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Champignons pathogenes

Un nouvel espoir de traitement des
infections généralisées

Carlo Petosal, Jérome Govin?, Flore Mietton®?

Candida albicans, un champignon
pathogéne dangereux

Les champignons pathogénes sont res-
ponsables d’infections généralisées
et représentent un probleme majeur
de santé mondiale, avec 2 millions de
malades chaque année. Candidose,
méningite cryptococcique, aspergillose
et pneumocystose sont responsables a
elles seules de plus de 800000 déces par
an [1]. Les patients immunodéprimés
sont particulierement vulnérables a ces
infections, notamment ceux atteints par
le virus de 'immunodéficience humaine,
ceux traités par chimiothérapie ou les
receveurs de greffes d’organes. Sur les
plans épidémiologique et pharmaco-
économique, ces infections invasives
représentent aujourd’hui un poids socié-
tal considérable, en France [2] et dans
le monde [3].

Parmi les différentes espéces de cham-
pignons, Candida albicans est impliqué
dans plus de la moitié des candidoses et
est toujours considéré comme un agent
pathogéne majeur. Cette levure est res-
ponsable d’infections des muqueuses
gynécologique et digestive, qui peuvent
évoluer en maladies systémiques. Cela
concerne 0,3 % des admissions hospi-
talieres en France et 50 % des patients
touchés par ces infections généralisées
en meurent [4].

L'arsenal de médicaments antifon-
giques a la disposition des hopitaux se
limite a quatre classes de molécules :
les polyenes qui ciblent la membrane
cellulaire du champignon et les échi-
nocandines qui agissent sur sa paroi ;
les azolés, qui inhibent la synthese de
I’ergostérol (équivalent du cholestérol
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chez les cellules animales) et la flucyto-
sine, qui interfére avec celle des acides
nucléiques [5]. Leur efficacité clinique
pour traiter les infections invasives est
tres limitée. L'utilisation massive de
ces drogues, en lien avec 'augmenta-
tion des patients a risque, a favorisé
I’émergence de souches résistantes. De
plus, la toxicité et le colt élevé de ces
traitements entrafnent un besoin urgent
de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques [6].

Les protéines BET, une nouvelle cible
antifongique

Les protéines de la famille BET (bromo-
domain and extra-terminal) ont été trés
conservées au cours de I’évolution et sont
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retrouvées a la fois chez les champignons
et chez I’homme. Ces protéines possedent
deux régions particulieres, appelées bro-
modomaines, dont la poche hydrophobe
reconnait les lysines acétylées des his-
tones. Cette liaison leur permet de se
fixer a la chroma- (=) Voir la Nouvelle
de S. Rousseaux et al.,
m/s n° 2, février 2010,
page 130

tine et de moduler
I’expression des
génes [7, 8] (=).

Ces derniéres années, de petites molé-
cules inhibitrices, qui bloquent la poche
de liaison des bromodomaines BET,
ont été développées avec succes chez
I’lhomme (Figure 1). Les protéines BET ne
sont alors plus capables de remplir leur
mission, ce qui entraine une dérégula-
tion massive du programme d’expression
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Figure 1. Inhibition d’un bromodomaine BET humain par une petite molécule. Les bromodomaines

BET s’associent a la chromatine en reconnaissant les lysines acétylees (Kac) des histones. La

fixation d’une petite molécule inhibitrice (BETi) dans la poche de liaison du bromodomaine

décroche la protéine de la chromatine et module le niveau d’expression de nombreux geénes

associés a diverses maladies.
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Figure 2. Modéle tridimensionnel du premier bromodomaine de Bdf1, en complexe avec un inhibi-

teur spécifique (© llluScientia). Larriere-plan présente des cellules du champignon pathogéne

Candida albicans.

génique. Le potentiel thérapeutique de
ces inhibiteurs est large et est actuel-
lement confirmé par plusieurs essais
cliniques dédiés au traitement des can-
cers, du diabéte, des maladies inflam-
matoires et cardiovasculaires [9].
Comme de nombreux champignons
pathogénes, la levure Candida albicans
ne possede qu’un seul membre de la
famille BET, appelé Bdfl (bromodo-
main factor 1). Cette protéine est un
régulateur global de la transcription
chez la levure boulangeére, Saccha-
romyces cerevisiae [10]. Nous avons
uni nos efforts avec I’Université de
Californie du Sud, I’Institut californien
de recherche biomédicale (Calibr), le
CHU de Grenoble et I'Institut Pasteur
afin d’explorer le potentiel de Bdfl
comme nouvelle cible thérapeutique
pour traiter les infections causées par
C. albicans [11].

Par des expériences de génétique de la
levure et a I’aide d’un promoteur induc-
tible, nous avons retiré le géne BDFI
chez C. albicans : quand la protéine n’est
plus exprimée, il en résulte une absence
de croissance, ce qui démontre que la
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présence de Bdfl est indispensable a la
survie de la levure. De méme, la délétion
ou la mutation ponctuelle des deux
bromodomaines de Bdfl inhibe la crois-
sance de C. albicans. Cela démontre que
la présence de bromodomaines fonc-
tionnels de Bdfl est essentielle a la
survie du pathogene. Enfin chez la sou-
ris, la virulence de C. albicans dépend
également de la présence de Bdfl et de
la fonctionnalité de ses bromodomaines.
’analyse de la structure atomique des
deux bromodomaines de Bdfl a révélé
que leurs poches de liaison étaient
plus larges de celles des protéines BET
humaines. Ces différences structurales
expliquent pourquoi les inhibiteurs de
bromodomaines BET humains sont inef-
ficaces contre Bdfl et suggerent que
les bromodomaines de Bdfl pourraient
étre inhibés de maniére sélective.

Identification de nouvelles molécules
inhibitrices par un criblage a haut
débit

Lidentification d’inhibiteurs sélectifs
des bromodomaines de Bdfl a nécessité
la mise au point et la miniaturisation

d’un test in vitro de mesure de fluores-
cence. Ce test est fondé sur la mesure
de I'interaction entre le bromodomaine
et son substrat, un peptide histone acé-
tylé. U'ajout d’un inhibiteur diminue le
signal fluorescent mesuré. Ce test a été
robotisé pour cribler une chimiotheque
de 80000 composés, ce qui a permis
d’identifier une centaine de molécules
actives pour chacun des deux bromodo-
maines de Bdfl. Les meilleurs composés
présentent une concentration inhibitrice
médiane (Clsg) de I’ordre du micromo-
laire et une sélectivité plus de vingt fois
supérieure pour Bdfl en comparaison de
son homologue humain.

L'analyse structurale de ces composés
liés aux bromodomaines de Bdfl a per-
mis d’identifier les résidus clés de leur
mode de liaison et permettra, a terme,
d’élaborer des inhibiteurs encore plus
puissants et plus sélectifs (Figure 2).
€nfin, nous avons démontré qu’au moins
une de ces molécules possede la capa-
cité d’interférer avec la croissance de
C. albicans.

Nos résultats établissent la preuve
de concept que des petites molécules
peuvent inhiber sélectivement les bro-
modomaines d’une protéine BET fon-
gique, in vitro et dans un contexte cel-
lulaire, tout en limitant leurs effets
secondaires puisqu’elles épargnent les
bromodomaines humains.

Ces résultats, trés prometteurs, ouvrent
la voie au développement d’une nouvelle
classe de médicaments antifongiques
ciblant la protéine chromatinienne Bdfl.
Cette étude a été menée sur Candida
albicans, mais la conservation de la
protéine Bdfl parmi les espéeces de
champignons pathogénes laisse espé-
rer qu’elle puisse représenter une cible
thérapeutique pour un large spectre
d’infections fongiques. ¢

A new hope to fight invasive fungal
infection
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Bio-impression assistée

par laser

Une nouvelle approche

pour la régénération osseuse

Hugo Oliveiral~%, Nathalie Dusserre!=*, Davit Hakobyan!?,

Jean-Christophe Fricain®?*

> Les technologies de bio-impression
permettent de positionner précisément
les cellules et ainsi de mimer avec fidé-
lité Parchitecture des tissus natifs [1,
2]. Dans cette étude nous montrons que
la bio-impression assistée par laser (LAB,
laser-assisted bio-printing) permet
d’imprimer in situ des cellules osseuses
et de les agencer afin d’améliorer et de
contrdler la répara-
tion osseuse in vivo
(3] (=).

Le concept d’ingénierie tissulaire repose
sur des constructions tridimensionnelles

(=») Voir la Synthése de
J.C. Fricain, m/s n° 1,
janvier 2017, page 52

(3D) combinant des matériaux biocom-
patibles et bioactifs avec des cellules et
des facteurs bioactifs. Deux stratégies
majeures sont utilisées : les approches
descendantes « top down » et ascen-
dantes « bottom-up ».

Dans les approches « top down », les
cellules sont souvent ensemencées de
facon éparse a I'intérieur d’une matrice
synthétique ou naturelle fagonnée pour
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s'adapter a la géométrie souhaitée de
la lésion a régénérer. Au cours des deux
derniéres décennies, cette stratégie a
conduit a des progres scientifiques et des
succes précliniques, en particulier pour
la régénération de tissus minces ou peu
vascularisés tels que la peau, le cartilage
ou les tissus conjonctifs, ou pour recréer
des tissus a haute capacité de régé-
nération et/ou de remodelage, comme
I’os. Cependant, les approches « top
down » reproduisent avec imprécision les
caractéristiques microstructurales com-
plexes des tissus natifs. La colonisation
et la différenciation des cellules au sein
des échafaudages restent difficiles a
controler. Ces limitations expliquent que
seules quelques applications cliniques
aient réellement abouti a des succes.

Les approches « bottom-up », fondées
sur une reconstruction brique par brique
d’un tissu, offrent la possibilité de dis-
poser chaque composant selon un patron
prédéfini qui guide la maturation subsé-
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quente de la construction tissulaire vers
son architecture fonctionnelle finale. La
distribution des cellules peut étre définie
a I’échelle micrométrique. Le contrdle
couche par couche de la distribution
des cellules dans la matrice favorise la
régénération tissulaire. Parmi les dif-
férentes techniques « bottom-up », la
bio-impression est devenue, depuis ces
cing dernieres années, une approche
prometteuse permettant de maitriser
la géométrie des tissus imprimés. Elle
bénéficie des capacités du prototypage
rapide, facilité par des procédures de
conception et / ou de fabrication assis-
tées par ordinateur (respectivement CAQ
et FAQ), qui contrdlent la géométrie de
la structure interne et la forme externe
des échafaudages cellulaires lors de leur
impression [4].

Il existe trois techniques majeures de
bio-impression : le jet d’encre, la micro-
extrusion et I'impression laser. Leurs
avantages et leurs limites respectives
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