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Liste des abreéviations
°C: degré Celsius.
2-3 DPG: 2-3Diphosphoglycérate.
A°: Angstrom.
ADP: Adénosine diphosphate.
AmB : Amphotéricine B.
ATP: Adénosine triphosphate.
BCS: Systéme de Classification Biopharmaceutique.
C: Carbone.
CCMH: La concentration corpusculaire hémoglobinique moyenne.
Chr : Chromosome.
CMC: Concentration Micellaire Critique.
CMI: Concentration Maximal Inhibitrice.
CO2: dioxyde de carbone.
DCI : Dénomination commun international.
DMSO: Diméthylsulfoxyde.
FDA: Food and Drug Association.
fl: femtolitre.
g/dl: gramme par décilitre.
g/j: gramme par jour.
G/L: Globule par litre
g/l: gramme par litre.
G: gramme.
G6PD:glucose-6-phosphate déshydrogénase.
GR : Globule Rouge.
H: Hydrogene.

Hb: Hémoglobine.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose-6-phosphate_d%C3%A9shydrog%C3%A9nase

HDL :High Density Lipoproteine.

HSA: Serum albumin humaine

IV: Intra veineuse.

kDa: Kilo Dalton.

L/Kg: litre par killogramme

LDH: Lactate deshydrogénase.

L DH:lactatedéshydrogénase.

LDL.:Low Density Lipoprotein.

M: Molaire.

Mg/ml: milligramme par millilitre.

Mg: milligramme.

MGG:May-Grinwald Giemsa

min: minute

mM:millimole.

N: Azote.

NADH: nicotinamide adénine dinucléotide hydrogene.
NADPH:nicotinamide adénine dinucléotide phosphate hydrogene.
NFS: Numération de la Formule Sanguin.

nm : nanometre.

pg/c: picogramme par cellule.

RMN?*Na :Résonance Magnétique Nucléaire en sodium 23.
SCF : suspension cellulaire fille
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TCMH: La teneur globulaire moyenne en hémoglobine
TNF a:Tumor Necrosis Factor a.

TPBS:Tampon phosphate salin.
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VGM : volume globulaire moyen.

VIH: Virus de I’Immunodéficience Humaine.



Introduction




Les mycoses invasives sont des pathologies séveres dont I’incidence augmente, en raison
des facteurs de risque dominés par 1‘immunodepression (VIH, malades traités par
immunosuppresseurs ou chimiothérapie et les transplantés d’organes ou de cellules
souches hématopoiétiques). Le National Nosocomial Infections Study System fait état
d’une augmentation de 1’incidence des infections fongiques de 2 a 3,8 %o au cours de la
décennie 1980-1990. Le taux de mortalité et de morbidité associe aux infections
fongiques invasives est trés élevé, souvent supérieur a 50 % selon les germes et le
terrain(1,2).

Plusieurs molécules ont une activité antifongique, le plus ancien est la nystatine dont la
forte toxicité limite son utilisation puis arrive en deuxiéme position 1’amphotéricine B, qui
est un antibiotique de polyene découvert il y a plus de 50 ans pour le traitement des
infections fongiques et parasitaires systémiques. L’avantage clinique important de I’AmB

est que seulement quelques cas de résistance a cette drogue ont été rapportés(3,4).

Ce pendant ce médicament est caractérisé par une fourchette thérapeutique étroite, et
montre des effets secondaires toxiques graves, particulierement la néphrotoxicité exigeant
I'nospitalisation qui peut durer jusqu'a 30 jours, ces inconvénients ont conduit au
développement de formulations liposomales qui partagent le méme spectre antifongique
mais différent dans I’efficacité et la toxicité(5,6).

Vu le coit élevé de ’amphotéricine B liposomale et sa non-disponibilité dans les pays du
Maghreb(7), nous proposons d’étudier et évaluer I’effet anti oxydant de 1’albumine sur

I’amphotéricine B.



Premiere partie
Revue
bibliographie




Chapatre |
Fungizone




Revue bibliographie Chapitre |

1 Forme et Présentation

L'amphotéricine B (AmB) est un antibiotique macrolide de polyéne, au départ isolé
a partir du streptomyces nodulus en 1955 a Venezuela par Gold et almais sa
structure chimique compléte n’a été établie qu’en 1970.En raison de son activité
antifongique efficace, I’AmB a été rapidement présenté comme le traitement de la mycose
systémique et elle a recu l'approbation de FDA en 1958 bien avant que sa structure
chimique ne soit connue(8-10).

C’est un agent antifongique et antiparasitaire puissant et est le médicament de choix pour
le traitement de la leishmaniose viscérale et les infections fongiques systémiques
potentiellement mortelles de Candida albicans et Aspergillus fumigatus chez les patients
immunodéprimés. AmB appartient a la classe 1V dans le systtme de classification
biopharmaceutique (BCS) avec une solubilité aqueuse limitée et une faible perméabilité
intestinale(9).

Une dispersion micellaire de désoxycholate (Fungizone®) a été la premiére formulation
disponible de I’AmB en intraveineuse (iv) (4).

L’ AmB peut étre commercialisé sous forme de :

e Suspension buvable 10% (orangée) : Flacon de 40 ml.

e Suspension buvable10% nourrisson et enfant : Flacon de 40 ml + 1 pipette doseuse
de 1 ml.

e Poudre pour solution injectable a 50 mg (en perfusion Intraveineuse) : flacon, boite
unitaire (11,12).

2 Lasynthese

Aujourd’hui la synthese des polyenes par les bactéries du genre Streptomyces se fait par
I'intermédiaire d'un cluster de genes relativement bien conservés entre les différentes
espéces de ce genre.

le cluster contient des genes codant plusieurs polykeétides synthétases, des transporteurs
membranaires de type ABC, des enzymes a cytochrome P450 et des enzymes chargées de

la synthése ainsi que de l'attachement du groupement mycosamine(13).

Bien que les polyénes puissent étre synthétisés chimiquement, ils sont encore produits
aujourd'hui, pour des raisons économiques, a partir de cultures de Streptomyces spp
(14,15).
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3 Composition

Principe actif :Amphotéricine B (DCI)
Excipients :désoxycholate de sodium, phosphate disodiquedodécahydraté, phosphate
monosodiquedihydrate.

Teneur en sodium : environ 7 mg par flacon (11).

4 Classe thérapeutique

Antifongique de la famille des polyénes (11).

5 Structure chimique :

Nom propre : Amphotéricine B.
Nom chimique : acide carboxylique de [IR(1R, 3S, 5R, 6R, 9R, 11R, 15S,
16R, 17R, 18S, 19E, 21E, 23E, 25E, 27E, 29E, 31E, 33R,
35S, 36R, 37S)]-33-[(3-amino-3,6-didésoxy-R-Dmannopyranosyl)
oxy]-14, 39- dioxabicyclo[33.3.1]nonatriaconta-19, 21, 23, 25, 27, 29,

31-heptane-36.(16).
Formule développée : c’est une macrolactonepolyénique qui comporte 47 atomes de
carbone (17).
La molécule comprend : un systeme de 7 liaisons conjuguées, 10 fonctions hydroxylées
dont 8 libres, une engagée (réversiblement) dans un hémicétal et une dans une liaison
osidique, une fonction carboxylique libre et une fonction cétone engagée dans 1’hémicétal.
En plus, 3 groupements méthyle sont fixés sur la chaine.
L’aglycone (amphotéronolide B) qui contient 14 carbones asymétrique, porte en C19 un

ose, la mycosamine (18).
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Figure 1 : La structure chimique des pieces distinctives de I’Am B(19).

Troispartie de la structure d'’AmB ont été marquées, responsable de l'organisation
moléculaire et des propriétés spectroscopiques dans la région d'UV-Force : un mycosamine
de sucre (I), coté polaire de I'anneau de macrolide (I1) et une chaine de polyéne constituée
par 7 liaison C = C conjugues (111) (19).

Formule empirique : C47H73NO17

Poids moléculaire : 924,1 (16).

6 CONDITIONS DE CONSERVATION

6.1 Avant reconstitution

La conservation du conditionnement primaire se fait dans I'emballage extérieur, a lI'abri de
la lumiére a une température comprise entre + 2 °C et + 8 °C.

Dans des cas exceptionnels, un flacon non ouvert peut étre conservé sans réfrigération a
une température ne dépassant pas 25 °C pendant une période de 7 jours. A tout moment
durant ces 7 jours, il peut étre remis, non ouvert, au réfrigérateur. Tout flacon non réfrigéré

pendant plus de 7 jours doit étre détruit (11,12).

6.2 Apreés reconstitution

e Solution concentrée (50 mg dans 10 ml) : 24 heures a une température comprise
entre + 2 °C et + 8 °C.

e Solution pour perfusion (0,1 mg/ml ou moins) : a utiliser immédiatement (11,12).
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7 Caractéristiques physicochimiques

L’Am B se présente sous forme de poudre jaune qui ne possede pas de point de fusion
défini. 1l est pratiquement insoluble dans 1’eau et dans les solvants peu polaires (CHCls,
benzéne, hexane...), trés faiblement soluble dans 1’éthanol (0.4ug/ml) et soluble dans le
DMSO (30pg/ml). Ces solubilités dépendent du pH : ainsi, en milieu acide ou basique, la
solubilit¢ dans le méthanol et multipliée par 10. En milieu aqueux, 1’adjonction de
I’aurylsulfate de sodium ou le désoxycholate de sodium permet une augmentation sensible

de la concentration(18).

Il fait partie de la famille des macrolides polyéniques (famille d’agents macrocycliques), et

comporte dans sa structure deux parties :

v Des groupes chimiques carboxyliques et aminés, conférent a la molécule le caractere
amphotere, dont les pK sont de 5,7 et 10,0.

v/ Deux chaines polaires et apolaires (Figure N°01, b), lui conférent un caractére
amphiphile et une forme allongée en batonnet.

Cette structure stéréochimique avec des dimensions moléculaires de 6A° de hauteur, 7A°

de largeur, et 24 A° de longueur (Figure N°02 b), est responsable en grande partie de la

formation des pores(18,20-22).

Hydrophile

A
v

Lipcplule

s

Figure2 :modele tridimensionnel avec les dimensions
moléculaires (b) de I’Am B(23) .
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L’amphotéricine B se trouve schématiquement sous trois formes :

- Agrégée responsable de la toxicité ;

- Oligomerique(essentiellement dimeére) douée d’une moindre toxicité ;

- Monomeérique peu toxique responsable de I’activité antifongique.

L’équilibre entre ces trois formes n’est pas figé, il varie selon la concentration de
I’antifongique, le milieu dans lequel il est solubilisé et 1’action des surfactants ou autres
excipients. Nous comprenons alors 1I’importance du choix du support de solubilisation pour
réduire la proportion de la forme toxique de cette drogue(24).

La molécule d’Am B est sensible a la lumiére et a ’hydrolyse alcaline ou acide, En milieu
acide (HCI, H,0), la mycosamine est libéré et dans les conditions plus poussées, elle est

classiqguement transformée en 5-méthylefurfural (18).

8 Pharmacocinétique
8.1 Absorption

L’amphotéricine ¢’est une macromolécule qui n’est pas, ou trés peu, absorbée par voie
orale. Les formes pharmaceutiques destinées a cette voie sont donc uniquement destinées a
combattre, in situ, des infections digestives. Pour étre efficaces sur les infections
systémiques, I’Am B doit étre administré par voie parentérale et seule la voie intraveineuse

peut étre utilisée(25).
8.2 Distribution

La distribution d'Am B dépend fortement de :

- la formulation pharmaceutique,

- ’attache aux protéines plasmatiques,

- L’écoulement de sang aux organes,

- et le statut de la maladie qui peut également influencer le degré d'accumulation d'/Am B
dans les tissus(4,9).

Des concentrations élevées d’amphotéricine B sont trouvées dans le foie (14 a 41 % de la

dose administrée), les reins (0,3 a 2 %) et les poumons (1,2 a 6 %)(26).
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Il est fortement lié aux protéines (> 95%), de maniére significative a 1’albumine, a 1’acide
al- glycoprotéine et aux lipoprotéines ( en particulier aux fractions de HDL du plasma et
LDL ; Les récepteurs pour LDL sont exprimés plus fortement sur les cellules endothéliales
glomérulaires et peut contribuer a la concentration relativement élevée d'AmB dans les
reins)(4,9,27,28).

la distribution suit un modele tricompartimental avec un volume de distribution de 4 L/kg
comprenant un compartiment central et deux compartiments périphériques, 1’un
d’équilibration rapide, I’autre d’équilibration lent, ce dernier contenant les 2/3 de la
quantité totale d’Am B dans 1’organisme(29).

le taux plasmatiques est de 3 a 4 pg/ml dés le début de la perfusion et de 1 a 2 pg/ml apres
20 heures (concentrations efficaces de = 0.5 a 2 pg/ml), le passage méningé est assez faible
(0.46 pg/ml)(30).

Une fois I'amB atteint les tissus, elle y restera accumulé un certains temps puis sera

rélargué de nouveau a la circulation sanguine et éliminé plus tard (31).

8.3 Meétabolisme

Aucune voie métabolique n'a été identifiée pour AmB (4).

8.4 Elimination

L'amphotéricine B est éliminée trés lentement par les reins, 2 a 5 % de la dose administrée
étant éliminés sous forme biologiquement active. Aprés arrét du traitement, le produit peut
étre détecté dans les urines pendant 3 ou 4 semaines du fait de sa lente élimination(11).

Les dégagements biliaires et métaboliques expliquent seulement 3-40% de I'élimination
totale, 1’élimination rénale est faible et prolongée; 20 a 30% de la dose injectée sont
souvent retrouvées dans les urines au 7eme jour(4,32).

L’amphotéricine B est un produit non dialysable(30).

Les modalités d’élimination de I’AmB ne sont pas connus, de ce faite il n’existe pas de
métabolite connu, d’ailleurs, les concentrations sériques en AmB ne sont influencées ni par
I’insuffisance hépatique ni par D’insuffisance rénale, cette derniere notion étant
indépendante de la toxicité rénale qu’exerce I’AmB.

Le mode d’élimination de I’Am B est biphasique : la demi-vie plasmatique initiale est de

24 & 48 heures et la demi-vie d’élimination terminale d’environ 15 jours(25,33).
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9 Meécanisme d’action

L’activité antifongique de I’amphotéricine B est due a sa liaison sélective a I’ergostérol de

la membrane fongique(34).

Echinocandins Pyrimidine analogues
Inhibit B-(1->3)-glucan synthase, Interrupt DNA and RNA
which produces an synthesis, which ultimately

essential component disrupts protein

of the fungal synthesis and
cell wall e cellular divison

Triazoles Polyenes
Interrupt Integrate
sterol biosynthesis, within the

which is critical for cell membrane,

maintaining cell and thereby disrupting cell
mitochondrial membrane permeability, which results
architecture and function in rapid cell death

Figure 3 :Les quatre classes les plus communes des agents antifongiques systémiques
utilisés dans le traitement des infections fongiques systémiques et leurs mécanismes
d'action(35).

Il semble que ce mécanisme soit plus complexe et résulte de la formation de structures plus
organisées transmembranaires ; les molécules d’Amp B s’organisent entre elles en tubules
présentant une face externe lipidique (partie polyénique) se fusionnant a la membrane
phospholipidique et une face interne (partie polyol), hydrophile, et permettant le passage
des ions (structure en barillet)(18).

Les données de résonnance magnetique nucléaire indiquent que 8 molécules d'AmB
s'associent a 8 molécules d'ergostérol par leur partie polyénique tandis que les faces
hydrophiles ménagent un canal central de 70 a 100 nm de diametre (Figure 4)(36).

La fuite par ces pores des constituants cytoplasmiques, notamment le sodium et le

potassium, est responsable de la mort cellulaire(34).
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Figure 4 : Modélisation tridimensionnelle du pore formé par I’Am B au sein de la

bicouche lipidique de la membrane fongique Am B : blanc(H), rouge(O), vert (C) ,bleu
(N), ergostérol : rose(36).

Elle agit aussi par la stimulation de la consommation d’oxygene et la transformation de
I’ATP en ADP en aboutissant a I’altération de la perméabilité cellulaire.
Elle présente une activité fongistatique a faible concentration et fongicide pour des
concentrations élevées (0.5 a 2 fois la CMI)(37).
Le role de ces antibiotiques polyéniques dans la perturbation de la dynamique des
échanges ioniques & travers la membrane a été mesuré par RMN *Na.
De plus, il semble que ’Am B favorise des réactions d’oxydation dommageable pour le
champignon.
Agissant simplement par ses propriétés physicochimiques, ’Am B n’entraine pas de
sélection de souche résistante, mais les résistances sont dues & une moindre concentration

de la membrane en stérols(18).

10
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external aqueous environment

phospholipid pore ergosterol or
molecules ¥ cholesterol

I
Hii

internal aqueous environment

7

membrane lipid bilayer
amphotericin B molecules
amphotericin B molecules

Figure 5 : structure schématique d’un pore Am B-stérol (38).

Figure 6 : A) un pore unique de plusieurs molécules AmB. B) double pore a la
taille d’une molécule de glucose (rayon = 4.6 °)(10).

11
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10 Spectre d’action

L’activité antifongique systémique de I’Am B s’exerce contre :

e des levures : Candida, Cryptococcus neoformans, Torulopsis glabrata ;
e des Aspergillus ;
o Blastomyces dermatitidis, coccidioide immitis ;

e Histoplasma capsulatum(39).

11 Indication
Ce sont les mycoses profondes, septicémique ou viscérales, a germes sensibles exemples :

e candidose genéralisée ou systémique = moniliase (septicémie, endocardite,
méningite parfois osteomyélite) ;

e aspergillose : aspergillome pulmonaire ;

e histoplasmose (lésion pulmonaire initiale, puis dissémination hématogéne,
ulcérations bucco-pharyngées, nécrose surrénalienne...) ;

e coccidioidomycose (atteinte pulmonaire initiale, puis dissémination, passage a la
chronicité = fiévre de San joaquim) ;

e cryptococcus (ou torulose) ;

e Dblastomycose nord américaine, et paracoccidioidomycose ou blastomycose sud-
américaine ;

e torulepsis, sporotrichoses ;

¢ miningo-encephalite amibienne primitive suraigué ;

e la leishmaniose cutanéomuqueuse sans étre le traitement de choix en premiére
intention(39,30,12).

12
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12 Contre-indications

FUNGIZONE® (amphotéricine B) est contre-indiqué chez les patients ayant des
antécédents d'hypersensibilité a I'amphotéricine B ou a I'un des ingrédients de la
préparation, sauf si I'avis du médecin la préconise ou sile pronostic vital est engagé et ne
peut étre traitée que par I'amphotéricineB(16).

Grossesse :

Compte tenu du bénéfice maternel attendu, ce médicament peut étre administré avec
précaution durant la grossesse. Une surveillance feetale et néonatale est recommandée en

raison du profil d'effet indésirable du produit (notamment surveillance rénale)(12).

13 Posologie

13.1 Traitements topiques

L’emploi de molécules antifongiques par voie topique peut étre justifié. En effet,
I’application de traitements locaux présente différents avantages comme :

* la diminution des effets systémiques de molécules potentiellement toxiques par voie
générale,

* I’induction d’un effet adjuvant complémentaire a la voie systémique,

* le traitement de 1ésions localisées(40).

13.2 Traitement général (Voie intraveineuse (perfusion))

Ce medicament devra étre administré en perfusion intraveineuse lente (environ 2 a
6 heures). La concentration pour la perfusion intraveineuse ne doit pas dépasser 0,1 mg/ml
(1 mg/10 ml).

Comme la tolérance varie beaucoup selon les patients, la posologie de I'amphotéricine B
doit étre individualisée et ajustée selon les besoins spécifiques de chaque patient (tels que

site et intensité de l'infection, agent étiologique, etc.). Compte tenu des risques allergiques.

13



Revue bibliographie

Chapitre |

e une dose-test initiale de 1 mg (1V lente).

e Dose habituelle 0.3 mg/kg/24 heures (perfusion 1V).

e Puis augmenter progressivement si besoin de 5 a 10 mg/24 heures jusqu’a 1

mag/kg/24heures(11,41).

Tableaul : Les différentes modalités de I’administration du Fungizone injectable(41).

Voie Présentation
ne pas injecter
par cette voie
Ne pas injecter
par cette voie
Poudre : flacon

Sous-cutanée

Intramusculaire

Intraveineuse

Préparation

administration

Reconstitution

Solvant : eau p.p.i

Dilution

Véhicule : glucosé 1V lente en 20

pour la dose test de 50mg. Volume : 10 ml 5%. a 30 minutes.
uniguement Volume:  20ml
pour 0,2ml de
produit
reconstitué.
Perfusion 1V Poudre : Solvant : eau p.p.i  Véhicule :glucosé IV en 2 a 6
flacon de Volume : 10 ml 5%. heures
50mg. Volume : 500ml

Il faut adapter la posologie en cas
-d’insuffisance cardio-pulmonaire.
-réaction sévere a la dose test(41).

Autres voie d’administration

L’administration est possible trés exceptionnellement (en complément des perfusions V)

en administration locale :

-Par voie intrarachidienne (0.5 mg x 1 a 2 fois /semaine dans les méningites a

cryptococcus).

-Par voie intrapéritoniale(10 a 30 mg dans les péritonites a candida).

-Par voie intrapleurale (10 & 30 mg dans les pleurésies a candida ou a aspergillus)(30).

NB : Une perfusion trop rapide du médicament risque d’abaisser la tension artérielle et de

provoquer une arythmie cardiaque (battements de cceur irréguliers).

Il est essentiel que les perfusions d’amphotéricine B soient suivies d’un traitement

d’entretien consistant en [’administration d’antifongiques oraux tels le fluconazole et

I’itraconazole(42).

14
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14 Précautions d’emploi

Meédicament toxique a n’utiliser qu’en milieu hospitalier spécialisé, sous surveillance
clinique et biologique stricte (fonction rénal, NFS, ionogramme plasmatique chaque
semaine, et si besoin détermination des concentrations plasmatiques du médicament).
Associer a un traitement préalable par aspirine ou paracétamol (60 minutes avant la
perfusion), hydrocortisone (25 a 50 mg en IV directe juste avant la perfusion).

Insuffisance rénale (uniquement si indication vitale) : réduire la posologie ou espacer

les perfusions, et déterminer les taux de I’Am B si possible — arrét si la

créatininémie > 30mg/1(30).

15 Effets indésirables des antifongiques systémiques
15.1 Reéactions liées a la perfusion

Pour les effets généraux lies a la perfusion, il s’agit, de fiévre, de nausées, de
vomissements et de céphalees... Plus localement, on peut signaler des phlébites dont
I’incidence peut étre réduite en respectant :

- les concentrations maximales recommandées,

- une durée minimale d’administration de 4 heures,

-en variant les sites d’administration, et notamment en utilisant un site veineux a gros

débit sanguin ou une voie veineuse centrale (25).

15.2 La toxicité rénale

La toxicité renale constitue un facteur limitant 1’utilisation de I’AmB. Elle est consécutive
a une diminution du débit de filtration glomérulaire et se manifeste par une augmentation
de la créatininémie. L’amB peut bien évidemment étre seule responsable de cette toxicité,
mais les formes séveres sont plus souvent dues a un cumul de facteurs de risque :
association avec d’autres médicaments néphrotoxiques tels que ciclosporine ou tacrolimus,
les médicaments des patients greffés et sujets a des infections fongiques opportunistes. Les
sels de platine utilises pour traiter certains patients cancéreux également prédisposes aux

infections fongiques...

15
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Cet effet indésirable peut étre diminue en intensité et en fréquence par des mesures
d’hyperhydratation, avec 500 ml d’un soluté massif injectable isotonique, le NaCl 0,9 %
par exemple. Il justifie le suivi quotidien de la fonction rénale pendant les deux premiéres

semaines puis un suivi hebdomadaire (25).
15.3 Troubles électrolytiques dus a ’Am B

L’augmentation de la perméabilité de la membrane tubulaire distale est responsable de
fuites ioniques de potassium, de magnésium... Ces fuites nécessitent des supplémentations.
Bien que I’hypokaliémie soit en général présente a ’esprit, il ne faut pas oublier le
magnésium, d’autant que I’hypokaliémie ne peut étre corrigée si I’hypomagnésémie
persiste. Ces effets indésirables conduisent a une surveillance de I’ionogramme sanguin

avant instauration du traitement puis de facon bihebdomadaire(25).

15.4 Anémie sous Am B

L’anémie est relativement fréquente. Caractérisée par une normochromie et une
normocytose, elle peut survenir jusqu’a une dizaine de semaines apres 1’instauration du
traitement. Cette anémie doit étre dépistée en réalisant une numération-formule sanguine
une fois par semaine(25).

Enfin, bien que rares, des réactions allergiques séveres, jusqu’au choc anaphylactique
peuvent survenir. Elles sont détectées par 1’administration du premier milligramme d’AmB
avec prudence, donc lentement, sous surveillance étroite. Si aucune réaction d’intolérance
n’apparait durant les 30 premicres minutes, le risque de choc peut en principe €tre écarte,
et la perfusion étre menée a son terme(25).

La fréquence de la toxicité rénale de I’Am B a conduit au développement de formulations
lipidiques mieux tolérées. Les formulations ainsi développées ont abouti a trois
conformations : des rubans lipidiques (ABLC, commercialisés sous le nom de spécialité
Abelcet®), des discoides (ABCD, un temps disponible sous le nom d’Amphotec®,
finalement non commercialise) et, le plus abouti au plan galénique, des liposomes,
commercialises sous le nom d’AmBisome®(25).

Sur le plan du devenir dans l’organisme, les formulations lipidiques d’AmB sont

caractérisees par une captation rapide par le systeme réticulo-endothélial(25).
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16 La résistance

La résistance aux polyenes résulte soit d’une réduction quantitative, soit d’une altération de
la nature de 1’ergostérol membranaire, avec pour conséquence, une diminution de liaison
polyéne-ergostérol. L’utilisation antérieure de dérivés azolés, capable d’interférer avec la
synthése d’ergostérol, peut induire de résistance aux polyeénes. La chimiothérapie et la
radiothérapie ont ¢été incriminées dans 1’acquisition de résistance chez les patients
immunocompromis n’ayant jamais recu d’antifongique antérieurement. En fait, un des
mécanismes d’action invoqué pour les polyénes est I’oxydation 1étale pour les cellules
fongiques. Des traitements de conditionnement par chimiothérapie ou radiothérapie
peuvent générer, par mutation, des cellules fongiques capables de résister aux effets

toxiques des superoxydes(33).

17 Interactions médicamenteuses

Les risques d'interactions sont liés aux effets néphrotoxiques, hypokaliémiques et

hématotoxiques de I'amphotéricine B(11).

17.1 Interactions déconseillées

o Meédicaments donnant des torsades de pointes (terfénadine, vincamine, astémizole,
bépridil, érythromycine IV, halofantrine, pentamidine, sparfloxacine, sultopride) :
I'nypokaliémie est un facteur favorisant de méme que la bradycardie et un espace
QT long préexistant. Utiliser des substances ne présentant pas l'inconvénient

d'entrainer des torsades de pointes en cas d'hypokaliémie (11,12).

17
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17.2 Interactions nécessitant des précautions d'emploi

o Digitaliques : hypokaliémie favorisant les effets toxiques des digitaliques.
Surveillance de la kaliémie et, s'il y a lieu, de I'ECG.

o Médicaments hypokaliémiants : diurétiques hypokaliémiants (seuls ou associés),
laxatifs stimulants, gluco et minéralocorticoides (voie générale), tétracosactide :
risque majoré d'hypokaliémie (effet additif). Surveillance de la kaliémie et si besoin
correction, a prendre particulierement en compte en cas de thérapeutique digitalique
associee.

» Médicaments donnant des torsades de pointes (amiodarone, brétylium,

o disopyramide, quinidinique, sotalol) : prévention de I'hnypokaliémie et, si besoin,
correction.

Surveillance de [l'espace QT. En cas de torsades, ne pas administrer

d'antiarythmique (entrainement électrosystolique)(11,12).

17.3 Interactions a prendre en compte

e Zidovudine : augmentation de la toxicité hématologique (addition d'effets de
toxicité médullaire). Contréle plus fréquent de I'hnémogramme.

o Aminosides : risque accru de néphrotoxicité.

« Ciclosporine, tacrolimus : augmentation de la créatinine plus importante que sous
I'immunodépresseur seul (synergie des effets néphrotoxiques des deux substances)
(112).

18 Toxicologie

Une autre propriété importante de I'amphotéricine B est sa toxicité relativement élevée
pour les cellules de mammiféres lorsqu'elle est administrée par injection intraveineuse.
D'aprés les études sur les cellules animales et sur les animaux, l'activité de I'Am B dépend
de sa concentration. Cette activité se manifeste si la concentration d'Am B est supérieure a
sa concentration micellaire critique (CMC) a partir de laquelle la forme agrégée de I'Am B

apparait (43).

18
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Il est possible que les structures de pores, dans lesquels on trouve un assemblage
multimoléculaire hydrophobe de molécules de cholestérol ou d'ergostérol et d'antibiotique,
soient formées plus facilement a partir des agrégats d'/Am B. Malheureusement, la toxicité
de l'antibiotique dépend aussi fortement de la dose administrée. Cependant, la dose
quotidienne maximale d'/Am B, limitée a 1,0 mg/kg, peut étre insuffisante pour un

traitement clinique efficace (43).

18.1 Symptdmes et traitements du surdosage

Le surdosage a l'amphotéricine B peut provoquer un arrét cardiaque ou un arrét
cardiorespiratoire potentiellement mortel. Lorsqu'on soupconne un surdosage, il faut
arréter le traitement et surveiller I'état cliniqgue du patient (par exemple: fonctions
cardiorespiratoire, rénale et hépatique, résultats hématologiques, électrolytes sériques) et
administrer le traitement de soutien, si cela est nécessaire. L'amphotéricine B ne peut étre
éliminée par hémodialyse. Il faut stabiliser I'état du patient et corriger les carences

électrolytiques avant d'amorcer de nouveau le traitement(16).

18.2 Mode d’action toxique

L’Am B lié également aux composants de cholestérol des cellules mammiféres et donc est
généralement associée aux événements défavorables toxiques, méme si I’amphotéricine B
se fixe préférentiellement a I’ergostérol des cellules fongiques, elle a également une action
sur le cholestérol des membranes des cellules animales (Figure N°07), conduisant a une
toxicité importante, notamment rénale, mais avec une faible affinité pour le cholestérol par
rapport a I’ergostérol .Elle pourrait étre responsable d’une réaction oxydative et stimulation
de I’'immunité cellulaire de 1’hote. Elle stimulerait les lymphocytes, les macrophages, et les
polynucléaires neutrophiles et induirait la production d’interleukine-1 et du TNF o(44,45).
Cette toxicité est due partiellement a la peroxydation lipidique exercée par I’amphotéricine
B au niveau des membranes cellulaires.

La peroxydation lipidique est un phénoméne général qui se produit des la présence de
I’oxygene. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine
sont concernés(46).

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénomene également trés important. Les
membranes des cellules sont particuliérement riches en acides gras polyinsaturés (30 a 50

%) présents dans les phospholipides, les sphingolipides et les cardiolipides(46).
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La lipoperoxydation des membranes va altérer leur fonctionnalité (modification de leur

perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...) (46).
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Figure 7:Interaction Am B- cholestérol (47).

Cette observation a orienté les chercheurs vers le choix des antioxydants pour piéger les
radicaux libres afin de protéger ou bien empécher la propagation de ce mécanisme de
dommage irréversible.

En effet ANDREWS et coll., (1977) ainsi que BEGGS et coll., (1977), ont montré que
I’addition de quelques antioxydants (n-propyl gallate, hydroxyanisolebutyle,
hydroxytoluénebutylé, acide nordihydroguaiarétique et 1’acide D-a-tocopherolsuccinate)
avec I’AmB permet de stabiliser la molécule d’AmB contre 1’autodégradation afin de
prolonger I’activité antifongique vis-a-vis de C. albicans (35).

Dans notre travail, nous avons associé le sérum albumine a I’amphotericineB pourétudier

et évaluer ’effet anti oxydant de I’albumine sur la toxicité du fungizone®.

20



Chapitre II
Globule rouge




Revue bibliographie Chapitre 11

1 Histoire

Décrit pour la premiere fois en 1674 sous le terme de globule rouge par le hollandais
Leeuwenhoek, I'érythrocyte ou hématie est une cellule mature formée dans la moelle

osseuse lors du processus de I'érythropoiése(48).

Les érythrocytes ou hématies sont les globules rouges, transporteurs d'oxygéne,
approvisionnant tous les processus métaboliques de I'organisme.

Ce sont, avec les plaquettes, les seules cellules anucléées du systéme sanguin. Leur forme
physiologique de disque avec un gros bourrelet périphérique traduit un rapport surface-
volume excédentaire et leur fournit une deformabilité optimale(49).

La durée de vie des érythrocytes de circulation est limitée prés de100-120jours(50).

2 Structure du globule rouge

Le globule rouge, cellule mature de la lignée érythrocytaire, a la forme d’une
lentillebiconcave.son diamétre est de 8um. C’est une cellule anucléé .elle prend une

coloration rose vive au MGG, avec en son centre, une zone plus claire.

Le globule rouge est souvent comparé a un "sac" contenant de I'némoglobine et les
molécules énergétiques indispensables & sa survie. Sa structure se décompose

schématiquement en trois éléments : la membrane, les enzymes, et I'némoglobine(51).

Vue de surface

Vue de coupe

Figure 8 : Structure du globule rouge(51) .
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2.1 Lamembrane

2.1.1 Structure de la membrane érythrocytaire

La membrane d'érythrocyte a été intensivement étudiée, comme systeme modéle de

membrane et pour étudier son réle dans I'échange et le transport de gaz(51) .

La membrane est composée de 40 % de lipides, de 52 % de protéines et de 8 % de
glucides(52).

2.1.1.1 Lipides

Les phospholipides sont les constituants principaux des membranes biologiques, et leur

classe principale est les glycerophospholipids.

En 1972, SIGER et NICOLSON ont proposé le modéle de « la mosaique fluide » pour
la structure de membrane, qui suggéré que les membranes soient des structures
dynamiques composées des protéines et des phospholipides dans une matrice a double

couche phospholipidiques(52).

La membrane érythrocytaire comporte des protéines et des lipides intriqués dans une
structure complexe.

Les lipides (65 % de phospholipides, 25 % de cholestérol non estérifié, 10 % de
glycolipides) sont répartis en double couche de 40 A° d'épaisseur avec des
groupements non polaires hydrophobes se faisant face tandis que les groupements
polaires hydrophiles sont rejetés vers l'extérieur.

» Dans cette bicouche phospholipidique baignent de volumineuses molécules
protéiques enchassées plus ou moins profondément dans les deux feuillets lipidiques.
Du c6té interne, le réseau protéique constitue le cytosquelette qui confére la forme
discocytaire au globule rouge, assure sa grande déformabilité.

Du cO6té externe, se situent les récepteurs et les motifs antigéniques du globule

rouge(51).

23



Revue bibliographie Chapitre 11

2.1.1.2 Protéines
+ Cytosquelette :

Le cytosquelette est a la base de beaucoup d'aspects de la physiologie de cellules, y
compris la mitose, la division de cellules, la commande de volume, la rigidité de
cellules, la polarité de cellules et la matrice extracellulaire.

Ces évenements effectuent a leur tour le développement et la différentiation du tissu.
Le cytosquelette recoit, intégre et transmet des selections de signalisation
intracellulaires et extracellulaires(54).

Le squelette protéique comporte 3 protéines principales : la spectrine, I'Actine ou
protéine 5 et la protéine 4.1.

La spectrine est en réalité formée de deux chaines polypeptidiques différentes
nommeées alpha et bétaqui sont polymérisées sous formes de tétrameéres qui
soutiennent la couche phospholipoprotéique membranaire grace a des liaisons avec les
protéines 3 (via I'Ankyrine) et avec les glycophorines (via la protéine 4/1 et I'Actine).

Toutes ces protéines peuvent étre phosphorylées(55).
4+ Protéines transmembranaire :

Les protéines transmembranaires jouent un réle essentiel dans les échanges du globule

rouge avec le milieu extérieur.

Les plus importantes sont les ATPases Na+/K+ dépendantes qui permettent le transport
actif des cations Na+ et K+, le ATPases Ca++ dépendantes et aussi elles permettent le

transport des anions, de I'eau et du glucose. (Figure9)
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Figure 9: Schéma représentative de la structure de la membrane érythrocytaire(55).

2.1.2 Propriétés de la membrane

2.1.2.1 Asymétrie

Toutes les membranes biologiques sont constituées de deux feuillets dont les compositions
lipidiques sont différentes, sauf le cholestérol qui se trouve en quantité équivalente pouvant

basculer facilement de 1’un a ’autre.

o Le feuillet interne est caractérisé par les phosphatidyl-sérine (amphotére) et
phosphatidyl-éthanol-amine (Charge négative).
o Le feuillet externe est caractérisé par la sphingomyéline (charge négative) et la

phosphatidyl-choline (charge négative).

L’asymétrie des lipides entraine ainsi une asymétrie de la charge globale de chaque
feuillet. On visualise également une asymétrie des protéines présente dans la double
couche phospholipidique; ces protéines participent a caractériser les propriétés de la

membrane, que cela soit du c6té intracellulaire ou extracellulaire.

La plus grande asymétrie est celle présente au niveau des glucides, en effet tous les
motifs glucidiques sont localisés sur le feuillet externe de la membrane plasmique.
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« L’arbre glucidique » présent au niveau du feuillet externe de la membrane

plasmique forme ce que I’on appelle le glycocalix »(56).

2.1.2.2 Fluidité

La mobilité des lipides est nécessaire pour I’activité cellulaire. Ils peuvent se mouvoir de
différentes maniéres au sein de la membrane : rotation, diffusion latéral et flip flop
(passaged’un feuillet a ’autre).
Certaines protéines vont étre bloquées par des structures intracellulaires ou extracellulaires
via des interactions protéines-protéines ou interactions avec le cytosquelette.
La fluidité membranaire intervient dans différentes fonctions cellulaires : absorption,
sécrétion, protection, adhérence, communication, interaction avec la matrice, etc.
La fluidité est influencée par différents facteurs, des facteurs externes comme la
température (une augmentation de la température entraine la fluidification de la membrane)

et des facteurs internes :

o La composition en acides-gras : Plus les chaines carbonées des acides-gras sont
courtes et insaturées plus la membrane est fluide.

o La proportion de cholestérol : Le cholestérol renforce la solidité et rigidité
membranaire et correspond jusqu’a 50% des lipides totaux de la membrane.

o Le nombre de protéines : Les protéines diminuent la fluidité membranaire(56).
2.1.3 Echanges transmembranaires

Les échanges a travers la membrane sont essentiellement de deux ordres : par diffusion
simple, et par un processus actif agissant contre un gradient de concentration.
a) La diffusion simple : intéresse I'eau et les anions inorganiques et semble
se faire a travers des pores de la membrane, dont le diametre serait de I'ordre de 3,5 a
4,5 A°(57).
Le transport passif se a travers des «pores» de la membrane suivant le gradient
de concentration des ions(58).
b) Transport actifs: différents types de transporteurs actifs primaires sont
décrits dans la membrane du globule rouge. La pompe Na+/K+ permet le
maintien d'une forte concentration intracellulaire en potassium (environ 140

mM) et d'une faible concentration en sodium (environ 10 mM).
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Les échanges des cations se font pour leur plus grande part, par mécanisme
actif.
Les concentrations en Na+ et K+ intracellulaires sont maintenues par un systeme complexe
de « pompes a sodium- rejetant vers I'extérieur le sodium ayant pénétré passivement dans
I'érythrocyte et maintenant le K+ a l'intérieur de celui-ci.
Ce processus actif demande un apport énergétique fourni essentiellement par I'ATP, il
agirait par une modification conformationelle exposant alternativement des sites d'affinité
pour le Na+ et le K+ vers les deux faces de la membrane, modification s'accompagnant
d'un changement d'affinité des sites, tels que trois Na+ sont rejetés vers I'extérieur en
échange de deux K+ maintenus dans l'intérieur.
Un second systéeme d'échange constitue le co-transport Na+ K+. Ce systéeme
estbidirectionnel et transporte Na+ et K+ vers et en dehors de la cellule. Le passage d'un
ion a travers la membrane est obligatoirement dépendant de la présence du second ion du

méme coté de la membrane(59).
2.2 L’hémoglobine

Pendant plus de 100 ans, on a connu 1'hémoglobine comme la molécule a gaz c’est la
molécule trouvée dans des globules rouges qui est responsable de livrer I'oxygene aux
tissus et enlever par la suite le dioxyde de carbone. Elle est présente en grande

concentration dans les érythrocytes(60)(61).

Figure 10 :paires de chaines polypeptidiques Contenant une porphyrine contenant un
atome de Fer (62).
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On trouve au cceur de la molécule un cycle hétérogeneporphyrigue (noyau tétrapyrrolique),

I'hneme contient un ion de fer, cet ion est le site de fixation de I'oxygéne.

L'ion ferreux établit 5/6 liaisons de coordinence : quatre avec les quatre N de I'hnéme, une
avec le N d'un acide aminé de la chaine polypeptidique (I'histidine) et dans la forme

oxygénée une liaison avec I’dioxygene(O,).

Etant donné qu'une sous-unité de I'némoglobine est formée par un héme enfermé dans une
protéine globulaire le nom est tres logique : « hémoglobine ». Il y a de nombreuses

protéines contenant un héme, mais I'hémoglobine en est la plus connue(48).
Le fer peut exister sous 2 formes dans la molécule :

« sous forme ferreuse, ion Fe?* : seule forme active de I'hémoglobine humaine. On
parle d'oxyhémoglobine. (interaction réversible avec O,).

« sous forme ferrique, ion Fe** : on parle de méthémoglobine.

On peut parler du pouvoir oxyphorique de I'némoglobine. Ceci correspond a la quantité de
dioxygeéne qu'elle peut fixer. Cette valeur est de 1,34 ml d'O2/g d'Hb (48).

Figure 11: molécule de 1’héme(48)
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3 Physiologie du globule rouge
3.1 Erythropoigse

Erythropoiése (du grec «erythro» qui signifie «rouge» et «poiétique» qui signifie «faire»)
est le processus qui produit des globules rouges (érythrocytes). Elle est stimulée par une
diminution de I'O2 dans la circulation, ce qui est détecté par les reins, qui vont ensuite
sécretent I'normone érythropoiétine. Cette hormone stimule la prolifération et la
différenciation des précurseurs des globules rouges, ce qui active I'érythropoiése
augmentée dans les tissus hématopoiétiques, produisant finalement les cellules du
sang(63).

Tableau?2 : Valeurs normaux de la ligne érythrocytaire(64).

Unités Enfant Homme Femme
(3ans)
Hématies Nombre en 4-5,2 4,5-5,7 4,2-5,2
millions/mm?
Hémoglobine g/dl 12-14 13-17 12-15
Hématocrite Femtolitre (f) 74-88 80-100 80-100
VGM Picogramme (pg) 24-30 27-32
TCMH % 28-33 32-35 32-35
Réticulocytes Nombre/mm? 20000- 20000- 20000-
80000 80000 80000

3.2 L’homéostasie de globule rouge

L'entretien de I'homéostasie cellulaire de volume est essentiel pour la survie de
I'érythrocyte. La perturbation de cette homéostasie, ¢’est un dispositif de plusieurs anémies

hérités, mene aux érythrocytes anormaux.

Les interactions complexes entre les corps dissous, leur charge nette, la conductibilité de
la membrane aux anions et aux cations monovalents, la superficie de membrane, et les
voies de transport d'ion déterminent le statut d'hydratation d'érythrocyte, y compris le

contenu d'ion et la concentration en hémoglobine (65).
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Plusieurs voies negocient I'noméostasie de I'eau et de corps dissous en cellules rouges
normales, ou le volume cellulaire est principalement commandé par l'intermédiaire du
reglement du contenu monovalent de cation. La pompe d’ATPase de potassium de sodium
(Na+/K+ ATPase) maintient le bas sodium intracellulaire, et la composition élevée de
potassium érythrocytaire en transportant activement le sodium hors et le potassium dans la
cellule. Toute déshydratation intracellulaire, augmente la viscosité et fragilise la
cellule(65).

3.3 Parametres pour étudier un GR

Le taux d’hémoglobine est exprimé en grammes par décilitre (g/dL).
Le taux normal d’hémoglobine dépend de I'age et, & partir de I'adolescence, du sexe de

la personne. Les valeurs normales sont les suivantes :

o Nouveau-né:17a22g/dL

e Bébé d’une semaine : 15220 g/ dL

e Bébé d’un mois : 11 a 15gm/dL

e Enfant:11a13g/dl

e Adulte homme:14a18¢g/dL

e Adulte femme :12a16 g/ dl

e Homme d'age mdr : de 12,4a 14,99/ dl
e Femme d'adge mdr : de 11,7a13,8g/dl.

Une des constantes principales du globule rouge est le VGM ou volume globulaire moyen
Le VGM est actuellement mesuré directement par les appareils automatiques lors d'un
hémogramme:

Le V.G.M définit la normocytose (VGM de 80 a 100 fl), la microcytose (VGM< a 80 fl)
et la macrocytose (VGM> & 100 fl).

* Autres constantes du globule rouge :

La teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TCMH). C'est une valeur calculée; rapport
de I'némoglobine sur le nombre de globules rouges, la TCMH définit la normochromie
(TGMH de 27 a 33 pg/ ¢) et I'nypochromie (TCMH < a 27 pg/c).

La concentration corpusculaire hémoglobinique moyenne (CCHM ou CCMH) =32 a

36 g/dl (= concentration en Hb dans 100 ml de GR)
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Hypochromie : < 32 g/dl définit les anémies hypochromes

Normochromie : 32 — 36 g/dl définit les anémies normochromes

» Réticulocytes = 0.5 — 2% des GR (20 — 80 G/L) ont une durée de vie de 3j, et
contiennent encore quelques organites. Leur détermination va définir les capacités de
régénération de la moelle osseuse. Une anémie est regénérative si les réticulocytes sont >

150 G/L (sinon =anémie non régénérative)(65).

4 Fonction

Les érythrocytes transportent le dioxygene (O2) des poumons a toutes les cellules de

I'organisme et une partie du dioxyde de carbone (CO2) des cellules aux poumons.

Les globules rouges sont responsables des groupes sanguins, car ils en portent les antigenes

en surface des cellules(49).
4.1 Métabolisme du globule rouge

4 Maintenir en activité un systeme réducteur puissant NADH-NADPH :
En effet ce systéme est nécessaire pour que I'Hb soit protégé contre I'oxydation de ses
constituants (fer et globine). Dans ce systeme, le NADH est fourni par la voie principale
de la glycolyse et le NADPH est fourni exclusivement par la voie accessoire.

+ Production de I'ATP : celui-ci est nécessaire au bon fonctionnement de la
pompe Na+/K+ et par conséquent a I'équilibre osmotiqgue du GR (lutte contre
I’hyperhydratation). Il est fourni par la glycolyse essentiellement assurée par la voie

principale(66).

31



Chapitre 111
L hemolyse



Revue bibliographie Chapitre 111

1 Définition

C’est la destruction prématurée des globules rouges, quand leurs durée de vie est de moins
de 100 jours, plutét que de 120 jours, qui ont un laps de temps normal. Une anémie va
apparaitre si la moelle ne réussit pas a compenser ; il résulte une libération d'hémoglobine

et du contenu intracellulaire dans le plasma(67).

2 Lessignes de la sénescence érythrocytaire
2.1 La modification du métabolisme énergétique

Les GR étant dépourvus d'appareil de synthése, il a été proposé qu'une diminution
progressive de l'activité des enzymes érythrocytaires entraineraient secondairement une
diminution de I'ATP et également du 2-3 DPG tout comme celle du NADH et NADPH,
d'ou la sensibilité accrue des hématies aux agents oxydants altérants la structure et la
fonction de la membrane et de I'némoglobine(50).

2.2 Modification de la membrane et du contenu

Trouble des échanges ioniques (du a la diminution de ATP) : Elle est assurée par
I'équilibre du flux ionique (Na et K), lui méme contrdlé par la pompe Na+K+ ATP
dépendante la modification des flux ioniques, avec augmentation du Ca (et du sodium) et
diminution du potassium intracellulaire, induisant une déshydratation et une diminution de

la déformabilité (diminution de l'activité des canaux calciques)(68).
2.3 Altération de la membrane

Diminution de la charge négative de la membrane, par perte progressive d'acide sialique
sur la partie externe des glycoprotéines membranaires, facilitant la phagocytose par les
macrophages(68).

2.4 Catabolisme de ’hémoglobine

L'auto oxydation d'héemoglobine (Hb) est la source principale d'espéce réactive de

I'oxygéne a l'intérieur des érythrocytes.
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Dans des conditions normales, un tres peu de 1'oxygene attaché au fer de 1’heme de Hb
dissocie comme anion de super-oxyde partant de I’héme ferrique. Ceci explique
pourquoi, dans les personnes normales, 1 2% de Hb sont présents comme MetHb(69).

Le stress oxydant cause des changements sur le globule rouge dont le désordre de
cytosquelette et la perte d'asymétrie lipidique.

Ces cellules deviennent plus rigides et subissent, ainsi, la lyse libérant plus facilement
I'espece cytotoxique dans la vascularisation ; dégagement de 1’hémoglobine oxydé de GR,
L’héme-Fe et le fer(70).

Des modifications oxydantes de GR ont été rapportées dans plusieurs maladies
inflammatoires chroniques telles que l'athérosclérose, la maladie de l'artere coronaire, le

syndrome métabolique, et la sclérose en plaques(70).

Héme — 5 Bilirubine
Albumine

v
Glycuro-conjugaison (foie)

v

|

Meétabolisme rénal et intestinal

Excrétion biliaire

(Systemes bactériens)

Stercobilinogene (pigment brun)

l

Urobilines

Figure 12 : catabolisme de I’hémoglobine (70).
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3 Site d’hémolyse
3.1 L’hémolyse extravasculaire (physiologique)

L’hémolyse extravasculaire, di a I'ingestion de globule rouge par des cellules du systéme
mononucléaire de phagocyte (par exemple, cellules de Kupffer dans le foie et les
macrophages spléniques), est un mécanisme particulierement important pour dégager tous

globule rouge normalement sénescent(71).

3.2 L’hémolyse intra vasculaire (pathologique)

3.2.1 Hémolyse par anomalies de membrane du GR
v" Sphérocytose héréditaire

La sphérocytose héréditaire, caractérisée par la déformation sphérique des globules rouges,
est la plus fréquente des anomalies de la membrane érythrocytaire en Europe du nord ; La
mutation du gene ANK 1, codant pour I'ankyrine, est la plus fréquente (environ 60 % des
cas) et est responsable de formes cliniguement manifestes de SH, de transmission
dominante(72).

v" L'elliptocytose héréditaire

Il s'agit d'une affection généralement transmise sur un mode autosomique dominant,

caractérisée par la présence de globules rouges elliptiques(72).
v' la poikilocytose transitoire de la prime enfance

Il s'agit de formes hétérozygotes simples, qui pour des raisons encore mal connues et non

prévisibles, associent une anémie hémolytique sévere a une fragmentation(72).
v’ La poikilocytose des états homozygotes

L'homozygotie pour une mutation sur le géne alpha de la spectrine ou celui de la protéine
4.1 a été décrite a maintes reprises. Elle donne lieu a une anémie sévére des les premiers

jours de vie, souvent transfusion dépendante jusqu'a la splénectomie (72).
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v’ La stomatocytose héréditaire :

Les stomatocytoses héréditaires sont des maladies de la perméabilité membranaires aux
cations Na* et K*. Elles ont été initialement identifiées par la présence de stomatocytes sur
le frottis sanguin. Les stomatocytes sont des globules rouges avec un centre clair, non plus
circulaire, mais limité a une barre en forme de bouche. Il existe deux formes de
stomatocytoses héréditaires, l'une s'accompagnant d'une hyperhydratation des hématies,

tandis que dans l'autre forme les globules rouges sont déshydratés(73).
v L'ovalocytose du Sud-Est asiatique

Il s'agit d'un trait asymptomatique a I'état hétérozygote, tres répandu dans une région
s'étendant de la Thailande a la Mélanésie. Il se caractérise par la présence de stomato-
ovalocytes sur le frottis sans autre anomalie hématologique, avec une perte totale de

déformabilité élastique a I'ektacytométrie(74).
3.2.2 Hémolyse par déficit enzymatique

e Déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase, ou déficit en G6PD,

C’est le déficit enzymatique le plus répandu dans le monde, se caractérisant par une
destruction des globules rouges (hémolyse).La maladie est transmise génétiquement sur le

mode récessif, lié¢ au chromosome sexuel X ou se situe le géne G6PD produisant I'enzyme.

Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase bloque la premiére réaction d'oxydation
de la voie des pentoses phosphates. Ainsi, la sous-production de NADPH qui en résulte,

réduit fortement les capacités cellulaires a lutter contre le stress oxydant
e Déficit en pyruvate kinase :

La Pyruvate Kinase convertit le Phosphoénol Pyruvate en lactate, en générant de I'ATP.

Il existe quatre iso enzymes différentes, générées par l'utilisation de deux promoteurs
alternatifs de deux génes distincts (LR et M2), qui ont une expression variable dans les
divers tissus:

L'isoforme LR est unique aux globules rouges, et remplace progressivement I'isoforme M2
trouvée dans les progénituresérythroides précoces.

Le géne de la PK de type M est localisé sur le chr.15 et de type R est localise sur le Chr. 1.
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e Déficit en pyrimidine 5' nucléotidase

C'est la troisieme cause la plus fréquente de déficit enzymatique entrainant une hémolyse.
Cette enzyme participe a la dégradation de I'ARN dans les réticulocytes. L'accumulation de
pyrimidines dans les globules rouges semble toxique et responsable de I'hémolyse.

Héredité autosomale récessive (74).

3.2.3 Hémolyse d’origine iatrogéne

Divers médicaments sont responsable d’hémolyse ; nous citons en premier lieux
I’ Amphotericine B qui a fait I’objet de notre étude notamment pour son effet toxique sur le
globule rouge, nous citons également d’autre médicament qui ont un effet hémolytique
dont :

-Plusieurs antipaludéens (quinine et dérivés).

-Sulfamides et sulfones.

-Nombreux anti infectieux (sulfamides, quinolones, nitrofurantoines et autres)

-Divers composants comme: vitamine C, bleu de méthyléne, analgésiques

antipyrétiques, toxiques (naphtaline, nitrates...) (75)

4 Diagnostique de ’'hémolyse

Lorsqu’il y a hémolyse, on trouve les résultats suivants :

+ taux sérique accru de lactatedéshydrogénase (LDH), enzyme présente en grande
quantité dans les globules rouges et qui est libérée lors de leur destruction ;

4+ taux réduit d’haptoglobine, protéine qui lie I’hémoglobine relachée dans le plasma
lors de I’hémolyse ;

+ taux de bilirubine indirecte augmenté (surtout lorsque I’hémolyse est grave ou
chronique)(75).
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1 Définition

Egalement appelée sérum albumine, I'albumine sérique est I'un des composants du plasma
sanguin. 1l s'agit d'une protéine fabriquée par le foie et qui joue un réle dans le transport
des liquides dans les vaisseaux sanguins et leur répartition entre tissus et vaisseaux. Un
taux d'albumine sérique trop bas provoque des cedémes. Un taux trop €levé est signe de
déshydratation. Nommé albuminémie, il est établi lors d'une prise de sang. Dans tous les
cas, la nutrition joue un réle primordial dans la production de I'alboumine sérique(76).

2 Synthése de I’albumine

L'albumine est synthétisée par le foie et représente 50% de I'ensemble des protéines
plasmatiques. La synthese de cette protéine est soumise a une régulation tres fine par le
statut nutritionnel, I'insuline, le cortisol, le glucagon ou les hormones thyroidiennes. La
demi-vie est de deux a trois semaines puis la molécule est catabolisée par le systéme

réticulo-endothélial (76).

L’albumine est synthétisée a raison de 10-15 g/j qui sont déversés presque intégralement
dans la circulation et se répartissent entre le plasma et ensuite par diffusion dans les tissus

interstitiaux (5% par heure) d'ou ils sont résorbeés par le systeme lymphatique (77).

3 Le metabolisme de I'albumine chez un sujet sain

L'albuminémie est en fonction du taux de synthése et de dégradation de I'albumine, mais
aussi de sa distribution entre le milieu intravasculaire et extravasculaire. Chez I'Homme le
milieu intravasculaire contient environ 40% de I'albumine totale, et le milieu
extravasculaire environ 60%. Le milieu extravasculaire est formé de deux compartiments.
Le premier est composé des tissus a capillaires sanguins discontinus: fenestrés (villosités
de l'intestin gréle, glomérules rénaux, glandes endocrines) ou sinusoides (foie, rate, 0s). Il a
le temps de distribution de I'albumine le plus rapide. Le deuxieme compartiment est
composé des tissus a capillaires continus (muscles lisses et squelettiques, peau). La

distribution de I'albumine y est plus longue(77).

39



Revue bibliographie Chapitre 1V

4 Ladégradation de I'albumine

Sa dégradation est importante, notamment par rapport aux autres protéines plasmatiques.
Elle représente par exemple chez 'Homme 4% du taux total en albumine par jour. Elle est
cependant compensée par sa haute concentration plasmatique. Le catabolisme de
I'albumine a lieu dans la plupart des organes. Il est montré que 40 a 60% de la dégradation
était d'origine musculaire et dermatologique, moins de 15% était d'origine hépatique,

environ 10% était d'origine rénale, et que 10% était d'origine intestinale(78)

5 Structure

La protéine, qui est chargée négativement avec un poids moléculaire de 69 kDa, Est
composée d’une chaine d’acides amines organisée en plusieurs hélices alpha. Le centre de
la molécule est composée de radicaux hydrophobes alors que les extrémités contiennent

éléments hydrophiles, sites de liaison pour de nombreux ligands(79).

Figure 13: Représentions tridimensionnelle de I'albumine.

Un Tiers de ’albumine totale se situe dans le secteur intra vasculaire et deux tiers en

extravasculaire (principalement au contact de la peau)(79).
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6 Fonctions

Les principales fonctions de 1’albumine intra vasculaire sont le maintien de la pression
oncotique, la liaison a d’autres molécules (ions, protéines et bilirubine) pour leur transport
ou leur dégradation ainsi qu’une action anti oxydante, un retentissement sur 1’équilibre
acide base et une action protectrice sur le complexe fonctionnel de la membrane capillaire

(association fonctionnel du glycocalyx et de 1’endothélium capillaire)(80).

Comme pour toutes les autres protéines plasmatiques avec un poids moléculaire élevé, le

passage vers le secteur extravasculaire est faible.

Sa forte concentration plasmatique joue un réle prépondérant dans 1’établissement et le
maintien de la pression oncotique du plasma. Elle participe ainsi a la régulation de la

volémie.

En effet, les échanges transcapillaires sont régis par la loi de Starling et font intervenir les
pressions hydrostatiques et colloido-osmotique plasmatiques ;I’albumine assure 70 a 80%
de la valeur de cette derniéere(80).

Tableau 3 : les différentes fonctions de 1’albumine(80).

Fonction de I’albumine

Vasculaire Transport Métabolique
- Pression oncotique. -Hormones(stéroide, -Equilibre acido-basique
- Intégrité vasculaire thyroxine) - Antioxydant.
- Acides gras - Anti-inflammatoire.
- Bilirubine

- Acides biliaires.
- Métaux (Zinc, Ca,

Mag).
- Médicament (diazepam).
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7 Hypoalbuminémie

L’hypoalbuminemie se définit par un taux inferieur a 35 g/L. Le retentissement clinique

devient important pour des taux inferieurs a 20g/L(81).

Elle se rencontre dans trois situations:
e Défaut de synthése en cas de dysfonction hépatique,
e Un excés de dégradation en cas d’hypercatabolisme comme dans le sepsis
e Exces de pertes en cas d’ascite par exemple. Lorsque le complexe fonctionnel
endothélial Vasculaire est intact, I’hypoalbuminemie entraine une baisse de la
pression oncotique.
Ceci a pour conséquences la formation d’cedémes par une fuite capillaire et peut altérer la

Perfusion tissulaire (81).

8 Administration exogéne d’albumine

L’administration d’albumine exogene est extrémement codifiée. Les indications actuelles
d’administration d’albumine exogéne au bloc opératoire sont encadrées par la conférence
de consensus de 1995. Son administration est recommandée dans des situations tres

particuliéres

e Chirurgie hépatique
e Compensation d’une ponction d’ascite importante

e Réanimation des grands brulent(82).

8.1 Aspect

Les solutions d’albumine sont limpides, de couleur jaune pale a vert clair (11).

8.2  Précautions particulieres de Conservation

- A conserver a une température ne dépassant pas 25°C.
- Ne pas congeler.
- Apres ouverture, I’ Albumine humaine doit étre utilisée immédiatement.

- Conserver dans I'emballage extérieur d'origine, a I'abri de la lumiére(11).
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8.3 Pharmacocinétique

8.3.1 Biodisponibilité

L’albumine est immédiatement et complétement disponible aprés son administration par

voie intraveineuse: 1’augmentation de la masse sanguine est immeédiate et dure de 6 a

8heures(11).

8.3.2 Distribution

L’albumine se distribue dans 2 compartiments: - plasmatique = 40 & 45%, - extravasculaire
=552 60% (11).

8.3.3 Métabolisme

Il'y a métabolisation de 4% du pool échangeable par jour (11).

8.3.4 Elimination

L’¢limination est essentiellement intracellulaire par action des protéases lysosomiales(11).
8.3.5 Pharmacologie

- L’albumine a 4%: est une solution isotonique de pouvoir oncotique proche de celui d’un
méme volume de plasma.

- L’albumine a 20%: est une solution hypertonique de pouvoir oncotique 4 fois supérieur
a celui d’un méme volume de plasma.

L’albumine permet une restauration rapide et facile de la masse plasmatique: 1g
d’albumine accroit le volume circulatoire de 15 a 20 ml. L'expansion plasmatique due a un
appel d'eau du secteur interstitiel vers le compartiment vasculaire entraine, avec
I'hnémodilution, une diminution de la viscosité sanguine et contribue indirectement a
favoriser la diurese et a drainer les épanchements et les cedémes.

L’albumine exerce un pouvoir de captation et de transport vis-a-vis d’un grand nombre de

substances exogenes et endogenes(11).
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8.4 Indication et usage clinique

En raison de ses propriétés oncotiques et colloidales, la solution d’albumine humaine a

25%(ou 20%), est utilisée pour rétablir ou maintenir le volume du sang circulant(11).

8.4.1 Traitement d’urgence du choc hypovolémique

La solution d’albumine humaine a 25%(ou 20%), est un agent hyper-oncotique qui est
administré par voie intraveineuse, produit une augmentation supplémentaire du volume

plasmatique équivalant a environ trois ou quatre fois le volume administré(83).

8.4.2 Traitement des brQlures

En présence de brilures étendues, le régime thérapeutique optimal par les colloides, les
cristalloides et 1’eau n’est pas déterminé. De grandes quantités de cristalloides sont
perfusées pour rétablir le volume du liquide extracellulaire au cours des 24 heures aprés
que le patient ait subi des briillures. Aprés 24 heures, la solution d’albumine humaine a
25%(ou 20%), peut étre administrée pour assurer le maintien de la pression osmotique

colloidale du plasma(83).
8.4.3 Hypo protéinémie avec ou sans cedéme

Une chirurgie lourde peut entrainer la perte de plus de la moitié de 1’albumine circulante,
ce qui donne lieu aux complications associées a [I’insuffisance de la pression

oncotique(84).

Il est de méme chez les patients présentant une septicémie ou en unité de soins intensifs.
L’administration de la solution d’albumine humaine a 25%(ou 20%), peut étre utile dans

ces situations(83).
8.4.4 Syndrome de détresse respiratoire de 1’adulte

Le syndrome de détresse respiratoire de I’adulte résulte d’une oxygénation insuffisante
causée par I’oedéme interstitiel pulmonaire qui complique les états de choc ou les troubles
faisant suite a une chirurgie. Quand les signes cliniques évoquent une hypoprotéinémie
accompagnée d’une surcharge liquidienne, il peut étre utile d’administrer la solution

d’albumine humaine a 25%(ou 20%), en association a un diurétique(83).
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8.4.5 Maladie hémolytique du nouveau-né

L’administration de la solution d’albumine humaine a25%(ou 20%), peut étre indiquée
avant la transfusion d’échange pour lier la bilirubine libre et, ainsi, réduire le risque
d’ictére nucléaire. Une dose de 1 g/kg de poids corporel est administrée environ une heure
avant la transfusion d’échange. La prudence s’impose chez les nourrissons présentant une

hyper volémie(85).
8.5 Les effets indésirables

Les effets indésirables suivants ont été rapportés dans le cadre de la surveillance post
commercialisation :

e Affections du systeme immunitaire: réactions anaphylactiques,

hypersensibilité/reéactions allergiques.

e Affections du systéme nerveux: céphalées.

e Affections cardiaques: tachycardie.

e Affections vasculaires: hypotension.

e Affections respiratoires, thoraciques: dyspnée.

e Affections gastro-intestinales: vomissement.

e Affections de la peau et du tissu sous-cutané: urticaire, prurit.

e Troubles généraux: frissons, et anomalies au site d’administration.
Aucune donnée n'est disponible concernant des effets indésirables provenant d'essais

cliniques contr6lés menés avec l'albumine humaine (11).
8.6 Contre-indications

e Une allergie a I'albumine ou a n'importe lequel des ingrédients du médicament.

e Une anémie grave (faible décompte cellulaire dans le sang, amenant une réduction
de I'acheminement d'oxygene aux tissus du corps).

e Une insuffisance cardiaque par laquelle le coeur ne peut acheminer suffisamment
de sang vers les autres organes du corps.

e Un oedéme pulmonaire.

e Une réduction de la fonction rénale (11).
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8.7  Surdosage

Une hyper volémie peut se produire lorsque la posologie et le débit de perfusion sont trop
élevés. Il faut interrompre immédiatement la perfusion des I'apparition des premiers signes
cliniques de surcharge cardiovasculaire (céphalées, dyspnée, turgescence des veines
jugulaires) ou d'une augmentation de la pression artérielle, de la pression veineuse centrale
ou d'un cedéme pulmonaire, et controler soigneusement les paramétres hémodynamiques

du patient (11).
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Etude expéerimental Introduction

I. Introduction

L’amphotéricine B est un antibiotique appartenant a la famille des macrolides, encore
utilisé dans les infections fongiques ou parasitaires notamment les leishmanioses du
fait de son efficacité, mais sa plus large utilisation est limitée a cause de sa
hautetoxicité surtout la néphrotoxicité par sa grande affinité aux stérols des membranes
cellulaires et donc exerce un effet oxydant vis-a-vis ces stérols et dans le cadre de
développement de stratégie visant a augmenter l’index thérapeutique de cette
molécule, 1’étude de I’effet anti oxydant de 1’albumine sur I’amphotéricine B a été

I’objectif de plusieurs études vu son intérét.

I L’objectif du travail

D’abord, on commence par I’étude du mécanisme de toxicit¢ de cette molécule

(fungizone®) sur le globule rouge.

Ensuite on va étudier et évaluer in vitro, I’effet du sérum albumine humaine (HSA) sur
la toxicité de I’amphotéricine B sur un mode¢le universel de cellule animal qui est le

globule rouge humain d’un donneur sain unique.
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IIL. Matériel et Méthodes

1.1 Matériels

1.1.1  Appareils
= Spectrophotométre

Appareil qui permet de mesurer 1’absorbance
d’une solution en fonction de la longueur
d’onde a fin de déterminer sa concentration
selon la loi de Beer Lambert, 1’absorbance est
proportionnelle & la concentration des solutions

diluées.

Figure 14 : Spectrophotomeétre

= Agitateur magnétique

L'agitateur magnétique permet I'homogénéisation de

la solution de travail.
Figure 15 : Agitateur magnétique
= lonometre
Pour le dosage des ions (Na*, K*, CI")

= Centrifugeuse
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+ \ortex

Figure 16 : Vortex

+ Chronométre

1.1.2 Réactifs

#+ L’albumine : commercialisée sousforme de solution a 20%

4+ Fungizone

4+ Solution de lavage glacée : Elle doit étre conservée au frigo a 2-5°C.

4+ Solution tampon (TPBS): souvent abrégé PBS, de I'anglais phosphate
buffered saline, son pH est de 7,4.

4+ Folin(1N)

+ Biuret

1.1.3 Autre matériels

Tubes EDTA et des tubes héparineés.
Seringues.

Garrot.

Cuves.

Béchers.

Fiole 200ml.

Micropipette 1ml, 200ul.

Pots stériles.

Tubes a essais.
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1.2 Meéthodes

1.2.1 Protocole d’étude

1.2.1.1 Type d’¢étude

Il s'agit d'une étude expérimentale prospective faite sur le globule rouge au sein de

laboratoire central service Biochimie CHU Tlemcen durant une période de cing mois.

1.2.1.2 Population

Un donneur unique sain n’ayant pris aucun traitement.
1.2.1.3 Paramétres étudiés

» Dosage de la concentration du potassium par I’ionométre.
» Dosage de I’hémoglobine.
» Dosage des protéines membranaires.

> Rapport [K']/ [protéines].

1.2.1.4 Mode opératoire

a) Préparation des solutions de travail

v" Fungizone® a partir de la molécule de la Fungizone®qui est composé
de:
e 50mg d’ Amphotericine B;
e 41mg de Dioxyde de Sodium;
e 20.2 mg de Tampon phosphate;

On a préparé une solution diluée au & partir d'une solution mére de Fungizonee & 107
M solubilisée dans le DMSO & la concentration de 10°M (c’est la solution mére), &
partir de cette concentration nous avons préparé des solutions de Fungizone®a une
concentration de 10°M (200! de Fungizone® 10°M + 1,8 ml de DMSO)et de 10™*M
(200pl de Fungizone® 10°M + 1,8 ml de DMSO).
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v Solution de lavage glacée: composé de Nacl, MgCl; et I’eau distillée.
v Solution tampon PBS : a pH = 7,4 ; est composée de Na,HPO,, NaH,PO,

et le NaCl.

b) Préparation de I’échantillon (sang modifié)

v Prélévement :

On réalise 430 points testes sur une série de 32 prélévements du sang veineux d’un

sujet sain a jeun a l'aide d'une seringue de 10 ml sur une période de 5 mois.

On évitel’agitation excessive de 1’échantillon, 1'aspiration trop rapide du sang au cours

du prélévement et la pose prolongée d'un garrot pour ne pas provoquer I’hémolyse

mécanique.

On partage ce volume dans 2 tubes:

I 1 tube EDTA pour faire une FNS : pour s’assurer qu’il n’y a pas d’anémie.

B 1 tube héparine pour les tests.

e Centrifugation 5 min a 4000 tr /min ;

e Tracer le niveau du sérum;

e Eliminer le sérum et le remplacer par la solution de lavage glacée ;

e Mélanger doucement pour éviter I’hémolyse mécanique ;

e Un 2™ lavage est nécessaire, centrifuger et éliminer le surnageant ; et on met la

TPBS

e Mélanger Iégerement ; ¢’est I’échantillon a étudier ;

e Faire une 2°™ FNS pour s’assurer qu’il n’y a pas une hémolyse mécanique.

Centrifuger 5’

Prélevement sanguine

v

Lavage 2

v

+TPBS

Eliminer le surnageant

L’échantillon de travail

Figure 17 : Préparation de I’échantillon de travaille
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s La premiere partie :Pour tester a qu’elle dose la Fungizone® a un effet toxique
visible sur le globule rouge.
» Préparation de la suspension cellulaire mere : pour un volume de 30 ml on met

dans un bécher ; 29,7ml TPBS +300ul a partir de tube de 1’échantillon déja prépare.

» Préparation des suspensions cellulaires filles : on partage les 30 ml dans deux
pots stériles (A et B) a raison de 15 ml.

Pour Les 1°* tests, on a commencé par la dose de 150 pl de Fungizone® :
B D’abord a la concentration de 10 M comme suit
A: Suspension cellulaire fille sans Fungizone.
B: Suspension cellulaire fille avec 150l de la Fungizone & 10°M.

B Ensuite, en raison des résultats obtenus on est passé a la concentration de 10*M :
A: Suspension cellulaire fille sans Fungizone®.
B:Suspension cellulaire fille avec 150pl de la Fungizone® & 10™*M.

30 ml de la SCM
15 ml SCF 15 ml SCF

(Sans Fungizone) (Avec Fungizone)

o m

A B

Figure 18 : Préparation des SCF de la premiére partie.
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» Les tubes a tester :
e On prépare 10 tubes (points tests), 2 tubes pour chaque instant T (TO, T15, T30, T45
et T90).
¢ Dans chaque tube on met 3ml de solution de lavage glacée et 1 ml de la SCF;
e Centrifugation (4000 tr/min pendant 5 min) pour chaque tube préparé ;
e On sépare le surnageant du culot ;
v Le surnageant pour le dosage de I’hémoglobine (lecture au spectrophotométre a
une longueur d’onde de 540 nm).
v le culot : on met 1 ml d’eau distillée puis on le met sur le vortex afin de provoquer
la lyse des cellules.
Pour chaque point test on fait le dosage des concentrations (K*) par 1’ionométre et
dosage des protéines par la méthode de Lowry :
200ul de I’échantillon + 1ml de Biuret =—=> incubation 10 min ———> +200pl
de folin =——> 30min a I’abri de la lumiére———> on obtient une complexe bleu

violet =———=> lecture au spectrophotométre a la longueur d’onde de 650 nm.

3ml de solution de
lavage glacée + 1ml
SCF dans chaque tube

A B A B A B A B A B

TOT15 T30 T45T90min

Centrifugation

Surnageant ———>| Dosage de I'Hb

Culot ————=> Dosage [K'] et [proteines]

Figure 19: Préparation des points test de la premiére partie.
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% La deuxiéme partie : I’évaluation de I’effet de la sérum albumine humaine sur la

toxicité de Fungizone®sur les globules rouge.
» Préparation de la suspensions cellulaire mere

On prépare un volume de 66 ml de la suspension cellulaire mere : 63 ml de TPBS+ 3
ml de I’échantillon de travail qu’on met dans un bécher sur un agitateur magnétique

afin d’homogénéiser la solution.

» Préparation des suspensions cellulaires filles
On partage le volume de 66 ml dans trois pots stériles (A, B et C) comme suit:
Les testes suivants on autilisé la concentration de Fungizone® a 10™.

Pour chaque test on a 3 pots stériles qu’on partage dans 15 tubes a étudier donc au total

on a 360 points tests.

66 ml de la SCM

/
o bl

A B C

Figure 20:Préparation des SCF de la deuxiéme partie.
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Lep

rotocole est le suivant :

a Préincubation de la sérum albumine humaine avec la Fungizone® 10*M

I Le 1% test on a utilisé la dose de 200 pl:
(A: 16,8ml de la suspension cellulaire mére+3ml de sérum albumine
humaine+200ul TPBS.
B: 16,8mlde la suspension cellulaire mére+3ml TPBS+200 pl de Fungizone®.
C : (3 ml de la sérum albumine humaine + 200ul de la Fungizone®) aprés

\_préincubation de 7 min + 16,8 ml de la suspension cellulaire mere.

B Le 2°™test on a utilisé la dose de 250 pl:
(A: 16,8ml de la suspension cellulaire mére +3ml de sérum albumine
humain+250ul TPBS
B : 16,8ml de la suspension cellulaire mere+3ml TPBS+250 ul de Fungizone®.

C :(3 ml de la sérum albumine humaine + 250ul de la Fungizone®) apres

\_préincubation de 7 min + 16,8 ml de la suspension cellulaire mere.

I Les 6tests suivant on a utilisé la dose de 500 pl:

,
A 16,8ml de la suspension cellulaire mére+3ml de sérum albumine humain

+500ul TPBS.
B : 16,8ml de la suspension cellulaire mere+3ml TPBS+500 pul Am B.

C : (3 ml de la sérum albumine humaine + 500ul de la Fungizone®) apres

A

préincubation de 7 min + 16,8 ml de la suspension cellulaire mere.
\
I Enfin 6 autres tests avec la dose de 1000 pl:
(A: 16,8ml de la suspension cellulaire mere +3ml de sérum albumine humain
+1000pl TPBS.
B: 16,8ml de la suspension cellulaire mere+3ml TPBS+1000 pl de Fungizone®.
C : (3 ml de la sérum albumine humaine +1000ul de la Fungizone®) apres

préincubation de 7 min + 16,8 ml de la suspension cellulaire mére.

\

56

Résultats et interprétations



Etude expérimentale Reésultats et interprétations

b En cas de la préincubation de la sérum albumine humaine avec la

suspension cellulaire fille

I 5 tests a partir de la dose de 500ul de la Fungizone®
(

A 16,8ml de la suspension cellulaire mere+3ml de sérum albumine humain
+500p! TPBS.
< B : 16,8ml de la suspension cellulaire mere +3ml TPBS + 500 pl Am B.

C : (3 ml de la sérum albumine humaine + 16,8 ml de la suspension cellulaire

\ meére) apres préincubation de 7 min + 500ul de la Fungizone®.

I 5 tests a partir de la dose de 1000pul de la Fungizone®

(
A 16,8ml de la suspension cellulaire mére+3ml de sérum albumine humain

+1000pI TPBS.

A

B : 16,8ml de la suspension cellulaire mére +3ml TPBS + 1000 pl Am B,

C : (3 ml de la sérum albumine humaine + 16,8 ml de la suspension cellulaire

\ mere) apres préincubation de 7 min + 1000pl de la Fungizone®.

» Les tubes a tester
e On prépare a chaque instant T (To T1s T4s TooT120) 3 tubes : A, B et C (points
test).
e On met dans chaque tube 3ml de la solution de lavage glacée;
e On met dans chaque point test, 2 ml de suspension cellulaire fille, on aura donc
15 tubes a tester (15 points tests) en respectant le temps.
e On centrifuge chagque tube au temps précis (4000 tr/min pendant 5 min) pour

chaque tube préparé ;
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e On sépare le surnageant du culot ;
+ Le surnageant pour le dosage de I’'Hb ;
+ le culot: On met 1 ml d’eau distillée puis on le met sur le vortex afin de
lyser les cellules pour le dosage des concentrations des ions K* a I’aide d’un
ionomeétre et des protéines par méthode de Lowry.

N.B : on met les 3 pots sur un agitateur magnétique tout au long de la manipulation

pour homogénéiser les solutions.

3ml de solution de
lavage glacée + 1ml
SCF dans chaque tube

T0 T15 T45 T90 T120

Centrifugation

A Surnageant Dosage de I'Hb

Culot —————> Dosage [K'] et [proteines]

Figure 21: Préparation des points test de la deuxiéme partie.
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IV. Résultats et interprétations

IV.1 Résultats

Touts les expériences ont été menées dans les mémes conditions de travail ; a T°

ambiante et a pH 7,4.

L’effet du sérum albumine sur la toxicité de la Fungizone® vis-a-vis les globules
rouges a €té suivi d’une part par la perturbation de la perméabilité membranaire aux
ions K* (ion intracellulaire par excellence) d’autre part par la libération de
I’hémoglobine secondaire a I’hymolyse.

IV.1.1 Evaluation de la toxicité de Fungizone®

Test n°1
0,35
h
0,3 /
0,25 ./
3 02
2
£ 0,15 9—sans fungizone 10-3 M
0,1 == avec fungizone 10-3 M
0,05
0 %
0 10 20 30 40
Temps(min)

Figure 22 : Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 01).
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[K*]
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~ \.
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0,05

0
0 10 20 30 40
Temps(min)

Figure 23 : Effet de la fungizone sur la [k'] (test 01).
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Figure 24: Effet de la fungizone sur [protéines] (test 01)
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[k*]/[protéines]

0,5
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Figure 25: Rapport [K*]/ [protéines] (test 01)
Test n°2
On a remarqué durant la manipulation qu’il y a une hémolyse totale provoquée par

fungizone a partir de T3p, donc on va diminuer la concentration de la fungizone (Am B) a

10 M dans les mémes conditions.

[Hb]
0,04

0,035 —/.,—4
0,03

0,025 ,

3
2 0,02
e =9—>sans fungizone 10-4 M
— 0,015
0,01 == avec fungizone 10-4 M
0,005
0

0 20 40 60 80 100
Temps(min)

Figure 26 : Effet de la fungizone sur [Hb] (test 02)
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[K~]

0,35

0,3

0,25

0,2 =

0,15 \.\\.\ =¢=Sans fungizone 10-4 M
0,1 =fi—avec fungizone 10-4 M
0,05 \

0 20 40 60 80 100
Temps(min)

[k *lmmol/I

Figure 27: Effet de la fungizone sur la [k'] (test 02).

[protéines]
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Figure 28 : Effet de la fungizone sur [protéines] (test 02).
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Figure 29: Rapport [K']/ [protéines] (test 02).
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Figure 30 : Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 03).
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Figure 31 : Effet de la fungizone sur la [k'] (test 03).
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Figure 32 : Effet de la fungizone sur [protéines] (test 03).
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Figure 33: Rapport [k*]/ [protéines] (test 03).
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Figure 34 : Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 04).
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Figure 35 :Effet de la fungizone sur la [k'] (test 04).
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Figure 36: Effet de la fungizone sur [protéines] (test 04).
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Figure 37 : Rapport [K™]/ [protéines] (test 04).
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Figure 38: Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 05).
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Figure 39 : Effet de la fungizone sur la [k] (test 05).
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Figure 40 : Effet de la fungizone sur [protéines] (test 05).
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Figure 41:Rapport [K*]/ [protéines](test 05).
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Figure 42 : Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 06).
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Figure 43 : Effet de la fungizone sur la [k *] (test 07).
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Figure 44 : Effet de la fungizone sur [protéines] (test 06).
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Figure 45 : Rapport [K*]/ [protéines] (test 06).
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Figure 46: Effet de la fungizone sur la [Hb] (test 07).
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Figure 47: Effet de la fungizone sur la [k'] (test 07).
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Figure 48: Effet de la fungizone sur [protéines] (test 07).
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Figure 49: Rapport [k*]/ [protéines] (test 07).
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Figure 50 : Effet de la fungizone sur la [Hb] en présence et en
absencede ’HSA (Test 08).
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Figure 51 : Effet de la fungizone sur la [k'] en présence et en absence

de ’HSA(test 08).
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Figure 52 : Effet de la fungizone sur la [protéine] en présence et en I’absence
de PHSA (test 08).
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Figure 53: Rapport [K']/ [protéines] (test 08).
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Figure 54: Effet de la fungizone sur la [Hb] en présence et en absence

de I"HSA (test 09)
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Figure 55 : Effet de la fungizone sur la [k*] en présence et en absence

de ’HSA (test 09).
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Figure 56: Effet de la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 09).
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Figure 57: Rapport [K']/ [protéines] (test 09).
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Figure 58: Effet de la fungizone sur la [Hb] en présence et en absence

de ’HSA (test 10).
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Figure 59: Effet de la fungizone sur la [k*] en présence et en absence de 'HSA

(test 10).
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Figure 60 : Effet de la fungizone sur la [protéine] en présence et en absence de
I’HSA (test 10).
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Figure 61: Rapport [K']/ [protéines] (test 10).
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Figure 62 : Effet de la fungizone sur la [Hb] en présence et en absence de
I’HSA (test 11).
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Figure 63 : Effet de la fungizone sur la [k*] en présence et en absence de
I’HSA (test 11)
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Figure 64 : Effet de la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 11).
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Figure 65 : Rapport [k']/ [protéines] (test 11).
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Figure 66 : [Hb] en fonction de différentes doses de fungizone.
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Figure 67: [k *] en fonction de différentes doses de fungizone.
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Figure 68 : [protéines] en fonction de différentes doses de fungizone.
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Figure 69:[Hb] en fonction de différente dose de fungizone en présence de
I’HSA.
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Figure 70: [k *] en fonction de différente doses de fungizone en présence de
I’HSA.
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Figure 71 :[protéines] en fonction des doses de fungizone en présence de

I’HSA.
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Figure 72 : Effet de la fungizone sur la [Hb] en présence et en absence
de ’HSA (test 12).
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Figure 73 : L’effet de la fungizone sur la [k *] en présence et en absence de
’HSA (test 12).
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Figure 74 : Effet de la fungizone sur [protéines] en présence et absence de
I’HSA (test 12).
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Figure 75: Rapport [K']/ [protéines] (test 12).
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Figure 76 : Effet de la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de

I'HSA (test 13).
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Figure 77 : Effet la fungizone sur [k *] en présence et en absence de ’HSA

(test 13)
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Figure 78 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 13)

87



Etude expérimentale

| Résultats et interprétations

[k*]/[protéines]

s e
a ©

=
PN

-
N

[Eny

=0—HSA

o o
[ol]

=li—fungizone

[k*]/protéines]
o

===fungizone + HSA

o
'

o
N

o

0 50 100

Temps(min)

150

Figure 79: Rapport [K]/ [protéines] (test 13).
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Figure 80 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 14).
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Figure 81 : Effet la fungizone sur [K *] en présence et en absence de ’HSA

(test 14)
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Figure 82 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 14)
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Figure 83: Rapport [K']/ [protéines] (test 14).
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Figure 84 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 15).
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Figure 85 : Effet la fungizone sur [k *] en présence et en absence de ’HSA

(test 15)
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Figure 86 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 15).
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Figure 87: Rapport [k *]/[protéines] (test 15).
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Figure 88: Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test

16)
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Figure 89 : Effet la fungizone sur [K *] en présence et en absence de ’HSA

(test 16).
[protéine]
2,5
*H *
_ =
2
g L5 ——
.g == HSA
2 1
o == fungizone
[=1
0,5 ==fungizone + HSA
0
0 50 100 150
Temps(min)

Figure 90 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 16).
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Figure 91: Rapport [K']/ [protéines] (test 16).
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Figure 92: Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’'HSA (test
17)
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Figure 93 :Effet la fungizone sur [k ] en présence et en absence de ’HSA (test

17)
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Figure 94:Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 17)
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Figure 95: Rapport [K']/ [protéines] (test 17)
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Figure 96 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test18)
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Figure 97 : Effet la fungizone sur [K *] en présence et en absence de ’HSA

(test 18)
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Figure 98 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 18)
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Figure 99: Rapport [K]/ [protéines] (test 18).
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Figure 100 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 19)
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Figure 101 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I'HSA
(test 19)
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Figure 102 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 19)
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Figure 103:Rapport [k']/ [protéines] (test 19)
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Figure 104 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 20)
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Figure 105 : Effet la fungizone sur [k ] en présence et en absence de I’HSA

(test 20)
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Figure 106 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 20)
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Figure 107: Rapport [K*]/ [protéines] (test 20).
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Figure 108 :Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 21)
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Figure 109 : Effet la fungizone sur [k *] en présence et en absence de I’HSA

(test 21)
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Figure 110 : Effet de la fungizone sur [k *] en présence et en absence de I'HSA
(test 21)
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Figure 111: Rapport [K]/ [protéines] (test 21).

1.1 Pré incubation de fungizone avec I’albumine
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Figure 112 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’'HSA
(test 22)
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Figure 113 : Effet la fungizone sur [k ] en présence et en absence de I’HSA

(test 22)
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Figure 114 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 22)
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Figure 115 :Rapport [K']/ [protéines] (test 22)
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Figure 116 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 23)
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Figure 117 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I’HSA

(test 23)
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Figure 118 :Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 23).
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Figure 119 :Rapport [K']/ [protéines] (test 23)
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Figure 120 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 24)
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Figure 121 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I’HSA

(test 24)
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Figure 122 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 24)
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Figure 123 : Rapport [K']/ [protéines] (test 24)
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Figure 124 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 25).
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Figure 125 :Effet la fungizone sur [k *] en présence et en absence de 'HSA

(test 25)
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Figure 126 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de ’'HSA
(test 25)
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Figure 127: Rapport [K']/ [protéines] (test 25)
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Figure 128 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 26)
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Figure 129 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I’HSA

(test 26)
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Figure 130 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 26)
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Figure 131 :Rapport [K']/ [protéines] (test 26)
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Figure 132 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 27)
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Figure 133: Effet la fungizone sur [k *] en présence et en absence de 'HSA

(test 27)
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Figure 134 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de

I"HSA (test 27)
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Figure 135 :Rapport [K']/ [protéines] (test 27)
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Figure 136 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 28)
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Figure 137 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de ’HSA

(test 28)
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Figure 138 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de ’HSA
(test 28)
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Figure 139 : Rapport [K']/ [protéines] (test 28)
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Figure 140 : Effet de la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 29)
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Figure 141 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de ’HSA

(test 29)
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Figure 142 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 29)
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Figure 143 : Rapport [K']/ [protéines] (test 29)
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Figure 144 : Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’'HSA
(test 30)
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Figure 145 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I’HSA

(test 30)
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Figure 146 : Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 30)
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Figure 147 : Rapport [K*]/[protéines] (test 30)
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Figure 148: Effet la fungizone sur [Hb] en présence et en absence de ’HSA

(test 31)
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Figure 149 : Effet la fungizone sur [k '] en présence et en absence de I’HSA

(test 31)
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Figure 150: Effet la fungizone sur [protéines] en présence et en absence de
I’HSA (test 31)
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Figure 151 : Rapport [K']/ [protéines] (test 31)

1.2 Comparaison entre la préincubation de I’AmphB(fungizone) avec I’albumine et

celle de ’Amph B avec les cellules
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Figure 152 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 32).
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Figure 153 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA
(test 32)
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Figure 154 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 32).
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Figure 155 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 33)
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Figure 156: Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’'HSA
(test 33).
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Figure 157 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 33)
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Figure 158 : Concentration de I’hémoglobine en présence de ’HSA (test 34)
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Figure 159 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA

(test 34)
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Figure 160 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 34)
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Figure 161 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 35)
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Figure 162 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA
(test 35)
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Figure 163 : Concentration des protéines en présence de ’HSA (test 35)
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Figure 164 : Concentration de I’hémoglobine en présence de ’HSA (test 36)

130



Etude expérimentale

| Résultats et interprétations

3

[k*]

2,5
2 l B |

1,5

=@=incubation avec les

[k *Immol/I

1

cellules

0,5

=fll=incubation avec
fungizone

0

50 100 150

Temps(min)

Figure 165 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA

(test 36)
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Figure 166 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 36)
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Figure 167 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 36)
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Figure 168 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA
(test 36)
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Figure 169 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 36)

Test n°38

[Hb]

0,4
0,35
0,3
0,25

0,2 =@=incubation avec les
cellules
= 0,15

01 =f—incubation avec
’ fungizone

Hb]g/dI

0,05

0 50 100 150
Temps(min)

Figure 170 : Concentration de I’hémoglobine en présence de ’HSA

(test 38)
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Figure 171 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’HSA

(test 38)
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Figure 172: Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 38).
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Figure 173 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 39)
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Figure 174 : Concentration du potassium intracellulaire en présence de ’'HSA
(test 39)
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Figure 175 : Concentration des protéines en présence de I’HSA (test 39)
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Figure 176 : Concentration de I’hémoglobine en présence de I’HSA (test 40).
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Figure 177 : Concentration du potassium intracellulaire en présence d’HSA

(test 40)
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Figure 178 : Concentration des protéines en présence d’HSA (test 40)
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Figure 179 : Concentration de I’hémoglobine en présence d’HSA (test 41)
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Figure 180 : Concentration du potassium intracellulaire en présence d” HSA
(test 41)
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Figure 181: Concentration des protéines en présence d’HSA (test 41)
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V1.2 Interpreétation des resultats

1 L’évaluation de la toxicité de la fungizone® (10*M) a la dose de 150 pl

4+ L’effet de Fungizone® sur la concentration de ’hémoglobine
Au temps TO nous avons remarqué que les concentration de I’HB sont pratiquement les
meme dans les deux milieux (avec et sans Fungizone®), a la 20°™ min les concentrations
extracellulaire en Hb ont augmenté de manic¢re remarquable dans I’echantillon avec la

fungizone par rapport au TO et celle augmentation s’est accentuée au cours du temps.

4+ L’effet de la Fungizone® sur la concentration du potassium intracellulaire
Les concentrations intracellulaires en potassium ont diminué deés la 15°™ min et cette

diminution est trés remarquable au temps (T90) dans 1’échantillon avec la Fungizone®.

e Dosage des protéines dans le culot
Au temps TO on a remarqué une diminution de taux des proteines dans le milieu avec
Fungizone®, et ceci dans la majorité des tests, et cette diminution est trés remarquable
apres 45 min.

2 Evaluation de L’effet de I’albumine sur la toxicité de Fungizone®
2.1 Premier cas : incubation HSA + Fungizone®

4+ L’effet de Fungizone® sur la concentration de ’hémoglobine en présence de
HSA

Dans la majorité des tests on a remarqué une augmentation de la concentration de I’Hb dés
la 15eme min dans les deux milieux(Fungizone® avec et sans HSA)mais cette
augmentation est plus importante dans le milieu sans HSA.

#+ Pour le dosage du potassium intracellulaire
La sortie de potassium est plus importante dans le milieu sans HSA dés la 10°™ min.

4+ Dosage des protéines dans le culot
On a remarqué une diminution importante du taux des protéines dés la 40°™ min dans le

milieu ou il y’a que la Fungizone® sans HSA.
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+ Effet dose réponse
On a constaté une augmentation de la concentration de I’Hb lorsqu’on augmente la dose de
la Fungizone®.
En revanche, la concentration du potassium intracellulaire et le taux des protéines sont

diminués a raison de I’augmentation des doses de la Fungizone®
2.2 Deuxieme cas: preincubation avec les cellules
On a obtenue presque les mémes résultats que le premier cas.

2.3 La comparaison entre la préincubation de la Fungizone® avec HSA et celle avec
les cellules

#+ La concentration de ’hémoglobine
I1 y’a effectivement une fuite de I’Hb dans les deux milieux mais 1’effet protecteur est plus
remarquable lorsqu’il y’a la préincubation HSA avec la Fungizone®.

#+ La concentration de potassium intracellulaire
La concentration de potassium est diminuée dés la 10°™ min dans les deux milieux mais
cette diminution est plus importante dans le milieu ou il y’a la préincubation de la
Fungizone® avec les cellules.

+ Le dosage des protéines

Le taux des protéines est nettement inferieur dans le milieu ou il y’a la préincubation de la

Fungizone® avec les cellules.
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V. Discussion

Le travail fait au sein du service de hiochimie CHU Tlemcen a été confronté a des

contraintes, notamment :

- La non disponibilité des réactifs pour le dosage des parameétres a étudier, ainsi que la

limite du temps.
- Une telle étude nécessite un approfondissement et une réalisation in vivo.

Cette étude montre que la sérum albumine humaine a un effet protecteur sur la toxicité
du Fungizone® sur le globule rouge, d’une part par modification de la perméabilité des

ions K" et d’autre part par la diminution du taux d’hémolyse.

Il est clair que ce résultat nécessite un approfondissement des mécanismes de toxicité
mis en ceuvre et d’évaluer I'effet protecteur de la sérum albumine humaine en
cherchant d’autre paramétres tels que le dosage de I’enzyme de la glycolyse anaérobie
la LDH.

L’effet protecteur de la sérum albumine humaine sur la toxicité du Fungizone® a été

aussi testé par d’autres études :

J. A. Sanchez-Brunete et coll ont proposé des microsphéres hydrophiles d'albumine
comme nouveau systeme de la livraison pour I'amphotéricine B (Am B ;Microsphéres
d’AMB), ils ont trouvé que la toxicité aigué des microsphéres d'/Am B était inférieure a
celle de la formulation de référence d’Am B-désoxycholate chez les hamsters et ils ont
conclu que le traitement avec des microsphéres d'AMB a eu comme conséquence

I’amélioration de 1’ index thérapeutique(86).

M. BREZIS et coll: L’étude était faite in vitro; I’hémolyse induite par
I'amphotéricine B a été également nettement réduite en présence de I'albumine et ce
dernier n'a pas réduit I'effet antibiotique de I'amphotéricine in vitro, ce qui confirme
que l’activité antifongique de 1'amphotéricine B est préservée in vitro. IlIs ont conclu
que la toxicité de I'amphotéricine B peut étre considérablement réduite si elle est
administrée dans un véhicule d'albumine. Les effets protecteurs in vivo d'albumine sur

la vasoconstriction rénale amphotéricine-induite ont été aussi démontrés(87).
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PORNANONG ARAMWIT et coll ont publié « The Effect of Serum Albumin on
the Agrégation State and Toxicity of Amphotericin B »,qui avait comme but d'évaluer
I'effet de I'albumine humaine de sérum (HSA) sur la structure et la stabilité in vitro et
ont trouvé que la Fungizone® est rapidement convertie de sa forme agrégee en

monomere lié aux protéines en présence de HSA(88).

Brajtburg et collegues ont démontré que I’Am B lié des protéines du sérum, y

compris la sérum I'albumine a pour résultat une toxicité réduite(88).
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Conclusion et perspectives

Selon les résultats on a remarqué qu’il y a une réduction de la toxicité de I’Am B sur
les globules rouge, en présence de la sérum albumine humaine, d’une part par la
diminution de la fuite de K intracellulaire et d’autre part par la diminution de taux

d’hémolyse.

Ces résultats montrent clairement la nécessité de poursuivre les travaux sur 1’effet
antioxydant du sérum albumine humaine sur la toxicité de la Fungizone®, dans
I’espoir d’aller en une amélioration de 1’index thérapeutique et élaborer d’une nouvelle

formulation de la Fungizone®.

Perspectives :
Pour enrichir notre étude on pouvait compléter ce travail :
e En étudiant d’autres parametres tels que le dosage du lactate déshydrogénase
(LDH) et le pyruvate.
e Tester I’activité fongitoxique de notre formulation sur des modéles animales.
e Effectuer des études microscopiques plus approfondies pour étudier le mécanisme
d’action de notre formulation.

o Effectuer des études comparatives en utilisant d’autres antioxydants.
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Annexe 1 :
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Figure : Toxicité cellulaire de 'amphotéricine B.
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Annexe 2 :
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Annexe 3.
FONCTIONNEMENT DE LA POMPE Na*/K* ATPase
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Résumé :

L’amphotericine deoxycholate (Fungizone®) reste 1’antifongique de référence pour la
plupart des infections fongiques systémiques.

La toxicité de ce médicament est importante et est centré sur 1’atteinte rénale ce qui
limite son utilisation.

Notre travail est une recherche de formulation de la Fungizone® visant & améliorer
I’indexe thérapeutique par diminution de sa toxicité sans altére son activité.

Les résultats retrouvent que la sérum albumine humaine réduit la toxicité de I’Am B
sur les globules rouge illustrée par la diminution du taux d’hémolyse et la perméabilité
des ions K",

Cette étude a apporte la preuve de I’effet protecteur de I’albumine contre la toxicité de
la Fungizone® sur le globule rouge.

Mots clés : Fungizone®, Globule rouge, Hémolyse, Albumine.

Abstract:

The amphotericine deoxycholate (Fungizone®) stays the principal antifungal; it’s one
of reference for most systemic fongics infections.

The toxicity of this drug is important and set centered on the renal attack what limits
its utilisation.

Our work is a search for formulation of Fungizone, which the surpose is that to crease
its therapeutic index; to decrease its toxicity without deteriorates its activity. The results
find that the serum human albumin decreases the toxicity of Am B on the globules red
illustrated by the reduction of hemolysis and the permeability of the K+ ions.

This study has brings the proof of the protective effect of albumin against toxicity of
Fungizone® on the red globule.

Key words: Fungizone®, Red blood cell, Hemolysis, Albumin.








