traditionel-
la immunsuppressiva behandling som f6ljer pa en njurtrans-
plantation.

Genterapi har provats sévil i djurmodeller som pd CGD-
patienter. Effekten var dock svag och forsvann inom nagon
manad [45, 46]. Bittre transfektionsmetoder behdvs for att
uppna onskad effektivitet.

Utmaningar och svarigheter

Kronisk granulomatos sjukdom stiller savil patient som la-
kare infOr stora utmaningar och svarigheter [47]. Den klinis-
ka handldggningen maste av praktiska skél ofta ske pd hemor-
ten. Vi menar att det dr utomordentligt viktigt att skapa goda
relationer till de fa ldkare i Sverige/Norden som har erfaren-
het av sjukdomen, eftersom det finns sd manga situationer
som inte kan handldggas utifrdn den »normala« patientens
mattstock.

Vi vill ocksa visa att sjukdomens manifestationer till stor
del, men inte fullstindigt, beror pa brist pa syreradikaler. Det
finns ocksa associerade problem i signalvigarna. Vidare &r
brist pa syreradikaler kanske en av de faktorer som leder till
okad inflammatorisk aktivitet, t ex inflammatorisk tarmsjuk-
dom. Betydelsen av normal NO-produktion tillsammans med
utebliven O, -produktion &r ytterligare ett moment som vi
annu inte forstar konsekvenserna av.

En ny aspekt pa det komplexa samspelet mellan syreradi-
kaler och inflammation visades hirom aret da polymorfism i
p47°"*-genen och nedsatt bildning av syreradikaler associe-
rades med bendgenheten att utveckla reumatoid artrit-liknan-
de ledinflammation hos djur [48].

k
Potentiella bindningar eller javsforhallanden: Inga uppgivna.
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SUMMARY

Chronic granulomatous disease (CGD) is caused by mutations in the phox-fami-
ly of superoxide ion generating enzymes. The clinical manifestations of CGD in-
clude increased infection susceptibility, a lupus like dermatitis and inflammatory
bowel disease. The severe consequences of this rare disorder need to be handled
by specialists, experienced in the care of CGD patients. Many CGD manifesta-
tions are due to the lack of superoxide ions, but some also to deficient pumping of
protons to the extracellular space. An excessive inflammatory component, e.g. the
granuloma formation in various organs, might be secondary to impaired superox-
ide ion dependent inactivation of inflammatory mediators. CGD can be success-
fully treated by hematopoietic stem cell transplantation, and gene therapy might
become an alternative in the future.
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