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Immuno-
suppresseurs

et antifongiques

Une interaction

>Immunosuppresseurs et antifongiques sont
fréquemment associés pour traiter les patients
transplantés d’organes ou atteints de patho-
logies hématologiques. Bien souvent, la guéri-
son d’une infection fongique invasive requiert la
baisse de I'immunosuppression. Cependant, les
immunosuppresseurs comme la ciclosporine A,
le tacrolimus, le sirolimus (ou rapamycine) et le
mycophénolate mofétil possédent des propriétés
antifongiques. En effet, les voies de signalisation
inhibées par ces molécules (voies de la calcineu-
rine et TOR, target of rapamycin) sont communes
aux organismes eucaryotes. Des expériences in
vitro suggérent une interaction positive entre
ces immunosuppresseurs et des antifongiques
comme I"amphotéricine B, certains azolés et les
échinocandines. Ces résultats sont corroborés
par des constatations cliniques, ce qui laisse
entrevoir de nouvelles possibilités thérapeuti-
ques pour les infections fongiques invasives dans
le contexte des transplantations d’organes. <

Diversité des modes d’action
des immunosuppresseurs issus de champignons

Pour éviter le rejet de greffe en transplantation d’organe ou en héma-
tologie, les immunosuppresseurs tels que la ciclosporine A (CsA), le
tacrolimus (FK506), le sirolimus ou rapamycine (SRL) et le mycophé-
nolate mofétil (MMF) ont été développés voici maintenant prés d’une
trentaine d’années pour les 3 premiers et plus de dix ans pour le MMF
(Tableau I). Ces 4 immunosuppresseurs sont tous issus de champignons
[1, 2]. lls sont parfois associés en transplantation car leurs cibles sont
différentes [3].

La CsA et le FK506 appartiennent a la famille des inhibiteurs de la
calcineurine, alors que le SRL inhibe la voie TOR (target of rapamycin)
et le MMF Iinosine-5’monophosphate-déshydrogénase (IMPDH). Les
inhibiteurs de la voie de la calcineurine bloquent I’activation et la pro-
duction de lymphocytes T en empéchant la transduction du stimulus
antigénique qui permet I’expression de génes de cytokines (interleu-
kine-2 [IL-2], IFN [interféron]-y, GM-CSF [granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor]) et en bloguant les lymphocytes en phase
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sation du cytosque-
lette, la transcription
de certains genes, le trafic membranaire, la signalisa-
tion intracellulaire via la protéine kinase C, la synthese
des ribosomes [5]. Le MMF diminue la synthése de novo
de guanosine dans les lymphocytes T et B, conduisant
a une diminution de la synthése d’ADN [6]. De plus, il
provoque I'apoptose des lymphocytes T activés et une
diminution de la production d’anticorps spécifiques.

Ces quatre immunosuppresseurs ont en commun des
propriétés antifongiques qui commencent a étre bien
caractérisées. Or, immunodépression et infections fon-
giques invasives vont de plus en plus souvent de pair.
U'avénement des thérapeutiques immunosuppressives
et I"épidémie de Sida expliquent 'incidence accrue de
pathologies opportunistes comme la cryptococcose, I'as-
pergillose ou la zygomycose qui sont responsables d’une
morbi-mortalité élevée et ont un colt non négligeable
[7]. Leur traitement associe des antifongiques et une
diminution de "immunosuppression. Cependant, chez les
patients receveurs d’une transplantation d’organe, dimi-
nuer rapidement 'immunosuppression peut entrainer un
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Tableau I. Caractéristiques des quatre principaux immunosuppresseurs ayant des propriétés antifongiques. LT : lymphocytes T; IMPDH

phosphate-déshydrogénase.

rejet de la greffe ou un syndrome de reconstitution immune [8, 50]. Le désé-
quilibre de la balance entre les réponses Thl et Th2 induit par les inhibiteurs
de la calcineurine et le MMF serait en cause [9]. €n outre, bien qu’étant en
constante évolution, les thérapeutiques antifongiques sont parfois insuffi-
santes. Dans le cas des zygomycoses par exemple, I’amphotéricine B lipo-
somale est le traitement de référence car il est le seul a avoir une activité
suffisante in vitro [10]. On comprend dés lors pourquoi il est important de
s’intéresser a d’autres molécules dotées de propriétés antifongiques, comme
les immunosuppresseurs, de comprendre leurs mécanismes d’action et de
déterminer les éventuels bénéfices cliniques des associations entre antifon-
giques et immunosuppresseurs qui inhiberaient la croissance fongique.

Des voies de signalisation communes
a ’homme et aux champignons

Le complexe calcineurine/calmoduline
La voie de la calcineurine et la voie TOR sont trés conservées parmi les
organismes eucaryotes (Figure 1). La calcineurine est un hétérodimere
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: inosine-5"mono-

de deux sous-unités, A catalytique et B régulatrice. Elle
posséde une activité sérine-thréonine phosphatase dépen-
dante du calcium. Un accroissement du flux de calcium
intracellulaire active la sérine-phosphatase qui se lie a la
calmoduline par sa sous-unité catalytique. Dans les lym-
phocytes T, le complexe calcineurine/calmoduline déphos-
phoryle le facteur de transcription NFAT (nuclear factor
of activated T cells). Celui-ci migre du cytoplasme vers le
noyau ou il active la transcription de genes codant pour
des cytokines [11]. Chez I’homme, la voie de la calcineurine
est impliquée dans la réponse immune mais aussi dans la
régulation d’une multitude d’autres fonctions: cellules
pancréatiques, développement vasculaire, morphogenése
des valves cardiaques, etc. [11].

La voie de la calcineurine a été bien étudiée chez 3 cham-
Cryptococcus spp., Aspergillus spp. et Candida
spp. [11]. D’une part, elle permet la croissance des levures

pignons :

comme Cryptococcus neoformans dans des conditions de



stress thermique environnemental. Ce mécanisme a été mis en évi-
dence par des expériences de délétion du gene codant pour la sous-
unité catalytique de la calcineurine [12]. Chez C. neoformans, la voie
de la calcineurine permet la croissance des levures a 37°C et contrdle
la virulence du pathogene [13, 14]. La croissance du mycélium
d’Aspergillus fumigatus [15, 16] et 'adaptation au stress d’A. oryzae
[17] sont également sous la dépendance de cette voie. D’autre part,
une partie des mécanismes responsables de la virulence de Candida
albicans a été élucidée récemment [18]. Dans un modéle murin de
candidose disséminée, la virulence de C. albicans est atténuée si I’'on
utilise une souche dont le géne codant pour la sous-unité régulatrice
de la calcineurine est invalidé. La survie de ces souris est significative-
ment prolongée par rapport a celle des souris infectées avec la souche
sauvage [19]. €nfin, la voie de la calcineurine est impliquée dans la
résistance aux antifongiques [20].

La voie mTOR, un acteur-clé de la synthése protéique

Les protéines TOR sont des kinases qui ont un role central dans I’entrée
en phase de croissance cellulaire [21]. La voie Tor a été identifiée
pour la premiere fois chez une levure, Saccharomyces cerevisiae. €lle a
ensuite été décrite chez les mammifeéres et porte alors le nom de mTOR.
Chez S. cerevisiae, les protéines Torl et Tor2 sont associées a deux
complexes, TORC1 et TORC2, comportant chacun plusieurs dizaines de
protéines. Des complexes homologues ont été décrits chez C. albicans
[22] et C. neoformans [23]. La voie Tor est également présente chez
les champignons filamenteux et a été étudiée génétiquement chez
A. nidulans [24]. Chez les champignons, elle régule la synthése de
protéines en réponse aux facteurs de croissance et aux nutriments
présents dans I"environnement. Torl est impliquée dans le contrdle de
I’adhésion cellulaire de C. albicans et spécifiquement dans la forma-
tion de biofilms [22].

Chez ’homme, la voie mTOR ne comporte qu’une seule protéine TOR,
mais les complexes TORC1 et TORC2 sont présents (Figure 1) [25]. La
phosphorylation de S6K, une kinase responsable de la phosphorylation
de la protéine ribosomale Sé contrdlée par la voie TOR, est impliquée
dans le contrdle de I’initiation de la translation des protéines. mTOR
phosphoryle aussi 4€-BP1, un inhibiteur de la synthése de protéines,
ce qui libére elF4€ et permet I’initiation de la translation. La voie TOR
est activée par la petite protéine G Rheb (Ras homolog enriched in
brain) apparentée a la superfamille des GTPases Ras. Rheb est régulée
négativement par le tuberous sclerosis complex TSC1/TSC2. Le princi-
pal réle de mTOR chez I’homme est donc le contréle de la prolifération
cellulaire (lymphocytes T activés, cellules musculaires lisses, certaines
cellules cancéreuses, etc.) en réponse aux facteurs mitogénes. La voie
mTOR est en particulier activée par I'lL-2, le principal facteur de crois-
sance induisant I'entrée en phase de prolifération des lymphocytes T.

Interférence des immunosuppresseurs

avec les voies calcineurine et mTOR

Le mode d’action des immunosuppresseurs CsA, FK506 et SRL est
maintenant bien connu. CsA, FK506 et SRL se fixent sur des effecteurs
spécifiques, des peptidyl-cis-transisomérases appelées immunophili-
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nes. La CsA et le FK506 se lient respectivement a deux
immunophilines différentes, nommeées cyclophiline et
FKBP12. La formation de ces deux complexes permet la
déphosphorylation du facteur NFAT, ce qui bloque son
entrée au niveau nucléaire. Quant au SRL, il posséde des
analogies de structure avec le FK506, ce qui lui permet
de se fixer également a I"immunophiline FKBP12. Le
complexe SRL/immunophiline inhibe uniquement TORC1
et bloque les cellules en phase G1 [25].

De plus, la synthése de novo de nucléotides comme la
guanine est sous la dépendance de la production de
xantine catalysée par 'IMPDH. Le géne codant pour
I"IMPDH de Pneumocystis jirovecii posséde environ 60 %
d’homologie de séquence avec le géne humain et avec
celui de S. cerevisiae [26]. Le blocage enzymatique
réalisé par le MMF sur la synthese de nucléotides permet
la mort cellulaire de P. jirovecii.

Interaction entre immunosuppresseurs
et antifongiques in vitro

Les propriétés antifongiques de la CsA, du FK506, du
SRL et du MMF ont déja été testées in vitro et in vivo.
On sait, par exemple, que la CsA inhibe la croissance de
C. neoformans dans un modeéle murin et permet ainsi la
survie des souris et la clairance pulmonaire des levures
[27]. De méme, la croissance de ce champignon est
inhibée in vitro avec les inhibiteurs de la calcineurine et
de la voie TOR [28, 29]. La CsA et le FK506 sont égale-
ment actifs contre les champignons filamenteux comme
Aspergillus spp. [30, 31] et les champignons dimorphi-
ques comme Coccidioides immitis [32]. Le SRL posséde
les mémes propriétés inhibitrices sur la croissance
d’autres champignons : C. albicans [29], Fusarium oxy-
sporum, S. cerevisiae [33]. Quant au MMF, il est actif
contre P. jirovecii dans un modele de pneumonie chez le
rat, contrairement au SRL et au FK506 [34].

Plusieurs équipes ont évalué 'intérét d’associer in vitro
des antifongiques et des immunosuppresseurs. €n cli-
nique, ces associations sont inévitables lors du traite-
ment des infections fongiques invasives survenant chez
les patients ayant recu une transplantation d’organe
ou de moelle osseuse. Les antifongiques classiquement
employés sont les polyénes (amphotéricine B ou dérivés
lipidiques dont les effets thérapeutiques s’averent de
plus en plus bénéfiques en transplantation d’organe),
les azolés (fluconazole, voriconazole, posaconazole),
et les échinocandines (caspofungine, micafungine,
anidulafungine). lls agissent sur les champignons
par des mécanismes différents. Les azolés inhibent
le cytochrome P450,,p, qui catalyse la finalisation
de "ergostérol membranaire. Les polyénes inhibent
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pour des cytokines et des facteurs de crois-
sance. B. Voie TOR. €n réponse a des stimulus
divers (acides aminés, facteurs de croissance,
cytokines), la protéine mTOR active 'activa-
teur p70S6k de la protéine kinase Sék en le
phosphorylant et inhibe 4€-BP1, I'inhibiteur
de elF-4€. La traduction des ARNm est sous le
contrdle de ces deux protéines: la kinase S6k
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40S et la protéine elF-4€, par I'intermédiaire

protéine G Rheb. Un systéme régulateur négatif de mTor, appelé sclerosis tuberous complex (TSC), inhibe Rheb (non représenté) (d’apres [11, 25]).

également la formation de I'ergostérol membranaire,
créant ainsi des pores dans la membrane fongique. Les
échinocandines agissent en inhibant de maniere com-
pétitive la B-1,3-D glucan synthase, compromettant
I'intégrité de la paroi cellulaire fongique.

La caspofungine est peu efficace sur I'inhibition de la
croissance in vitro d’Aspergillus spp. Une équipe a testé
la croissance de plusieurs isolats d’A. fumigatus en
présence de caspofungine et de CsA, FK506 et SRL par
la méthode de diffusion [35]. Malgré des différences
de croissance entre les souches, la présence d’immuno-
suppresseurs et de caspofungine a inhibé la croissance
de I’ensemble des souches testées. Cette inhibition
était fonction du temps et plus visible aprés 48 heures.
Des études ont confirmé cette interaction positive sur
A. fumigatus par d’autres méthodes [36, 37].

D’autres champignons filamenteux, les zygomycetes,
responsables d’une mortalité importante (pres de 50 %)
chez les patients transplantés d’organes et de moelle
osseuse qu’ils infectent, sont sensibles aux inhibiteurs
de la calcineurine [38, 39]. Notre équipe a évalué in
vitro 'association de CsA ou de FK506 avec des antifon-
giques actifs contre les zygomycétes [40]. Dans le cas
d’une association de I’amphotéricine B et de la CsA, une
synergie était obtenue dans 90 % des cas.

€n ce qui concerne les levures, une interaction positive a
€té trouvée in vitro entre immunosuppresseurs et anti-
fongiques vis-a-vis de C. albicans [41, 42]. Il en va de
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méme pour C. neoformans dont la croissance est inhibée en présence
de FK506 ou de CsA associées a des antifongiques divers [43, 44].

Une partie des mécanismes moléculaires responsables de cette acti-
vité synergique a été identifiée récemment. Les inhibiteurs de la calci-
neurine induiraient une diminution de la résistance aux antifongiques
[45]. lls s’opposeraient a I’interaction de la protéine chaperone Hsp90
et de la calcineurine impliquée dans le processus de résistance aux
antifongiques bloquant la synthese de "ergostérol. Hsp90 agirait éga-
lement au niveau de "expression génique et induirait des changements
adaptatifs altérant la résistance aux antifongiques.

Des résultats encourageants in vivo
chez Panimal et chez I’homme

Un seul modéle expérimental animal est actuellement publié : il analyse
I’interaction entre le fluconazole et la CsA [46]. Il s’agit d’une endo-
cardite a Candida albicans chez des rats traités secondairement par le
fluconazole, I’amphotéricine B, la CsA ou I’association fluconazole et
CsA. La taille des végétations valvulaires était significativement plus
diminuée lorsque les animaux étaient traités par I’association fluco-
nazole et CsA que par monothérapie. De plus, la culture d’échantillons
de reins, autres organes cibles, était stérilisée en présence de I’asso-
ciation médicamenteuse mais pas avec les monothérapies.

Chez I'lhomme, I’utilisation d’immunosuppresseurs est paradoxale. €n
effet, ceux-ci favorisent les infections fongiques invasives : un lien est
établi par exemple entre utilisation de MMF et les infections a cytomé-
galovirus. Or, le MMF pourrait réduire I'incidence des pneumocystoses.
Sur 1068 patients ayant recu une transplantation de rein et inclus



dans 4 études contrdlées randomisées, aucun de ceux qui étaient sion has to be reduced. However, immunosuppressive
traités par MMF n’a développé d’infection & P. jirovecii, contrairement  drugs such as cyclosporin A, tacrolimus, sirolimus (rapa-
a 1,8 % des patients qui n’avaient pas recu ce produit (p <0,001) [47].  mycin) or mycophenolate mofetil possess antifungal
D’autre part, quand les immunosuppresseurs sont associés aux anti-  properties. Indeed fungi and humans have in common
fongiques lors des infections fongiques invasives, il peut exister chez  calcineurin and TOR signalization pathways which are
’lhomme une interaction synergique. Cette hypothése est maintenant inhibited by these molecules. In vitro experiences sug-
corroborée par plusieurs auteurs travaillant sur C. neoformans et sur  gest a positive interaction between immunosuppressive
les zygomycetes. Ces études concernent surtout les inhibiteurs de la  and antifungal drugs such as amphotericin B, azole and
calcineurine. echinocandins. These results are confirmed by clinical
Dans une étude prospective portant sur 111 patients atteints de findings and thus offer further therapeutic possibilities
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